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INTRODUCTION

Les primates non humains (PNH), du fait de leur proche parenté phylogénique avec les

humains, présentent avec ces derniers des similarités anatomiques et physiologiques. C’est
pourquoi, ils jouent un réle unique en recherche biomédicale.
Historiquement, les primates non humains ont été importants dans 1’étude de maladies
infectieuses et notamment virales comme la variole, la poliomyélite ou encore la fievre jaune.
Aujourd’hui, ils sont encore d’importants modeles dans I’étude des maladies virales telles que
le SIDA causé par le virus de I’'immunodéficience humaine (HIV). Ils interviennent
¢galement dans d’autres domaines de recherche comme la pharmacologie, la toxicologie, le
comportement, 1’apprentissage, les maladies neurologiques (maladies de Parkinson et
d’Alzheimer), la dentisterie, la reproduction.

Les primates non humains les plus utilisés en recherche biomédicale sont les macaques,
principalement les especes Macaca fascicularis et Macaca mulatta.

D’apres les études statistiques les plus récentes (2005) publides par la Commission des
Communautés Européennes, les PNH ne représentent pas plus de 0,1% du nombre total
d’animaux de laboratoire utilisés dans les pays européens pour la recherche biomédicale (12,1
million d’animaux) (9).

BioPRIM® est une société privée spécialisée dans la quarantaine et I'hébergement pour des
durées variables de PNH destinés a la recherche biomédicale. Elle a été créée en 2001, a la
demande des partenaires de l'industrie pharmaceutique. Ces derniers souhaitaient faire sous-
traiter 'activité de quarantaine, dans un souci d'économie, mais surtout pour le bien-&tre des
animaux qui peuvent ainsi étre hébergés en groupes. BioPRIM® n’est donc pas un centre
d’élevage ou d’expérimentation animale.

BioPRIM® a obtenu [D’accréditation de I’AAALAC (Association for Assessment and
Accreditation of Laboratory Animal Care International) ainsi que 1’agrément établissement
d’expérimentation, depuis 2011.

BioPRIM™ dispose de voliéres (intérieures et extérieures) dont la surface représente environ
700 m? (cf. Figure 1 et Annexe 1). Elles permettent d’accueillir différentes especes de PNH :
Macaca fascicularis (les plus représentés), Macaca mulatta, Chlorocebus aethiops, Callithrix
Jjacchus et Saimiri sciureus. 300 a 500 animaux peuvent ainsi €tre héberges.

Par ailleurs, il y a dans ses locaux, un laboratoire d’analyse permettant entre autre la
préparation (centrifugeuse, hotte) et le stockage des produits sanguins et des médicaments. Il
comprend également un analyseur d’hématologie a variation d’impédance, le Sysmex KX-21,
acquis en 2009. Celui-ci est utilisé¢ régulierement sur les animaux entrant ainsi que sur les
animaux en stabulation lors d’examens de routine. L’intérét d’établir des intervalles de
référence (IR) hématologiques propres a BioPRIM® est double. D’une part, cela permet de
fournir les informations précliniques complétes d’un animal donné avant son entrée en étude
aux sociétés clientes, ces informations pouvant étre déterminantes dans le choix des PNH a
inclure pour certains protocoles expérimentaux. D’autre part, 1’établissement d’intervalles de
référence donne également au vétérinaire du centre les outils pour interpréter les résultats
d’hémogramme et ainsi apprécier 1’état de santé des animaux hébergés.

Un intervalle de référence doit étre défini pour un analyte donné obtenu a partir d’un
analyseur donné selon les recommandations internationales de I’Institut international des
normes en biologie médicale humaine (Clinical and Laboratory Standards Instituts : CLSI) et
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de la Fédération Internationale de Chimie Clinique (International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medecine : IFCC), mises a jour en 2008 (8).

A notre connaissance, aucune des études réalisées pour 1’établissement d’intervalles de
référence hématologiques chez Macaca fascicularis n’a été réalisée avec I’automate
d’hématologie Sysmex KX-21 utilisant le principe de variation d’impédance.

L’objectif de cette étude est d’établir des IR hématologiques chez Macaca fascicularis, avec
I’automate KX-21 (Sysmex), a posteriori, en suivant, dans la mesure du possible, les
procédures de recommandations de I’'IFCC-CLSI de mani¢re compatible avec les
recommandations pour les soins aux animaux de laboratoire.

Figure 1 : Photographies de module destiné a recevoir des Macaques

© Eric André, avec ['aimable autorisation de BioPRIM®
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Partie I : Macaca fascicularis

I. Description

1.1. Taxonomie

Macaca fascicularis également appelé singe cynomolgus, macaque crabier ou macaque a
longue queue appartient a I’ordre des primates, au sous-ordre Anthropoidea. C’est un singe de
I’ancien monde (Catarrhini), de la famille des Cercopithecidae, de la sous-famille des
Cercopithecinae et du genre Macaca.

I.2. Origines

Historiquement, il est originaire d’Asie du Sud-Est (Malaisie, Vietnam, Laos, Indonésie, Iles
Philippines, etc.) mais une population d’animaux a été introduite dans d'autres régions dont
I’'lle Maurice qui a la particularité d’étre indemne d’Herpés virus B et de rétrovirus
pathogenes (19).

I.3. Caractéristiques physiques

Macaca fascicularis est un animal relativement costaud méme s’il est un peu plus petit que
Macaca mulatta (singe rhésus). Ces 2 especes présentent un dimorphisme sexuel ; les males
sont notamment plus lourds que les femelles (cf. Tableau 2). Il se distingue par contre des
autres macaques par la longueur de sa queue (40 a 65 cm), comparable a celle de son corps. 1l
a un pelage gris a brun-roux plus clair sur la face ventrale. Il possede 32 dents et est doté de
pouces opposables.

A1\ ([T
i

Figure 2 : Photographies de Macaca fascicularis, animaux adultes

© Eric André, avec ['aimable autorisation de BioPRIM®
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I.4. Organisation sociale

Macaca fascicularis est un animal social qui a la particularité d’étre moins agressif que
Macaca mulatta. 11 vit en groupes de 5 a 60 individus. Ces groupes sont multi-males/multi-
femelles avec généralement 2 a 5 males et des femelles 2 a 3 fois plus nombreuses.

Ces singes exercent une stricte hiérarchie de dominance.

L.5. Reproduction

La reproduction de Macaca fascicularis est non saisonniere.

Tableau 1 : Données concernant la reproduction de Macaca fascicularis

Maturité sexuelle (années) (17) M:3-4 | F:3.0-34
Age de mise & la reproduction (années) (35) 4-5
Durée de gestation (jours) (35) 153-179 (moy = 167)
Intervalle naissance-naissance (17) 1,1 an
Nombre de nouveau-nés par portée (35) 1
Poids a la naissance (kg) (35) 0,33-0,35
Age au sevrage (mois) (35) 12 mois
Cycle menstruel (jours) 31 (35)/ 28 (20)

1.6. Alimentation

Macaca fascicularis est un omnivore opportuniste. Bien que les fruits et les semences
représentent 60 a 90% de son apport alimentaire, il se nourrit aussi de feuilles, de fleurs, de
racines et d'écorce. Des vertébrés font aussi partie de ses proies (lézards, grenouilles,
poissons...), ainsi que des invertébrés (crabes) et des ceufs.

