PROTOCOLE PRODUCTION D’ASCITE CHEZ LA SOURIS

La production d’anticorps monoclonaux par le biais de liquide d’ascite doit être effectuée de manière appropriée et justifiée eu égard à la douleur et/ou la détresse potentielles qu’elle peut générer chez l’animal. Aussi le recours à cette méthode devra se faire dans la mesure où ces anticorps ne peuvent être produits par une méthode in vitro.

Le protocole qui est présenté ci-dessous permet de minimiser l’inconfort de l’animal et peut être considéré comme non douloureux. Par conséquent, sa mise en œuvre ne nécessite pas une déclaration en tant qu'expérimentation douloureuse auprès du préfet du département dans lequel se trouve l’établissement d’expérimentation animale. 

Amorce intra péritonéale

On utilisera de préférence l’adjuvant incomplet de Freund ou un autre adjuvant moins invasif à la dose maximale de 0.3 ml par souris en une seule injection. Dans le cas de l’utilisation de pristane, le volume maximum injecté en intrapéritonéal sera de 0.2 ml par animal et devra être précédé au moins 10 mn avant par l’injection en sous-cutané de buprénorphine (0.05 à 0.1 mg/kg) pour son action antalgique.

NB: pour réaliser une dose de 0.05 mg/kg de buprénorphine pour une souris de 20g, utiliser une ampoule de 1ml dosée à 0.3mg/ml diluée dans 19 ml de soluté de Na Cl 0.9% et injecter 3 UI (seringue à insuline ) de cette dilution en sous-cutané. Selon l’évaluation de la détresse de la souris, on peut injecter jusqu’à 5 UI. La dilution ainsi préparée peut être conservée pendant 24 heures au réfrigérateur.

Injection intra péritonéale des hybridomes

L’injection des 106 à 107 cellules peut s’effectuer le lendemain de l’amorçage dans le cas où l’adjuvant de Freund a été utilisé. Dans le cas du pristane il faut attendre 10 à 14 jours avant l’injection des hybridomes.

Surveillance des animaux

Les souris doivent être pesées au moment de l’inoculation puis, lorsque la pratique le permet (notamment dans le cadre d’effectifs restreints) pesées quotidiennement à partir du 7ème jour post-inoculation. Dans tous les cas, le suivi quotidien des animaux doit être effectué dès la première semaine et renforcé à partir du 10ème jour. Les animaux présentant des signes d’inconfort (réduction de l'activité, dos voussé, poils ébouriffés, difficultés respiratoires, vocalisation, perte d’appétit…) devront être euthanasiés de manière éthique (1) ou recevoir des injections de buprénorphine (0.05 mg/kg à 0.1 mg/kg toutes les 12 heures) et être ponctionnés par une procédure terminale au plus tard dans les 48 heures.

Prélèvement du liquide d’ascite

Il s’effectue le plus souvent dans le cadre d’une procédure unique terminale : la souris est euthanasiée puis l’abdomen est ponctionné avec une aiguille (18-22 G). Le prélèvement doit impérativement être réalisé avant que le poids de l’animal n’excède 150 % de son poids initial (pour une souris de 20g cela correspond donc à un poids de 30g) qui représente un point limite à ne pas dépasser mais surtout pas un objectif à atteindre. Les souris perdant souvent du poids lorsque la tumeur se développe, outre le critère du poids corporel, on veillera à mettre en place cette procédure avant que l'animal ait de réelles difficultés pour se mouvoir.

Le prélèvement peut aussi être effectué en deux temps : 

· 1ère paracentèse abdominale sur l’animal anesthésié avant une prise de poids supérieure à 20% (pour une souris de 20g, ne pas dépasser 25g) en respectant les règles d’asepsie. On privilégiera une anesthésie gazeuse précédée par le passage de l'animal dans une chambre à induction remplie d'oxygène pendant cinq à dix minutes. Le liquide d’ascite doit s’écouler librement de l’aiguille sans appliquer de pression négative. La ponction doit prélever un maximum de 5 ml de liquide d’ascite. L’abdomen de la souris est alors palpé pour détecter une éventuelle tumeur abdominale qui justifierait l’euthanasie de l’animal. Si aucune tumeur n’est palpable, il est souhaitable d’injecter 1 à 2 ml de solution isotonique tiède en sous-cutané. Une surveillance rapprochée de l’animal doit être assurée dans l’heure qui suit la paracentèse afin de déceler les signes de détresse éventuelle consécutifs à la ponction.

· 2ème paracentèse effectuée 3 à 5 jours plus tard sur le même animal euthanasié cette fois avant le prélèvement.

D’une manière générale, on privilégiera le prélèvement unique qui limite d’une part les manipulations de l’animal toujours sources de stress et d’autre part le développement de tumeurs abdominales, parfois volumineuses qui limitent le volume de l’ascite produit rendant ainsi décevant le volume du second prélèvement.

(1)) selon les recommandations de Felasa parues dans Laboratory Animals (1997) 31, 1-32

Démarche pour l’obtention de la buprénorphine injectable
Une demande d’acquisition pour des ampoules de buprénorphine doit être adressée au Service Régional de la Pharmacie de la Direction Régionale des Affaires Sanitaires et Sociales (DRASS) dont dépend l’unité de recherche (article R 5185 du code de la Santé Publique). Cette demande est nominative et doit être effectuée par une personne autorisée à expérimenter sur animaux. Toute première demande d’acquisition doit comporter :


- la photocopie de l’autorisation d’expérimenter du demandeur


- la photocopie de l’agrément des locaux en tant qu’établissement d’expérimentation animale


- la quantité de produit souhaitée. Il est à noter que les ampoules de buprénorphine sur le marché sont vendues par lot de 10 unités et que chaque commande doit être précédée d’une demande d’acquisition auprès de la DRASS*. Les quantités demandées doivent donc intégrer l’estimation des besoins ainsi que les délais liés aux démarches administratives


- la justification de l’utilisation de la buprénorphine (le protocole expérimental précisant les quantités injectées aux animaux et le nombre d’animaux concernés).

En réponse à cette demande, la DRASS envoie au demandeur une autorisation d’acquisition et une copie certifiée conforme de cette autorisation.

La copie certifiée conforme de l’autorisation d’acquisition de buprénorphine est à adresser au laboratoire fournisseur :

Elle doit être accompagnée d’une lettre à en tête de l’unité précisant la quantité de produit souhaitée et l’adresse de livraison. Le bon de commande administratif doit être joint. 
Pour connaître la liste des fournisseurs, vous pouvez vous adresser au Bureau de l’Expérimentation Animale de votre organisme.

*Certaines DRASS ne suivent pas ce type de dossier. Il faut alors envoyer la demande directement à l’AFSSAPS :


AFSSAPS 


Unité stupéfiants et psychotropes


143-147 Boulevard Anatole France


93285 Saint-Denis cedex
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