OATAO

Cipen Archive Toulouse Archive Ouverte

OpenArchive TOULOUSEATrchive Ouverte OATAQO)

OATAO is an open access repository that colleatsatbrk of Toulouse researchers and
makes it freely available over the web where pdasib

This is an author-deposited version publishedhittp://oatao.univ-toulouse.fr/
Eprints ID: 11847

To citethisversion :
Nadaud CaroleEvaluation d’une nouvelle méthode de mesure du
RPCU canin a partir d’'urines recueillies sur papigpsorbant.
These d'exercice, Médecine vétérinaire, Ecole Nat@®
Vétérinaire de Toulouse - ENVT, 2014, 106 p.

Any correspondance concerning this service shoelsent to the repository
administrator: staff-oatao@inp-toulouse.fr.



I—

ECOLE -
NATIONALE

Université
de Toulouse

ANNEE 2014 THESE : 2014 — TOU 3 - 4029

EVALUATION D’UNE NOUVELLE METHODE DE
MESURE DU RPCU CANIN A PARTIR D’URINES
RECUEILLIES SUR PAPIER ABSORBANT

THESE
pour obtenir le grade de
DOCTEUR VETERINAIRE
DIPLOME D’ETAT

présentée et soutenue publiquement
devant I’Université Paul-Sabatier de Toulouse

NADAUD Carole

Née, le 28 mai 1988 a LIBOURNE (33)

Directeur de thése : Mme Catherine TRUMEL

JURY
PRESIDENT : .
Mme Monique COURTADE-SAIDI Professeure a 1’Université Paul-Sabatier de TOULOUSE
ASSESSEURS :
Mme Catherine TRUMEL Professeure a I’Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE
Mme Nathalie BOURGES-ABELLA Maitre de Conférences a 1I’Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE

REPUBLIQUE FRANGAISE







E C O I- E - EPUBLI( AN
NATIONALE MINISTERE

DE L'AGRICULTURE
DE ’AGROALIMENTAIRE
ET DE LA FORET

Ministere de 1'Agriculture de 1’ Agroalimentaire et de la Forét
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE

: M. Alain MILON

PROFESSEURS CLASSE EXCEPTIONNELLE

M. AUTEFAGE André, Pathologie chirurgicale

Mme CLAUW Martine, Pharmacie-Toxicologie

M. CONCORDET Didier, Mathématiques, Statistiques, Modélisation

M. CORPET Denis, Science de l'Aliment et Technologies dans les Industries agro-
alimentaires

DELVERDIER Maxence, Anatomie Pathologique

ENJALBERT Francis, Alimentation

EUZEBY Jean, Pathologie générale, Microbiologie, Immunologie

FRANC Michel, Parasitologie et Maladies parasitaires

MARTINEAU Guy, Pathologie médicale du Bétail et des Animaux de Basse-cour
PETIT Claude, Pharmacie et Toxicologie

REGNIER Alain, Physiopathologie oculaire

SAUTET Jean, Anatomie

SCHELCHER Francois, Pathologie médicale du Bétail et des Animaux de Basse-

s SEXExXXxxX

PROFESSEURS 1° CLASSE

BERTHELOT Xavier, Pathologie de la Reproduction
BOUSQUET-MELOU Alain, Physiologie et Thérapeutique
DUCOS Alain, Zootechnie

FOUCRAS Gilles, Pathologie des ruminants

LEFEBVRE Hervé, Physiologie et Thérapeutique

S<ExXK

PROFESSEURS 2° CLASSE

Mme BENARD Genevieve, Hygiéne et Industrie des Denrées alimentaires d'Origine
animale