1.7. Habitat

Macaca fascicularis est une espéce diurne et arboricole. Etant donnée son adaptabilité, il
fréquente une grande variété d'habitats, notamment les foréts humides, les foréts tropicales,
les foréts qui bordent les marais ou les cours d'eau, et la mangrove. Il s'adapte également aux
installations humaines causant parfois des nuisances autour des habitations.
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Tableau 2 : Données biologiques et cliniques de Macaca fascicularis

Nombre de =4
chromosomes
Poids de I’animal
adulte (kg) () M : 4-8 F:2-6
Ahment'atlon 420 J/kg pour ’entretien, 525-630 J/kg pour
(besoins la production, 840 J/kg pour les nouveau-nés
énergétiques) (35) p ’ gp
Eau (35) Ad libitum. 40 a 80 mL/kg/j
Espérance de vie
dans le milieu 15-25 (35)
naturel (années) (jusqu’a 37,1 en captivité (28))
(33)
Température (°C
peraiy 0 37-40
Fréquence
cardiaque 240 (35)/ 115-243 (7) / 107-215 (20)
(battements/min)
Pression sanguine | systolique 125
(mm Hg) (35) diastolique 75
Volume sanguin 50-96 (35) / 55-75 (2) / 65 (moyenne
(ml/kg) recommandée) (10)
Fréquence
respiratoire 30-54 (7) / 32-44 (20)
(mouvements/min)
Groupes sanguins
P ) & 0, A, B, AB

I.8. Utilisation en recherche et réglementation

Etant donné sa proximité phylogénétique et physiologique avec ’Homme, le modele primate
posseéde un grand intérét en recherche biomédicale.

Macaca fascicularis est le second primate non humain le plus utilisé en recherche
biomédicale (le premier étant Macaca mulatta). 1l est le premier modele utilisé dans la
recherche sur la biologie de la reproduction. Il est également utilisé¢ dans d’autres domaines de
recherche : cancer, athérosclérose, maladies infectieuses (cytomégalovirus, peste, tuberculose
et rétrovirus) ainsi que dans les tests médicamenteux. Il a été identifié comme un vecteur
possible des virus Ebola et monkeypox, et est connu comme porteur de l'herpes virus B
(Herpesvirus simiae).

Macaca fascicularis a été aussi largement utilisé dans des expériences médicales liées aux
neurosciences.

Enfin, Macaca fascicularis fait partie des singes qui ont été utilisés dans I'expérimentation des
vols spatiaux habités.

Depuis que les programmes d'élevage en captivité se sont substitués a la capture des singes

cynomolgus a des fins d'expérimentation animale, leur population a 1'échelle mondiale n'est
pas menacée. La liste rouge de 1'UICN le classe dans la catégorie « Préoccupation mineure ».
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Macaca fascicularis a un statut CITES' relevant de ’annexe II, ¢’est-a-dire que ce n’est pas
une espece actuellement menacée d’extinction mais elle peut le devenir si le « commerce »
n’est pas strictement régulé (5).

Dans les zones ou Macaca fascicularis n'est pas autochtone, sa population doit étre suivie,
gérée ou éradiquée si elle présente un impact négatif sur la flore et la faune.

Macaca fascicularis a ainsi été répertorié par 1'union internationale pour la conservation de la
nature parmi les « cent pires espeéces exotiques invasives ».

11. Valeurs hématologiques de M. fascicularis dans la littérature

I1.1. Valeurs hématologiques dans la littérature : état des lieux

Les tableaux suivants ont été élaborés a partir de 18 sources bibliographiques.

Les informations concernant la réalisation de contréles qualité ou la vérification de la
normalité des distributions ne figurent pas dans ces tableaux car cela n’est renseigné que dans
de rares études.

Il est précisé dans I’étude de Tadashi Koga (23) que les GR, PLT et GNN suivent une
distribution normale alors que la distribution n’est pas gaussienne pour les GB, GNE, GNB,
monocytes, lymphocytes et réticulocytes (1’intervalle est alors déterminé a partir des données
log-transformées).

I1.2. Critique des valeurs hématologiques dans la littérature

Aucune étude ne vise a établir des intervalles de référence tels que les définit I'IFCC, en
partie en raison de la complexité de mise en pratique des premicres recommandations établies
entre 1987 et 1991 (14). Les dernieres recommandations de I’'IFCC-CLSI de 2008 ont permis
de faciliter 1’approche (8). Parmi les références répertoriées, une seule s’approche des
recommandations mais ne définit aucun critére d’inclusion/exclusion ni de contréle qualité
(23). Certains articles fournissent des « valeurs de référence » (15, 29, 33, 36) ou des « valeurs
normales » (30, 34), obtenues sur un faible effectif, le plus souvent de 1’ordre de quelques
dizaines de Macaca fascicularis. D’autres établissent des comparaisons interespece a partir de
valeurs hématologiques obtenues sur moins de 20 animaux de chaque espece (25).

Finalement, la moitié des études ont pour objectif de déterminer 1’influence d’un facteur de
variation sur I’hémogramme (age (30, 31), origine (11), anesthésie (22), jetine (37), élevage vs
captivité (6), stress (21), gestation (17), conditions de conservation du prélévement (1) etc.).

" CITES : Convention sur le commerce international des espéces de faune et de flore sauvages menacées d'extinction,
également appelée convention de Washington. Il s’agit d’un accord international entre Etats. Elle a pour but de veiller a ce
que le commerce international des spécimens d'animaux et de plantes sauvages ne menace pas la survie des especes
auxquelles ils appartiennent. La CITES établit trois listes (appelées annexes I, II et I1I) d'espéces animales et végétales
prévoyant des niveaux de protection différents, selon l'importance de la menace qui pese sur elles.
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I1.2.1. Facteurs de variation pré-analytiques

De nombreux facteurs pré-analytiques liés a I’animal (sexe, age, origine, statut physiologique,
durée d’hébergement, état d’excitation, jeline, anesthésie, etc.) ou au préleévement (site et
technique de prélévement, moment du préleévement, conditions de stockage, etc.) peuvent
influer sur les variables hématologiques.

C’est pourquoi il est important qu’ils soient caractérisés de facon exhaustive lors d’analyses
hématologiques, a fortiori lors d’établissement d’IR.

Ces facteurs sont plus ou moins bien décrits en fonction des auteurs et sont parfois tres
variables d’une étude a I’autre (exemple de 1’age : feetus (33) vs adulte (la majorité des études)
rendant toute étude comparative de valeurs délicate, impossible voire absurde.

11.2.2. Méthode analvytique

Le type d’analyseur hématologique est variable selon les études et les performances
analytiques ne sont, pour la plupart du temps, pas précisées rendant d’une part, I’interprétation
des valeurs hématologiques délicates et d’autre part, rendant la comparaison des données
difficile.
Seuls cinq références mentionnent succinctement la réalisation de « contrdles qualité »

- (1) : configuration de I’analyseur avec un réglage pour singe
(15) : utilisation de sang contréle humain (EC 20 DASIT)
(23) : CV : 0.8-3.8%
(33) : comptages manuels
(37) : « procédures de contrdle qualité appropriées »
De plus, certaines €tudes ont été réalisées il y a plusieurs dizaines d’années et ne bénéficiaient
alors pas des performances des méthodes analytiques actuelles. Par exemple, dans 2 études la
formule leucocytaire a été réalisée manuellement par observation microscopique du frottis
sanguin (30, 31).

I1.2.3. Analyse statistique

La plupart des études utilise un nombre limité¢ d’animaux, trés largement inférieur aux 120
prélevements recommandés en biologie médicale pour établir des intervalles de référence
avec la méthode non paramétrique. Les valeurs sont souvent exprimées sous la forme :
moyenne * écart-type, mais d’autres formes sont parfois utilisées (minimum-maximum, IR),
rendant toute comparaison impossible.

Concernant la normalité des distributions, seulement deux ¢tudes y font référence (1, 23).

Ainsi, a notre connaissance, aucune étude visant a établir des intervalles de référence tels que
les définit 'IFCC-CLSI n’est disponible dans la littérature pour les PNH et en particulier pour
Macaca fascicularis, peut-&tre aussi pour des raisons de confidentialité de la part des
laboratoires.

De plus, méme si les standards internationaux étaient respectés, les IR étant établis pour une
population avec des caractéristiques démographiques, des conditions de prélévement et une
technique d’analyse données, il faudrait de toute facon procéder au transfert ou a la validation
des résultats pour pouvoir les utiliser dans un autre laboratoire (8).