M. BERTAGNOLI Stéphane, Pathologie infectieuse

Mme CHASTANT-MAILLARD Sylvie, Pathologie de la Reproduction

M. DUCOS DE LAHITTE Jacques, Parasitologie et Maladies parasitaires



Mme GAYRARD-TROY Véronique, Physiologie de la Reproduction, Endocrinologie
GUERRE Philippe, Pharmacie et Toxicologie

me HAGEN-PICARD Nicole, Pathologie de la Reproduction

JACQUIET Philippe, Parasitologie et Maladies Parasitaires

LIGNEREUX Yves, Anatomie

MEYER Gilles, Pathologie des ruminants

PICAVET Dominique, Pathologie infectieuse

SANS Pierre, Productions animales

Mme TRUMEL Catherine, Pathologie médicale des Equidés et Carnivores

SXX<EgK

PROFESSEURS CERTIFIES DE L'ENSEIGNEMENT AGRICOLE

Mme MICHAUD Francoise, Professeur d'Anglais
M SEVERAC Benoit, Professeur d'Anglais

MAITRES DE CONFERENCES HORS CLASSE

M. BAILLY Jean-Denis, Hygiene et Industrie des Denrées alimentaires d'Origine
animale

M. BERGONIER Dominique, Pathologie de la Reproduction

Mlle BOULLIER Séverine, Immunologie générale et médicale

Mme BOURGES-ABELLA Nathalie, Histologie, Anatomie pathologique

M. BRUGERE Hubert, Hygiene et Industrie des Denrées alimentaires d'Origine
animale

Mlle DIQUELOU Armelle, Pathologie médicale des Equidés et des Carnivores

M. JOUGLAR Jean-Yves, Pathologie médicale du Bétail et des Animaux de Basse-cour
Mme LETRON-RAYMOND Isabelle, Anatomie pathologique

M. LYAZRHI Faouzi, Statistiques biologiques et Mathématiques

M. MATHON Didier, Pathologie chirurgicale

Mme PRIYMENKO Nathalie, Alimentation

MAITRES DE CONFERENCES (classe normale)

M.  ASIMUS Erik, Pathologie chirurgicale

Mme BENNIS-BRET Lydie, Physique et Chimie biologiques et médicales

Mlle BIBBAL Delphine, Hygi¢ne et Industrie des Denrées alimentaires d'Origine animale
Mme BOUCLAINVILLE-CAMUS Christelle, Biologie cellulaire et moléculaire
Mlle CADIERGUES Marie-Christine, Dermatologie

M. CONCHOU Fabrice, Imagerie médicale

M. CORBIERE Fabien, Pathologie des ruminants

M. CUEVAS RAMOS Gabriel, Chirurgie Equine

Mme DANIELS Hélene, Microbiologie-Pathologie infectieuse

M. DOSSIN Olivier, Pathologie médicale des Equidés et des Carnivores

Mlle FERRAN Aude, Physiologie

M. GUERIN Jean-Luc, Elevage et Santé avicoles et cunicoles

M. JAEG Jean-Philippe, Pharmacie et Toxicologie

Mlle LACROUX Caroline, Anatomie Pathologique des animaux de rente



Mlle LAVOUE Rachel, Médecine Interne

M. LIENARD Emmanuel, Parasitologie et maladies parasitaires

M. MAILLARD Renaud, Pathologie des Ruminants

Mme MEYNAUD-COLLARD Patricia, Pathologie Chirurgicale

M. MOGICATO Giovanni, Anatomie, Imagerie médicale

M. NOUVEL Laurent, Pathologie de la reproduction

Mlle PALIERNE Sophie, Chirurgie des animaux de compagnie

Mlle PAUL Mathilde, Epidémiologie, gestion de la santé des élevages avicoles et porcins
Mme PRADIER Sophie, Médecine interne des équidés

M. RABOISSON Didier, Productions animales (ruminants)

Mme TROEGELER-MEYNADIER Annabelle, Alimentation

M. VOLMER Romain, Microbiologie et Infectiologie (disponibilité a cpt du 01/09/10)
M. VERWAERDE Patrick, Anesthésie, Réanimation

Mme WARET-SZKUTA Agnes, Production et pathologie porcine

MAITRES DE CONFERENCES ET AGENTS CONTRACTUELS

M. BOURRET Vincent, Microbiologie et infectiologie
Mme FERNANDEZ Laura, Pathologie de la reproduction

ASSISTANTS D'ENSEIGNEMENT ET DE RECHERCHE CONTRACTUELS

Mlle DEVIERS Alexandra, Anatomie-Imagerie
M. DOUET Jean-Yves, Ophtalmologie






Remerciements

A notre président de jury,

Madame la Professeure Monique COURTADE-SAIDI,
Professeure des Universités,

Praticien hospitalier,

Service d’Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie,

Qui nous a fait I’honneur d’accepter la présidence de notre jury de thése,

A notre jury de thése,

A Madame la Professeure Catherine Trumel,
Professeure a I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse,

Biologie Médicale Animale et Comparée,

A Madame la Professeure Nathalie Bouges-Abella,
Maitre de conférences a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse,

Histologie, Anatomie pathologique,






Hokokosk

Je tiens a remercier le Professeur Jean-Pierre Braun sans qui ce travail n’aurait jamais vu le
jour... Merci de m’avoir fait confiance et de m’avoir soutenue et encadrée tout au long de ce

travail.

Merci aussi au Docteur Rachel Lavoué pour m’avoir « mis en selle » sur ce projet.
proj

okokosk

A mes parents, qui m’ont toujours soutenue dans mes choix (bons et mauvais). Merci de

m’avoir permis d’étre ce que je suis aujourd’hui. Je vous aime fort.

A mes sceurettes Lysiane et Marielle, plus petites en 4ge (mais pas en taille JE SAIS). Je
tenais a vous dire merci, de nous avoir supporté toutes ces années moi et mes lubies. Sachez

que vous me manquez et que je serai toujours la pour vous. Les triplettes de Servanches !

A ma grand-meére Madeleine. Voila 26 ans que nous partageons notre gateau d’anniversaire

et j’espere que cela continuera encore bien longtemps !

A mon grand-pére maternel Jean, aussi gai et fringant qu’a 1’Age de 20 ans (c’est ce qu’il se

dit). Merci d’étre la aujourd’hui.

A la mémoire de mes grands-parents Henriette et Jean, sans qui je ne serais pas la

aujourd’hui.

A mes oncles et tantes maternelles, Dominique et Sylvie, Jean-Paul et Marivonne, Didier et
Isabelle, Nicole et Bruno, Christian et Marie-Joe et a leur progéniture de cousins et cousines,

que je revoie avec plaisir méme si celui-ci se fait trop rare..

Hokokosk

A Martine et Francois, pour tout ce que vous avez pu faire pour moi, pour nous. Merci pour
votre écoute... J’espere que vous viendrez nous rendre visite ou que I’on atterrisse avec

Alexis...



A mes amis, pour lesquels j’ai eu si peu de temps cette année: Katy I’irréductible,
Amandine, Charles (et Alix bien sir), Franck et Paul, Audrey, Isabelle, Auréline,
Tiffany, Alexandre (ouais et méme que t’es invité au restaurant), Soléne, Anne-Lise,
Francois, Philippe et tous les autres... Difficile de résumer ces années passées aupres de
vous en quelques lignes. Et puisque je n’y arriverai probablement pas (pas sans verser
quelques larmes), ce que je vous propose c’est d’en discuter autour d’un verre ! Puissions-

nous ne pas nous perdre de vue maintenant qu’on est tous et toutes grands et DOCTEURS !

A Elodie, mon petit coup de cceur de 2013, avec qui j’ai partagé plus que des nuits de garde a
Clamart. Tu es une perle (et il n’y a bien que toi qui ne le saches pas). Je te souhaite tout le

bonheur possible et imaginable...

A Delphine et 2 nos délires qui ont permis de rendre plus douce la prépa méme si ta lubie de

me mettre les doigts dans les prises pouvait étre (un peu) génante parfois © !

A Charlotte et a tous nos fous rires 4 1'Internat ou & poney ! Et a toute la troupe de

Barbezieux : Amandine, Lucie, Adeline, Emeline, Leila, Flopi et compagnie !
A Julia, ma groloc’ féminine, merci d’étre 12, pour tout et pour rien, tout simplement.