L’établissement de nouveaux IR propres a chaque laboratoire reste donc la méthode de choix.
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Partie II : Etablissement d'intervalles de référence
hématologiques sur 273 singes M. fascicularis avec I'analyseur
Sysmex KX-21

L’établissement des intervalles de référence a posteriori a été réalisé en suivant dans la
mesure du possible les recommandations de I'IFCC-CLSI nécessaires a 1’obtention des
valeurs de référence pour un nouvel analyte ou une nouvelle méthode d’analyse de biologie
médicale. L’étude exploite les analyses hématologiques effectuées entre janvier 2009 et avril
2011.

1. Materiels et methodes

I.1. Choix de la population d’animaux de référence

Environ 1700 singes dont 1350 Macaca fascicularis ont été accueillis entre janvier 2009 et
avril 2011 par le centre BioPRIM®.
L’age et le sexe des animaux importés sont choisis en fonction des besoins des clients, la
plupart étant des animaux ayant entre 24 et 36 mois.
Les animaux importés sont identifiés par un tatouage se trouvant sur la face interne de la
cuisse.
Les arrivages de Macaca fascicularis se font selon les besoins des clients du centre
BioPRIM" et selon la disponibilité en animaux dans les élevages. Globalement, les macaques
du centre sont soit d’origine mauricienne soit d’origine asiatique, la source mauricienne
présentant une faible variabilité génétique contrairement a la source asiatique.
Plus précisément, le centre BioPRIM® dispose de 4 fournisseurs :

- Elevage A (Ile Maurice) : principal fournisseur

- Elevage B (Ile Maurice)

- Elevage C (Philippines)

- Elevage D (Vietnam)
Parmi les singes provenant de I’élevage A, certains sont des animaux de capture (non nés en
captivité).

L’importation des animaux est faite dans le respect de la réglementation en vigueur (4) selon
les besoins des clients et la capacité d’accueil du centre.

L’environnement dans les modules est maintenu stable grice a un controle régulier des
pressions, températures, hygrométries, lumicres et du niveau sonore, plusieurs fois par jour.

L’alimentation des singes est a base d’aliment sec pour primates distribué en fin de journée
(référence SDS OWM 80-8002) et de fruits frais distribués tous les jours dans le courant de
I’aprés-midi. La consommation de ces derniers est rapide (i.e. pas de « restes » le lendemain
matin).

Tous les animaux sont enregistrés dans la base de données du site de BioPRIM® et pour
chacun d’eux sont renseignés : 1’espece, le numéro d’identification, le numéro de permis
CITES Export et 1’élevage d’origine, la date de naissance pour les animaux de captivité, le
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sexe, la date d’arrivée a BioPRIM®, les dates des examens avec le résultat des examens
cliniques comprenant notamment la température, le poids et les soins et traitements pratiqués.

L’étude rétrospective a été €laborée a 1’aide de résultats obtenus sur des animaux sélectionnés
a posteriori. Toutefois, la démarche reste la méme que lors d’une approche a priori, les
facteurs de variation préanalytiques, analytiques et biologiques doivent étre
consciencieusement décrits, et les criteres de sélection doivent étre définis de maniére
préalable (14). Les critéres que nous avons retenus sont les suivants :

1.1.1. Critéres d’inclusion

Les criteres d’inclusion a posteriori de la population de singes de référence sont :
- Animaux appartenant a I’espece Macaca fascicularis
- Animaux jugés en bonne santé a partir :
» De I’historique médical
» D’un examen a distance
» D’un examen clinique sous anesthésie comprenant :
a) un examen du systeme digestif : examen buccal et rectal
b) un examen cutané
¢) I’évaluation de I’état d’hydratation
d) la mesure de température rectale
e) la palpation des nceuds lymphatiques
f) une palpation abdominale
g) l’inspection des organes génitaux
h) I’évaluation du systéme locomoteur

1.1.2. Critéres d’exclusion

Les criteres d’exclusion a posteriori de la population de singes de référence sont :

- Anomalie de I’examen a distance : hypovigilance, isolement

- Anomalie détectée lors de I’examen clinique (cf. Annexe 2 : liste des anomalies de
I’examen clinique et détermination subjective des critéres faisant d’un animal un animal
en bonne ou mauvaise sant¢)

- Affection récente ayant impliquée une prise de médicament récente a I’exception des
antiparasitaires ou une intervention chirurgicale

- Animaux présentant une perte de poids chronique

- Période de menstruation pour les femelles

- Anomalie concernant le préleévement : quantité de sang prélevé insuffisante ou formation
d’un caillot visible dans le tube EDTA

- Analyses pour lesquelles une indication d’erreur est indiquée. (cf. Annexe 3)

Lorsque plusieurs analyses hématologiques ont été réalisées sur le méme animal, apres retrait

des analyses pour lesquelles un critére d’exclusion était présent, seule la plus ancienne des
analyses a été gardée.
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I.2. Prélévements sanguins

Les facteurs pré-analytiques ont ét¢ définis en accord avec les recommandations pour la
collecte des prélevements sanguins chez les PNH et leur analyse biologique
(recommandations EFPIA (10)).

Les singes ont été anesthésiés a I'aide de kétamine (Imalgéne 1000™) a la dose de 10 mg/kg
par voie intra-musculaire (cuisse).

Les prélevements ont été réalisés en accord avec la procédure interne concernant les prises de
sang (validée par le Comité d’Ethique) :

Pour chaque animal placé en décubitus dorsal, et aprés désinfection locale a I’alcool a 70°, un
¢chantillon de 3 mL environ a été prélevé a la veine fémorale, le plus souvent a la cuisse
droite, a I’aide d’un systéme de prélevement type VACUTAINER" avec porte-tube + tube
EDTA stérile sous vide (Venosafe de Terumo, K3-EDTA en 4 ou 3,5 mL) + aiguille a
prélevement adaptée a la taille de 1’animal, stérile et a usage unique (Vacuette de Greiner-
BioOne, modele 21G (0,8 x 38mm)). Il n’y a pas eu de compression veineuse préalable au
prélevement.

Les prélevements ont été réalisés a 1’occasion d’examens cliniques soit sur des animaux
placés en quarantaine (cf. Annexe 4 pour le protocole de quarantaine) apres leur arrivée au
centre soit lors d’examens de contrdles sur des animaux hébergés depuis une durée plus
importante.

Les prises de sang ont été réalisées le matin (de 9h a 12h au plus tard), aprés un examen
clinique, par des opérateurs expérimentés (vétérinaire, biotechniciens).

Les animaux étant nourris la veille au soir avec I’aliment sec, la plupart étaient a jeun le matin
sous réserve que I’alimentation ait été terminée la veille. Si ce n’était pas le cas, les restes de
nourriture étaient retirés le matin. Cependant cette information n’a pas été relevée dans cette
étude.

Pour chaque lot, les animaux ont été capturés a la main dans les modules (le rang de capture a
été relevé dans cette étude pour la plupart des animaux).

Figure 3 : Photographie d’un prélévement sanguin sur M. fascicularis

© Eric André, avec ['aimable autorisation de BioPRIM®

Les prélevements aprées homogénéisation et identification, ont ¢été soit analysés
immédiatement apres que tous les animaux examinés aient été prélevés, soit stockés a +4°C a
I’obscurité dans 1’attente de leur analyse. Le délai maximum entre la réalisation du
prélevement et le traitement des échantillons a été de 6 heures.
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I.3. Technique d’analyse

1.3.1. Analyseur

Les tubes ont été ré-homogénéisés par une dizaine d’inversion avant d’étre analysés avec
I’automate d’hématologie a variation d’impédance Sysmex KX-21 (Sysmex, Kobe, Japan).
Cet analyseur d’hématologie humaine, a été mis en service au centre de BioPRIM" le
19/01/09 (cf. Annexe 5 pour les caractéristiques analytiques). Les résultats graphiques et
numériques ont été stockés dans un classeur d’analyses. Par ailleurs, les prélévements
sanguins avec un volume insuffisant ou un caillot visible n’ont pas été retenus.

1.3.2. Controle qualité

Pour chaque analyse réalisée avec le Sysmex KX-21, ont été relevés :

- La date des analyses

- Les anomalies concernant les contrdles préallumage, les niveaux de réactifs, le papier

- L’utilisation ou non de sang contrdle préalablement aux analyses

- Le nombre d’échantillons a analyser

- Le nombre total d’analyses effectuées

- Les observations concernant le déroulement des analyses
L’ensemble des opérations effectuées sur 1’analyseur Sysmex KX-21 et des difficultés
rencontrées au cours de 1’analyse ont été répertoriées assurant ainsi la tracabilité de cette
étude et permettant parfois d’exclure certains singes de la population de référence.
Comme aucun échantillon de sang contrdle de singe cynomolgus n’est disponible dans le
commerce, les contrdles qualité ont été réalisés de maniere réguliére a 1’aide d’échantillons de
sang controle fabricant humain de niveaux moyen (pour la majorité) ou haut (Sysmex
eightcheck-3WP normal level et high level) avant les analyses.
Un cahier de suivi d’utilisation des sangs contrdles a été réalisé. (cf. Annexe 6 et Annexe 7)

1.4. Analytes sanguins

Les analytes ayant été analysés sont les suivants :

- RBC : numération des globules rouges

- HGB : hémoglobine (méthode de mesure par spectrophotométrie de 1’hémoglobine
sans cyanure)

- HCT : hématocrite

- MCYV : volume globulaire moyen

- MCH : teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine

- MCHC : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine

- PLT : numération des plaquettes

- WBC : numération des globules blancs

- LYM# : numération des lymphocytes

- MXD# : numération des cellules « mixtes » (granulocytes basophiles, granulocytes
¢osinophiliques et monocytes)

- NEUT# : numération des granulocytes neutrophiles
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I.5. Analyse statistique

Les résultats expérimentaux obtenus ont régulierement été stockés dans un classeur d’analyse
ainsi que dans un tableur Excel.

Pour chaque analyte, une courbe de distribution a été réalisée et visuellement inspectée afin de
détecter toute mesure aberrante, confirmée ensuite par le critere de Tukey et Dixon.

La normalité des distributions des valeurs natives ou transformées a été testée par le test de
normalité d’ Anderson-Darling.

Les intervalles de référence (IR) et les intervalles de confiance (IC) a 90% des limites
inférieures et supérieures des IR ainsi que I’élimination des valeurs aberrantes (« outliers »)
ont ¢été¢ déterminés avec le logiciel Reference Value Advisor (13).

Conformément aux recommandations, les calculs ont été faits avec une méthode non
paramétrique lorsque l'effectif était suffisant ou pour certains sous-groupes par la méthode
robuste apres transformation éventuelle des données pour rendre la distribution aussi proche
que possible d'une distribution normale (18). Le partitionnement des valeurs de référence selon
le sexe de I’animal a été réalisé a 1’aide du test Z d’Harris & Boyd (Harris and Boyd 1990).
Le partitionnement selon 1’dge n’a pas ¢été réalisé étant donné la sur-représentation des
animaux jeunes (< 3ans) et le faible nombre d’individus pour les autres catégories d’age.

Les effets des facteurs de variation ont été testés par analyse de variance et les comparaisons
entre  sous-groupes par le test de Student ou de Mann-Whitney selon
I’homogénéité/hétérogénéité des variances. Dans le cas de comparaisons multiples, le seuil de
signification a été fixé a 0.05 avec la correction de Bonferroni.

I1. Reésultats

I1.1. Caractéristiques de la population de référence

Les animaux inclus dans cette étude ne présentaient aucun signe clinique de maladie a
I’exception de quelques lésions cutanées superficielles. Ils avaient une alimentation et un
comportement social normaux. Leur température rectale sous anesthésie était de 38.9 °C en
moyenne (37,0-39.9 °C).

Au final 273 animaux, dont plus de la moitié (157) originaires de 1’élevage A, ont été inclus

dans 1’étude a partir d’une population initiale de 450 singes (Tableau 20), sur lesquels 718
analyses avaient été réalisées en tout.

1I.1.1. Durée d’hébergement

La durée d’hébergement chez BioPRIM® a varié en fonction de 1’origine de 1’animal
(ANOVA, p<0.001). Celle-ci est inférieure a 3 mois dans 51% des cas et inférieure a 12 mois
dans 91% des cas. A la demande d’un client, pour 19 animaux (7%) originaires de 1’élevage
C, la durée est supérieure a 27 mois.
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I1.1.2. Age

L’age exact n’est pas connu pour 41 singes cynomolgus de capture, tous originaires de
I’élevage A. Pour les animaux restants, I’age différe de maniére significative selon 1’élevage
d’origine (ANOVA, p<0,001). Apres retrait des 19 singes « hébergement longue durée » de
I’élevage C, les ages different toujours mais le lot restant est plus homogene avec 83% des
animaux agés de 18 a 36 mois.

11.1.3. Poids

Le poids differe de maniere significative selon 1’origine des animaux (ANOVA, p<0.001),
mais pas entre les sexes au sein de chaque sous-groupe d’origine.

Tableau 20 : Caractéristiques démographiques des 273 Macaca fascicularis utilisés pour
la détermination d’IR hématologiques

(Médiane et intervalle minimum-maximum entre parenthéses; M = males,; I = femelles, pour
I’élevage C, I’dge et la durée d’hébergement sont notés sur la deuxieme ligne pour le sous-
groupe de 19 animaux « hébergement longue durée »)

Elevage A B C D Tous
Origine Ile Maurice Ile Maurice Philippines Vietnam
N et Sexe 96M + 62F 56M 25M + 15F 7M + 12F 184M+89F
25.8
Age (mois) 26.9 29.1 (24.8-62.4) 31.5 28.8
(19.5-114.7) (17.3-102.4) 80.0 (29.1-33.1) (17.3-118.4)
(66.7-118.4)
Durée
" 0.6 (0.6-5.0) 3.0
Eiﬁl:;k;;ergement 4.1(0.7-14.2) 0,7 (0.3-5.1) 32.4 (27.5-39.2) 0.7 (0.7-0.7) (0.3-39.2)
Poids (kg) M 3.0(2.2-7.6) M 42 (2,1-63) F 34(22-6.7) M 2.4 (2.2-2.7) 3.0
F 2.9 (2.0-5.5) - M*  34(22-76) F 2.3 (2.0-2.6) (2.0-7.6)

* une valeur aberrante a 9.15 kg a été éliminée

I1.2. Caractéristiques analytiques

Les coefficients de variation (CV) de I'imprécision intra-laboratoire sont inférieurs a ceux
indiqués par le fabriquant pour les analytes suivants : RBC, HCT, MCV, MCH, RDW-SD,
lymphocytes, cellules « mixtes », neutrophiles, PLT, MPV, P-LCR et supérieurs pour : HGB,
MCHC, WBC.
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Tableau 21 : Justesse et imprécision intra-laboratoire des analytes sanguins avec
I’analyseur d’hématologie Sysmex KX-21

Informations du fabricant Controle qualité
, intra-laboratoire
iy Etendue Imprécision Imprécision Biais*
Analyte Unite | alytique (pCV%) (pCV%) %
RBC 10"/L | 0.30-7.00 <2.0 1.54 +0.49
HGB g/L 1-250 <15 1.68 -0.69
HCT L/L 0.10-0.60 <2.0 1.86 +1.29
MCV fL <2.0 1.30 +0.97
MCH g <2.0 1.41 -1.02
MCHC g/L <2.0 2.11 2.16
RDW-SD fL <4.0 2.70 8.43
WBC 10°/L 1.0-99.9 <3.5 3.61 3.18
Lymphocytes | 10°/L <15.0 5.41 +1.62
Mixtes 10°/L <30.0 14.79 -4.15
Neutrophiles | 10°/L <15.0 6.35 -6.22
PLT 10°/L 10-999 <6.0 4.10 +0.19
MPV fL <5.0 2.44 +2.22
P-LCR % <20.0 11.82 8.44

* [nexactitude : (mesuré — cible) / cible

I1.3. Intervalles de références

Les moyennes, distributions et IR déterminés pour les analytes sanguins sont présentés dans le
Tableau 22 et la Figure 4.