A Maxime, mon groloc’ co-boulet. Merci de m’avoir montré que oui, il existe sur Terre

quelqu’un d’aussi téte-en-1"air que moi !

A Baptiste, mon groloc’ co-labo, cette grosse blaaaaaatte, ta zénitude laborantine me

manquera.

A Maud ma co-labo co-potineuse, la douce ! Je suis ravie d’avoir passé cette année aupres de

toi.

Au labo et a ses occupants : Laectitia, Cathy, Fanny, Nanou, Florence, Claude et Claire.

Merci pour cette année au labo et continuez de choyer les petits comme il se doit !

A Edouard, qui m’a permis de voir I’ Alforie comme je ne ’avais jamais vue et de découvrir

les after andouillettes et j’en passe.



A tous les Alforiens qui m’ont permis de passer une année hors du commun, entre CHUVA
et Grisby : Magalie et sa morue de chienne, Elisabeth, Hélene, Sophie, Dambrine, Charlotte,
M-C, Edouard, Fabing, Martin, La Boob’s team : Sophie, Clémence et Julie mais aussi Julien
(et sa TOB), Caroline... et toutes celles et ceux que je ne cite pas mais que je n’oublie pas

pour autant.

A toute la « bande » : Mathieu, Clément, Bastien et Céline mais aussi Xavier, Pauline,
Marion, Soai, Charlotte, Aude... Merci de m’avoir donné la chance d’€tre un peu plus que

«la copine de » (titre fort confortable néanmoins © ).

A mes Docs et 2 mes poulots. A Adéle ma co-thésarde dame-pipi. Pour les quelques

moments passés avec vous. Désolée de ne pas avoir été plus présente.

A toutes celles et ceux que je n’ai pas cités, mais que je n’oublie pas pour autant. Je suis
toujours aussi douée pour les remerciements (ironie)... Mais merci a tous ceux qui ont croisé

ma route et m’ont permis de me construire.

Et pour finir : & Kiss et Cosette, les deux inséparables qui savent si bien pimenter notre
quotidien (un peu trop souvent a mon goiit), mais quand on est mignon, on peut tout se

permettre.



A Alexis,

Qui partage mes joies, mes peines (et surtout me supporte) depuis maintenant plus de 4 ans.
Pour ton amour, ta patience, le réconfort et le soutien que tu as su m’apporter a chaque instant
(mais aprés le café du matin quand méme ©). A tous les merveilleux moments passés
ensemble et aux nombreux autres qui nous attendent.

Parce que c’est toi, tout simplement... toi avec qui j’espere passer le reste de ma vie.

Je t’aime.



TABLE DES MATIERES

LISTE DES ABREVIATIONS 16
LISTE DES FIGURES 17
LISTE DES TABLEAUX 19
INTRODUCTION 21
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 22
1. Mesure de I’excrétion protéique urinaire : collecte sur 24 heures et RPCU ............. 22
1.1. La collecte sur 24 heures : la méthode de référence 22
1.1.1. Principe de la méthode de collecte des urines sur 24 heures..........ccocceeeeveeneeneeneenneenn 22
1.1.2. Limites de [a MEtKOAE . .....ccceiviiiiiiiiiiiieie ettt ettt et e e bee s ens 23
1.1.3. Stratégies pour s’affranchir des limites de la méthode de référence ..........cccccevueenueennnne 23

1.2. Le rapport protéines sur créatinine urinaires (RPCU) : une alternative .........cceeeeeveences 24
1.2.1. Introduction du RPCU .......cccooiiiiiiiiiiiiteeeeee ettt ettt ens 24
1.2.2. Validation du RPCU .......cooiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt st e s ens 26