L’inspection visuelle des distributions des variables hématologiques ainsi que la détection de
possibles valeurs aberrantes montre que trés peu de valeurs pourraient étre éliminées pour les
calculs d’IR. Les quelques valeurs aberrantes ¢liminées sont indiquées en bas du Tableau 22.
Apres retrait de celles-ci, la plupart des distributions étaient significativement
différentes d’'une distribution gaussienne méme apres transformation de Box-Cox (Test
d’Anderson-Darling, P<0,05 Tableau 22 et Figure 4). Moyennes, médianes, minimum,
maximum, et limites de référence avec leurs intervalles de confiance a 90% obtenus par la
méthode non paramétrique figurent dans le Tableau 22.

I1.4. Effet du sexe, de I’age et de I’origine d’élevage sur les IR

Aucun effet significatif du facteur sexe n’a ét¢ mis en évidence sur les variables
hématologiques a I’exception de RBC, HGB et HCT (z<z*, test de Harris & Boyd) (Tableau
22). Néanmoins, ces différences (IR définis en fonction du sexe de 1’animal et IR déterminés
sur la totalité¢ de la population), trés modérées, n’excédaient pas la variabilité analytique
(2.77*CV d’imprécision) pour HCT et HGB. Celles-ci étaient 1égerement plus importantes
pour RBC avec une différence des médianes de 0.30%10'%/L.
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Le phénomene de partition ne peut donc étre considéré que pour RBC, HGB et HCT (|z]>|z*|,
test de Harris & Boyd). Pour les animaux de sexe male, le nombre d’individus de référence
¢tait suffisant pour estimer les IR en utilisant la méthode non paramétrique (N>120). Pour les
animaux femelles (N<120), la méthode robuste apres transformation de Box-Cox, adaptée aux
petits échantillons, a ¢été utilisée, afin d’approcher au mieux une distribution de type
gaussienne, méme si des biais importants peuvent &tre observeés sur de faibles effectifs (12).

Le facteur age a été mis en évidence pour MCHC, PLT et MXD#.

Une influence de ’origine de I’animal sur la plupart des analytes a ét¢ mise en évidence
(ANOVA, P<0.001) (Tableau 22 et Figure 5). Le facteur « animal de capture vs animal
d’élevage » ne semble pas avoir d’influence sur I’hémogramme.
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Figure 4 : Histogrammes des variables hématologiques chez le singe M. fascicularis

(N=273, sauf quand les mémes outliers que dans le tableau 1 ont été retirés)
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Figure S : Distribution de la variable GR en fonction de I’élevage d’origine
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II1. Discussion

II1.1. Sélection de la population de référence

La difficulté majeure dans la détermination d’IR, de novo comme a posteriori, réside dans la
sélection de la population de référence. Pour cette raison, les criteres d’inclusion et
d’exclusion d’un animal dans la population de référence doivent étre soigneusement
déterminés. Dans notre étude, ceux-ci ont été établis par la vétérinaire de BioPRIM® dans le
but de sélectionner une population d’animaux sains qui soient représentatifs de la population
habituelle de Macaca fascicularis présente chez BioPRIM®. La finalité étant a terme de
pouvoir utiliser ces IR au sein de BioPRIM® pour interpréter les résultats d’hémogrammes
des singes hébergés et également fournir le bilan hématologique complet d’un singe avant son
entrée en étude.

Aucun critére portant sur 1’age, le sexe, 1’origine ou la durée de séjour n’a été retenu pour
constituer la population de référence, ceci dans le souci d’établir des IR pouvant s’appliquer a
la population habituelle de Macaca fascicularis présente chez BioPRIM®. Pour cette raison, la
répartition des animaux sains pour chaque facteur cité n’est pas homogene avec une
population de référence composée de 2/3 d’animaux maéles et jeunes (83% agés de 18 a 36
mois). Par ailleurs, le caractére rétrospectif de cette étude confére un risque d’avoir inclus des
animaux « non sains ». Toutefois, comme le nombre d’individus de référence est important, la
répercussion d’une telle éventualité¢ sur les IR reste minime, d’autant que de manicre
physiologique, les PNH présentent déja une grande variabilité inter-individuelle. En revanche,
les intervalles de confiance pourraient se trouver affectés.

D’autre part, dans ce type d’étude a posteriori, il est tentant d’exclure certains animaux de la
population de référence en fonction de leurs résultats d’analyse c’est-a-dire lorsqu’ils
présentent des valeurs possiblement aberrantes. L’établissement des criteres de
sélection/exclusion a donc été réalisé au préalable, avant toute inspection des valeurs. Enfin,
de nombreux animaux pour lesquels les analyses comportaient des messages d’erreurs ont été
exclus.

I11.2. Facteurs pré-analytiques

De nombreuses procédures et variables peuvent influer sur I’interprétation des données. Ces
variables pré-analytiques associées avec une importante variabilité biologique normale,
rendent D’interprétation des hémogrammes délicate et doivent donc étre précisément
identifiées (16). L’étude se faisant a posteriori, les conditions pré-analytiques n’ont pas pu étre
choisies, mais elles respectent les recommandations établies en biologie clinique vétérinaire
pour la collecte et la manipulation des échantillons sanguins (recommandations EFPIA(10)).
Le jeline n’a pas été strictement respecté mais le risque de lipémie postprandiale reste limité
du fait de la faible quantité et de la composition de I’aliment possiblement ingéré.

I11.2.1. Effet sexe

Méme si, le facteur sexe pouvait étre considéré comme facteur de partitionnement pour RBC,
HGB and HCT (|z[>|z*| selon Harris & Boyd) (Tableau 22), les différences entre les IR définis
a partir du sexe de I’animal et ceux déterminés a partir de la totalité de la population sont tres
modérées. Celles-ci n’excedent pas la variabilité analytique (2.77*CV de I’imprécision) pour
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HCT et HGB, et sont 1égérement supérieures pour RBC ; la différence de médianes est de
0.30%10"*/L.

Par ailleurs, les résultats trouvés dans cette étude correspondent a ceux de la littérature : les
males ont une concentration plus élevée en globules rouges et en hémoglobine, un
hématocrite supérieur aux animaux femelles (6, 15, 26, 29, 30). D’aprés une étude (30), cette
différence apparait sur des animaux adultes, sexuellement matures, a partir de 3-4 ans d’age.
La faible différence dans les IR de RBC, HGB et HCT entre males et femelles dans notre
¢tude pourrait s’expliquer par le fait que les individus de référence sont pour la plupart des
animaux jeunes, non sexuellement matures.

I11.2.2. Effet 4ge

Les 272 individus constituant la population de référence ont été sélectionnés pour €tre aussi
proches que possible de la population habituelle de primates de BioPRIM®™. Il s’agit
essentiellement d’animaux jeunes (<3ans) mais il y a également 19 animaux plus agés (6-10
ans environ) constituant le groupe a « hébergement longue durée ».

Il est rapporté dans la littérature une influence de 1’age sur les variables HGB, HCT et MCV
(31) : les nouveau-nés (0-7 jours) présentent des valeurs d’HGB, HCT et MCV plus élevées
que DP’adulte. Ces valeurs chutent rapidement entre 1 et 3 mois puis augmentent jusqu’a
atteindre les valeurs des adultes a 1’age de 11 mois.

Concernant les leucocytes, une étude rapporte une numération lymphocytaire supérieure a la
numération de granulocytes neutrophiles dans la tranche d’dge 0 a 3-4 ans
(Iymphocytes>GNN), rapport qui s’inverserait chez les animaux de plus de 5 ans
(GNN>lymphocytes) (30). Cependant cette observation ne semble pas étre observée de
maniere systématique dans la littérature ni dans notre étude.

I11.2.3. Effet origine, élevage/capture

Concernant le facteur origine d’élevage, seule une étude s’est interessée a l'influence de ce
parametre sur les valeurs hématologiques (11). Dans I’étude de Yoshida T. et al. (36), des
femelles de différentes origines sont utilisées mais les valeurs hématologiques sont données
pour ’ensemble de ces femelles, aucune distinction par origine n’est réalisée.

Il est intéressant de remarquer dans notre étude que la population originaire de 1’élevage D
(Vietnam) présente des concentrations globulaires plus faibles comparativement aux autres
¢levages (Figure 5). Malgré le faible effectif d’animaux de cet €levage (n=19), la différence
entre origines est visible. Par ailleurs, dans 1’étude de Drevon-Gaillot E. et al. (11), la méme
observation a été réalisée entre singes originaires de 1’lle Maurice ou des Philippines : « une
différence significative est observée entre les valeurs hématologiques d’animaux vietnamiens
et celles d’animaux d’autres origines ». Les singes vietnamiens ont, comme dans notre étude,
une plus faible numération globulaire compensée par une hémoglobinémie, une CMH et un
MCV plus élevés. Dans cette méme étude, d’autres différences selon 1’origine des animaux
(WBC, GNE, lymphocytes/GNN) sont également relevées.

Ces différences pourraient s’expliquer en partie par la variabilité génétique des populations.

Concernant le facteur « animal d’élevage vs animal de capture », il ne semble pas y avoir de
différence significative dans notre étude sur les valeurs de I’hémogramme entre animaux nés
en élevage et animaux provenant du milieu sauvage (2 I’exception de la numération
lymphocytaire) alors qu’il est rapporté dans la littérature (6) que les animaux de capture ont
des valeurs de GNE plus élevées que les animaux d’élevage, variable hématologique que nous
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n’avons pas pu analyser avec le Sysmex KX-21. Il faut cependant remarquer que les résultats
de notre étude ne peuvent étre transposables et concernent un échantillonage de 41 singes de
capture contre 231 singes d’élevage.

I11.3. Méthode analytique

La fiabilité des IR repose en partie sur la fiabilité de la méthode analytique utilisée. A notre
connaissance, I’analyseur Sysmex KX-21 utilisé dans cette étude n’a pas été validé pour les
analytes sanguins chez le singe et a fortiori chez Macaca fascicularis.

I1 a été jugé par ailleurs que I’utilisation d’un analyseur d’hématologie de biologie médicale
humaine pour réaliser des analyses de sang de PNH et, en particulier de Macaca fascicularis,
ne présentait pas de contre-indication en raison des caractéristiques cytologiques similaires
des cellules sanguines entre primates humains et PNH. Il en est de méme pour I’utilisation de
sangs contrdles « humains ». Il est a remarquer qu’a I’heure actuelle, les sangs controles
utilisés pour les analyseurs d’hématologie vétérinaire en général sont rarement des sangs de
I’espece animale a analyser mais des sangs « synthétiques », beaucoup plus stables, qui
permettent une calibration « générale » de I’automate.

Dans notre étude, les sangs contrdles n’ont pas été analysés de fagon systématique mais de
maniere relativement réguliere avant chaque analyse de sang de singe. De plus, pour les
analyses de sangs contrdles effectuées, les résultats obtenus étaient quasiment tous compris
dans les fourchettes d’acceptabilité du fabricant.

La précision intra-laboratoire de 1’analyseur s’est toutefois avérée parfois insuffisante pour
HGB, MCHC et WBC.

Bien que cela ne modifie pas les résultats de cette étude, il est a remarquer qu’il n’y a pas eu
réalisation de frottis sanguins permettant, entre autres, de rechercher la présence d’éventuels
agrégats plaquettaires méme si le primate n’est pas une espéce connue pour sa sensibilité a
I’agrégation plaquettaire. La recherche d’agrégats plaquettaires sur frottis sanguin est
indispensable pour I’interprétation de numérations plaquettaires faibles, surtout avec un
automate comme le KX-21 utilisant le principe de la variation d’impédance. Par ailleurs, la
technologie de cet automate ne permet pas d’obtenir une formule leucocytaire a 5
populations (GNE, GNB et monocytes non différenciés) ni une numération des réticulocytes.
Un frottis sanguin permettrait, 1a aussi de vérifier la formule sanguine.

Enfin, la réalisation de maniére systématique d’analyses en doublons n’a pas été effectuée, ce
qui aurait permis d’évaluer la répétabilité de la manipulation.

111.4. Détermination des IR

Trois possibilités existent pour établir les intervalles de référence d’un analyte donné dans une
population donnée a savoir, une détermination de novo, un transfert d’IR pré-existants ou
enfin comme dans notre étude, une détermination a posteriori en sélectionnant des spécimens
issus d’une banque de données (14).

Les IR ont été établis pour les analytes suivants : RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC,

PLT, WBC, LYM#, MXD#, NEUT# mais il serait intéressant de les compléter avec RDW-
SD ou RDW-CV, PDW, MPV et P-LCR.
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La détermination des intervalles de référence a été réalisée selon les recommandations de
I’IFCC-CLSI (8) par la méthode non paramétrique. Celle-ci est réalisable dans la mesure ou le
nombre total d’individus de référence est supérieur a 120 et que seul un trés faible nombre de
valeurs aberrantes ne sont mises en évidence sur les distributions initiales ou transformées.
Par ailleurs, il est dit textuellement dans les recommandations concernant les résultats,
« ’accent doit étre mis sur le maintien plutét que sur la suppression (cf. outliers) ». Les
quelques valeurs aberrantes identifiées par le critere de Tukey et Dixon ont toutefois été
supprimées car leur maintien, bien que n’ayant qu’un tres faible impact sur les limites de I'IR,
entrainait un élargissement important de 1’intervalle de confiance.

Une détermination d’IR par groupe de partition (age, sexe ou origine de 1’animal par
exemple), aurait nécessité le recrutement de 120 individus a minima pour chaque groupe de
partition. Le nombre d’animaux présents dans la base de données ne nous permettait pas de
satisfaire a ces exigences. Par ailleurs, il n’est pas forcément judicieux de partitionner lorsque
le facteur choisi ne semble pas influer sur I’hémogramme (critére z d’Harris et Boyd).

II1.5. Comparaison avec les données de la littérature

La comparaison avec les valeurs hématologiques du singe cynomolgus rencontrées dans la
littérature est délicate, principalement en raison de conditions pré-analytiques et analytiques
différentes entre études ; les techniques d’analyse et les procédures de soin aux animaux ayant
considérablement changé au cours des 20 dernieres années (27). Une seule référence peut étre
utilisée (23) car c’est la seule présentant des variables dont la normalité des distributions a été
testée, avec des intervalles de référence sensu stricto, exprimés sous la forme [2,5% ; 97,5%],
a partir d’un effectif relativement grand (95 femelles et 95 males agés de 3 a 7 ans). Par
rapport a I’é¢tude de T. Koga et al., réalisée sur des animaux plus agés que ceux de notre
travail, les IR de notre étude montrent des valeurs plus faibles pour HGB, MCV, MCH,
MCHC et PLT et plus élevées pour RBC. Concernant HCT, I’IR obtenu est inclus dans celui
I’étude de T. Koga et al. alors que pour WBC, ¢’est I’inverse.
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CONCLUSION

Dans cette ¢étude, les intervalles de référence des variables hématologiques du singe Macaca
fascicularis ont été déterminés avec des conditions préanalytiques et analytiques relativement
bien définies pour une étude a posteriori. La population de référence a été caractérisée
conformément aux recommandations internationales.

Le singe cynomolgus phylogénétiquement proche de I’homme est utilis¢ largement en
expérimentation animale. Pour cette raison, avoir des IR hématologiques chez cette espece
semble indispensable pour I’interprétation des hémogrammes. C’est cette raison qui a conduit
BioPRIM" a déterminer les IR propres 4 leur laboratoire.