2. Facteurs de variations pré-analytiques 27
2.1. Liés a’animal 27
2.1.1. Facteurs de variation phySiOlOZIQUES .......c.ceceeruieriiinieenieeiieeieeitereene et 27
2.1.2. Variabilité biologique journaliere du RPCU ..........ccccooiiiiiniiniiniiniiicieecececeeenne 31
213, Stress et Stat fEDIIIE. ... coiuiiiiiiiiiiiee e 33
214, MEAICAMENLS ...eueiuiieiieieetiete ettt ettt ettt ettt bbbt et e bt et e ebe e bt e bt eneeneenneenne 34
2.1.5. Hématurie et inflammation du tractus UriNAITe ..........oceevrueeerierneeenieenieesieeseeeieeeieeens 35

2.2. Liés ala technique 37
2.2.1. Méthode de PrélEVEmMENLt .........cceiiieriiiriiriiieiieieerieete ettt ettt et bbbt sre e e e e 37
2.2.2. Conservation des spécimens : température et délai d’analyse........ccccceeveeeeeveeneeneennennn 37

3. Facteurs de variations analytiques du RPCU 40
3.1. Les facteurs de variation analytiques non spécifiques 40
3.2. Technique de dosage des protéines urinaires 40
3.2.1. Principes des tEChNIQUES ........cooviiriiiiiiiiieiiecetcetc ettt 40
3.2.2. Caractéristiques METOLOZIQUES......eeruviertieritieeiieeriteeniieeeieeeteeeteeeteeestaeesseeesbeesbeesnaeeens 40



3.3. Techniques de dosage de la créatinine urinaire 46

3.3.1.  Principe des tEChNIQUES .....cocueiiiiriiriiiiiieieecete ettt et ettt ettt et e 46
3.3.2. Caractéristiques METOLOZIQUES......eeruuiereieritieeiieeiteerteeeieeeteeebeeeteeentaeesateesabeesbeesaeeens 46

3.4. Critéres métrologiques du RPCU 49
4. Criteres d’interprétation du RPCU 52
4.1. Place du RPCU dans le cadre de I’exploration et du suivi d’une protéinurie .........ccceeeee 52
4.2. Intérét clinique de I’évaluation quantitative de la protéinurie via le RPCU........cccec0euuuee 56
PARTIE EXPERIMENTALE 59
1. Matériel et méthodes 59
1.1. Schéma expérimental 59
1.2. Les animaux — Criteres d’inclusion et d’exclusion 60
1.3. Collecte et traitement des spécimens urinaires 60
14. Etapes pré-analytiques 61
1.4.1. Préparation des spécimens sur papier absorbant ...........cccceeveeviiniiniinieniinincnccen 61
1.42. Traitement et conservation des SPECIMENS .........eevvveerrueerrierereeenieenieerieeseeesteessieesnreeens 61

1.5. Etapes analytiques 62
1.5.1.  Analyses préliminaires des UINES ..........cccceeveeruieniienieeneenienieeneenieeneenreereereeseeeneeenaeenne 62
1.5.2. Technique de détermination de la créatinine et des protéines urinaires .............cc.cceeuee.. 63
1.5.3. Calibration de I’analyseur et Contrdle de qualité ...........ccccceeeeviiniinienienieneeeeneeeenne 63

1.6. Protocole expérimental 64
1.6.1.  EsSal PIEIIMINAITE «..eovviiiieiiiiiiiiieieeieeeeie ettt ettt ettt ettt et b bt e st e e e enaee e 64

1.6.2. Comparaison des valeurs de RPCU dans une population de chiens sains et de chiens

PIOEEIMUIIQUES ..vvvieniiieeiiieetieeteeetteeette e ettt e sibeestte e e bt e sabteebee e steesateeaateesabeesabeesaseeensaesseeesnseesaseesnsens 64
1.6.3. Simulation des conditions de prélevements d’un propriétaire a son domicile ................ 65
1.6.4. Répétabilité et reproductibilité ...........ccoveeviiiiiiiiiniinieeeeeeeeee e 65

1.7. Analyse des données 65

2. Résultats 66
2.1. Essai préliminaire 66
2.1.1. Nature et vOlumMe de SOIVANTS......ccceeriiiriiriiiiieiieieee ettt 66
2.1.2. Essai préliminaire de stabilit€ SUI 3 JOUIS ....cc.cociiriinirniriiiieeeeeeeeeieee e 67