Ceux-ci pourraient étre utilisés par des laboratoires 1-utilisant le méme analyseur avec des
perfomances analytiques similaires et 2-pour une population de référence de Macaca
fascicularis semblable.
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Annexe 1 : Description du centre d’hébergement BioPRIM®

+ Installations

Les animaux sont regroupés en lots dans des modules également appelés volieres (au
maximum une trentaine d’animaux par lot) selon leur origine, leur sexe et leur age.

/W

27 2 "*yzm"' o Y

Photographie extérieure de BioPRIM®
© Eric André, avec I’aimable autorisation de BioPRIM®

Les modules sont situés de part et d’autre du couloir central du batiment, I’orientation
des modules étant inversée selon qu’il s’agit d’un module de quarantaine ou de stabulation.

Les modules, de quarantaine ou non, sont constitués d’une cage de 2.93 x 8.82 x 2.50
metres, pour une surface au sol de 26 m?. Le sol est lisse, en résine, les murs en panneaux de
tole galvanisée laquée a chaud de 5 cm d’épaisseur et le plafond en toles en bac-acier laqué.
Coté entrée du module, une grille se substitue au pan de mur, avec une porte grillagée.

Le module de stabulation posséde en plus deux trappes qui peuvent donner acces a une
voliere extérieure de 18 m?, I’ouverture de ces trappes étant limitée a la période estivale et
fonction des conditions climatiques.

Le module est équipé de pipettes automatiques pour la distribution d’eau, et de
mangeoires. Les animaux disposent également de trois perchoirs fixes paralléles (tuyaux en
PVC) de 3 metres de long, placés a des hauteurs différentes. De plus, deux de ces tuyaux sont
€quipés d’un tuyau en PVC creux de diameétre plus important permettant aux singes de se
cacher et de se balancer. Les singes ont également a leur disposition des éléments de jeu : des
balles en plastique de diametre et couleur différents et des bouts de tuyau PVC manipulables.

Entre le module et le couloir, un sas permet I’entrée du personnel, I’habillement et la
désinfection des bottes dans le pédiluve. Au niveau de ce sas, le module dispose d’une
"prévoliere" ou "voliere de capture", petite cage (1,40 x 1,50 metres) permettant d’isoler des
animaux du groupe au besoin (blessures, administration de traitements...) tout en leur
conservant le lien social avec les autres membres du groupe.
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e Pression: le module de quarantaine est équipé d’un systeme de ventilation et
d’aération en dépression avec filtration de 1’air a son entrée et a sa sortie. L air est
renouvelé 12 a 16 fois par heure dans le module.

Le module de stabulation quant a lui est a la pression atmosphérique avec un
renouvellement d’air de 4 a 8 fois par heure.

e Température : elle est maintenue a 22°C + 4°C. Un systeme de régulation de la
température de I’air pulsé est en place (chauffage/froid au besoin), associé a un
systeme de climatisation supplémentaire pour les périodes chaudes de I’année.

e Hygrométrie : elle est souhaitée autour de 50%. Mais ce parametre est peu contrdlé car
difficile a maintenir stable en raison des nombreux facteurs en jeu (météo, chauffage,
nettoyage a 1’eau des modules...). En raison du renouvellement d’air plus important,
I’hygrométrie reste plus basse en quarantaine qu’en stabulation.

e Lumicre : le module regoit la lumiére du jour par I’intermédiaire d’un hublot au
plafond. Celle-ci est complétée pendant la journée (entre 8 et 18h) par des tubes
lumineux du type “lumiére du jour” placés au niveau du sas d’entrée du module.
L’intensité lumineuse doit étre de 400 +/- 100 lux/m?. Elle a été mesurée environ a 250
lux/m? dans la prévoliére.

e Bruit : le fond sonore n’excede pas 65 dB.

¢ Suivi sanitaire et prélévements

e Quarantaine (les 6 premicres semaines) (cf annexe)

A T’occasion des examens cliniques de quarantaine, des prélévements afin de réaliser des
analyses hématologiques ont parfois été réalisés.

e Stabulation (les semaines suivantes)

Le suivi sanitaire des animaux se trouvant en zone de stabulation est réalisé par le vétérinaire
et I’équipe zootechnique. Il repose sur :

- Une observation a distance quotidienne

- Un examen clinique complet mensuel pour chaque animal

- Une tuberculination trimestrielle (intradermoréaction a la paupicre)

- Un prélevement sanguin trimestriel (d’environ 7 mL par animal) pour

archive de sérum (+/- analyse sérologique selon les cas)
- Des analyses coprologiques et traitements antiparasitaires trimestriels.

D’autre part, selon la demande des centres de recherche en produits sanguins, les animaux
peuvent étre prélevés jusqu’a une fois par mois de 6mL/kg de sang au maximum.

A I’occasion des examens cliniques ou de ces prélévements, des analyses hématologiques sont
parfois également réalisées.
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Annexe 2 : Liste des anomalies de I’examen clinique

Animal sain

Animal malade

Aspect général

Obese, grassouillette
Maigre
Pelage terne

Pas tres jolie, pas joli du tout
Moribonde quelques jours avant

Examen buccal

Gingivite
Blessure a la gencive
Changement de dents

Aphte

Carie
Fistule dentaire

Examen nasal

Trace de jetage

Trace d’épistaxis
Nez gonflé

Examen oculaire

Anomalie de I’ceil

Etat d’hydratation

Un peu déshydraté

Systéme lymphatique

Neeuds lymphatiques palpables

Neeuds lymphatiques augmentés (inguinaux,
axillaire)

Phanéres et peau

Alopécie
Bout de queue
Ring tail
Morsures, petites blessures
superficielles
Ecchymose
Hématome
Petit érytheme
Ancien abces ok
Déchirure oreille

Abces (nez, machoire)
Blessure chronique queue
Point de nécrose li¢ a I’injection d’ivomec
Masse
Varice
Entaille récente
Morsure ou blessure profonde

Appareil reproducteur

(Estrus (= gonflement périnéal
important)

Anomalie de la vulve

Diarrhée ou traces de diarrhée

¢ igesti Prol tal (lié t . .
Systéme digestif rolapsus rectal (1ié au stress) Glaire au niveau de 1’anus
Systéme Souftle cardiaque
cardiovasculaire Shunt artério-veineux

Systéme locomoteur

Anomalie de ’orteil, du doigt
Cal de fracture si pas d’opération
récente

Bras cassé (luxation)
Orteil amputé
Blessure d’amputation
Inflammation ancienne du doigt

Palpation abdominale

Hernie

Hernie réduite chirurgicalement

Température rectale

T°>40°C
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Annexe 3 : Liste des messages d’erreur répertoriés

+» Globules blancs

e WL: La fréquence relative du discriminant inférieur de I’histogramme des
globules blancs est hors norme.
Cause probable : Inclusion d’agrégats plaquettaires, grosses plaquettes, etc...

e T2 : Le discriminant distinguant les cellules mixtes et les neutrophiles ne peut pas
étre déterminé.

e FI1 : Erreur de I’histogramme concernant les cellules de petite taille (lymphocytes).
La fréquence relative de T1 est hors norme.

e F2: Erreur de I’histogramme concernant les cellules de taille moyenne (mixtes).
La fréquence relative de T1 ou T2 est hors norme

e F3: Erreur de I’histogramme concernant les cellules de grande taille (granulocytes
neutrophiles).
La fréquence relative de T2 est hors norme.

% Plaquettes
e AG : Probable agrégation plaquettaire.
e PL: La fréquence relative du discriminant inférieur est hors norme.

Cause probable : Effet des « bruits parasites ».

+* Pour toutes les lignées cellulaires

! : La donnée est en dehors des limites de linéarité (ex : RBC!)
* . La donnée est peu fiable (ex : WBC*)
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Annexe 5 : Caractéristiques analytiques du Sysmex KX-21

% 18 paramétres analysés

WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT, RDW-SD, RDW-CV, PDW MPV, P-LCR,

LYM%, MXD%, NEUT%, LYMP#, MXD#, NEUT#

« Display range

WBC  0,0-299,9 (x10°/uL)
RBC  0,00-19,99 (x10°/uL)
HGB 0-25,0 (z/dL)

PLT  0-1999 (x10°/uL)

s Meéthode d’analyse

WBC : DC detection method
RBC : DC detection method

HGB : Non-cyanide hemoglobin analysis method

% Reproductibilité

La reproductibilité se situe parmi les fourchettes suivantes avec un niveau de fiabilité de 95%

Pour le mode sang total (le seul utilisé dans nos analyses, un autre mode proposé par la machine étant

le mode pré-dilué) :

WBC (4,0 x 10°/uL or over)
RBC (4,00 x 10%pL or over)
HGB

HCT

MCV

MCH

MCHC

PLT (100 x 10*/uL or over)
LYM# (W-SCC)

MXD# (W-MCC) (1,0 x 10°/uL or over)
NEUT# (W-LCC)

LYM% (W-SCR)

MXD% (W-MCR) (12% or over)
NEUT% (W-LCR)

RDW-SD or RDW-CV

3,5% or less
2,0% or less
1,5% or less
2,0% or less
2,0% or less
2,0% or less
2,0% or less
6,0% or less
15,0% or less
30,0% or less
15,0% or less
15,0% or less
30,0% or less
15,0% or less
4,0% or less

PDW 12,0% or less

MPV 5,0% or less

P-LCR 20,0% or less
«» Exactitude

Mode sang total

WBC +3% or £0,2 x 10°/uL or less

RBC +2% or £0,03 x 10%puL or less

PLT +5% or 10 x 10°/uL or less
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s Linéarité

WBC

RBC

HGB

HCT

PLT

WBC
RBC
HGB
HCT
PLT

1,0-9,9 (x 10°/uL)
10,0 — 99,9 (x 10°/uL)
0,30 — 0,99 (x 10°/uL)
1,00 — 7,00 (x 10%/uL)
0,1 —10,0 (g/dL)

10,0 — 25,0 (g/dL)
10,0 — 33,3 (HCT%)
33,4 — 60,0 (HCT%)
10— 199 (x 10°/uL)
200 — 999 (x 10°/uL)

(Cependant, RBC < 7,00 x 10°/uL)

Transfert

3% or less
1,5% or less
1,5% or less
1,5% or less
5% or less

+0,3 (x 10*/uL) or less
+3% or less

+0,03 (x 10%pL) or less
+3% or less

+0,2 (g/dL) or less
+2% or less

+1,0 (HCT%) or less
+3% or less

+10 (x 10°/uL) or less
+5% or less
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Annexe 6 : Suivi de I’utilisation des sangs contréles

Dates Analyse Si non, date de la R Date premicre Date premiére
analyses san% derniére analyse N SaP & Type sang controle ourvertu.re ©)/ analyse sang
BioPRIM® co’ntrole de sang controle controle reception (}{ ) controle
préalable sang contrdle

20/01/2009 Oui 1 Normal level (NL) 19/01/09 (O) 20/01/09
05/02/2009 Oui 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
11/02/2009 Oui 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
19/02/2009 Oui 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
26/02/2009 Oui 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
29/05/2009 Non 26/02/09 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
01/06/2009 Non 26/02/09 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
09/06/2009 Non 26/02/09 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
10/06/2009 Non 26/02/09 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
11/06/2009 Non 26/02/09 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
16/06/2009 Non 26/02/09 1 Normal level 19/01/09 (O) 20/01/09
19/06/2009 Oui 2 High level (HL) 19/06/09 (O) 19/06/09
09/07/2009 Non 22/06/09 2 High level 19/06/09 (O) 19/06/09
01/09/2009 Oui 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
02/09/2009 Oui 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
01/10/2009 Oui 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
14/10/2009 Oui 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
19/10/2009 Oui 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
28/10/2009 Oui 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
25/11/2009 Non 28/10/09 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
30/11/2009 Oui 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
09/12/2009 Non 30/11/09 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
10/12/2009 Non 30/11/09 4 Normal level 20/08/09 (R) 01/09/09
07/01/2010 Oui 5 Normal level 7 30/12/09
13/01/2010 Non 07/01/10 5 Normal level 7 30/12/09
27/01/2010 Oui 5 Normal level 7 30/12/09
28/01/2010 Oui 5 Normal level 7 30/12/09
10/03/2010 Non 28/01/10 5 Normal level 7 30/12/09
01/04/2010 Oui 6 Normal level 23/03/10 ( ?) 23/03/10
07/04/2010 Non 01/04/10 6 Normal level 23/03/10 ( ?) 23/03/10
01/06/2010 Non 04/05/10 6 Normal level 23/03/10 ( ?) 23/03/10
02/06/2010 Non 04/05/10 6 Normal level 23/03/10 ( ?) 23/03/10
16/06/2010 Non 04/05/10 6 Normal level 23/03/10 ( ?) 23/03/10
05/08/2010 Oui 7 Normal level 20/07/10 (R) 29/07/10
17/08/2010 Oui 7 Normal level 20/07/10 (R) 29/07/10
29/11/2010 Non 29/10/10 7 Normal level 20/07/10 (R) 29/07/10
07/02/2011 Non

08/02/2011 Non

09/02/2011 Non

14/02/2011 Oui 8 Normal level

18/02/2011 Oui 8 Normal level

22/02/2011 Oui 8 Normal level

30/03/2011 Oui 8 Normal level

06/04/2011 Oui 8 Normal level

07/04/2011 Oui 8 Normal level
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Toulouse, 2011
NOM : VINCENTI PRENOM : Marie

TITRE : INTERVALLES DE REFERENCE HEMATOLOGIQUES CHEZ LE SINGE CYNOMOLGUS
(MACACA FASCICULARIS) AVEC L’ANALYSEUR SYSMEX KX-21

RESUME : Les singes cynomolgus, primates phyllogénétiquement proches de I’homme, sont fréquemment
utilisés en recherche biomédicale. Le but de cette étude a été d’établir des intervalles de référence
hématologiques a posteriori pour Macaca fascicularis conformément aux recommandations de I'IFCC
(Federation of Clinical Chemistry) et du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) avec I’analyseur
d’hématologie Sysmex KX-21.

Les prélévements sanguins de 273 singes cynomolgus sains, originaires du Vietnam, des Philippines et de 1’Ile
Maurice ont été analysés. Les intervalles de référence ont été déterminés a posteriori en utilisant la méthode non
paramétrique apres avoir bien défini les conditions pré-analytiques et analytiques afin d’avoir une population de
singes bien caractérisée. L’effet du sexe et de 1’origine ont été déterminés.

MOT-CLES : singes cynomolgus, hématologie, Macaca fascicularis, intervalles de référence, Sysmex KX-21,
impédance, pré-analytique

ENGLISH TITLE : HEMATOLOGICAL REFERENCE INTERVALS IN CYNOMOLGUS MONKEY
(MACACA FASCICULARIS) FOR THE SYSMEX KX-21 ANALYZER

ABSTRACT : Cynomolgus monkeys, one of a number of primates phylogenetically close to humans, are
commonly used in biomedical research. The purpose of this study was to establish a posteriori hematologic
reference intervals for Macaca fascicularis according to International Federation of Clinical Chemistry and
Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines using the Syxmex KX-21 hematology analyzer.

Blood samples from 273 healthy cynomolgus monkeys imported from Vietnam, the Philippines and Mauritius
were analyzed. Reference intervals were established a posteriori using the nonparametric method under well
defined preanalytical and analytical conditions for a well characterized population of monkeys. Effect of sexe
and origin were determined.

KEYWORDS : Cynomolgus monkeys, hematology, Macaca fascicularis, reference intervals, Sysmex KX-21,
impedence, preanalytical