2.2. Comparaison des valeurs de RPCU dans une population de chiens sains et de chiens

protéinuriques 69
2.3. Simulation des conditions de prélevements d’un propriétaire a son domicile ................ 74
2.4. Erreurs de classification des spécimens sur papier absorbant 79
2.5. Répétabilité et reproductibilité 83

14



3. Discussion 87

3.1. Validité du protocole expérimental 87
3.2. Imprécision de la méthode d’analyse sur papier absorbant 87
3.3. Méthodes alternatives a la mesure standard du RPCU 89
CONCLUSION 91
BIBLIOGRAPHIE 92

Annexe 1 : Imprécision du dosage des protéines urinaires par le rouge de pyrogallol (synthese

bibliographique) 101
Annexe n° 2 : Formulaire de consentement éclairé 103
Annexe 3 : Réactif rouge de pyrogallol (dosage des protéines urinaires) 104
Annexe 4 : Réactif Jaffé (dosage de la créatinine urinaire) 105
Annexe 5 : Liquichek Urine Chemistry Control niveaux 1 et 2 106

15



LISTE DES ABREVIATIONS

ANOVA : Analysis of Variance

ASS : acide sulfosalicylique

IECA : Inhibiteur de ’Enzyme de Conversion de 1’ Angiotensine I
IRIS : International Renal Interest Society

LABM : Laboratoire d’Analyses de Biologie Médicale

NAG : N-acétyl-B-D-glucosaminidase

RBP : Retinol Binding Protein

RPCU : rapport protéines sur créatinine urinaires

16



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de référence
(Liquide) et a partir de spécimens papiers analysés avec 2 solvants et 3 volumes
différents (Eau 0,5 mL ; Eau 1,0 mL ; Eau 1,5 mL ; NaCl 0,5 mL ; NaCL 1,0 mL ; NaCl
L5 ML) e 66

Figure 2 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de référence

(Liquide) et a partir de spécimens papiers analysés a J1,J2 et J3......ccccooviininiiinicnnnens 68

Figure 3 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de référence
(Liquide) et a partir des spécimens papiers analysés a JO,J1,J2,J3,J4 etJ5. ................ 69

Figure 4 : Evolution des RPCU obtenus 2 partir des spécimens papiers a différents moments
post-séchage (JO, J1, J2, J3, J4 et J5) comparés au RPCU obtenu par la méthode de

référence (Liquide) SUr 62 aniMaUX.. .....ccueerrureeriireeniiieenieeenieeesireesieeesiteesreessareessaeeesanne 70

Figures 5 a 10 : Régression de Passing-Bablok : Comparaison des RPCU mesurés par la

méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers, a différents moments

apres séchage (JO,J1,J2,J3,J4 €t J5). coeiinniiiii e, 72

Figures 11 a 16: Graphiques de Bland-Altman : Comparaison des RPCU mesurés par la

méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers, a différents moments

apres séchage (JO,J1,J2,J3,J4 €t J5) oo 73

Figure 17 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de
référence (Liquide) et a partir de spécimens papiers obtenus par trempage et analysés a

JO,J1, 02,03, J4 et IS, o 74

Figure 18 : Evolution des RPCU obtenus 2 partir des spécimens papiers obtenus par trempage
a différents moments post-séchage (JO, J1, J2, J3, J4 et J5) comparés aux valeurs
obtenues par la méthode de référence a partir des spécimens liquides (Liquide) sur 25

210 W00 01210 . G 75

Figures 19 a 24 : Régression de Passing-Bablok : Comparaison des RPCU mesurés par la

méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers apres trempage, a

différents moments apres séchage dJo, J1, 12, J3, J4 et



Figures 25 a 30 : Graphiques de Bland-Altman : Comparaison des RPCU mesurés par la

méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers apres trempage, a

différents moments apres séchage dJo, J1, 12, J3, J4 et

Figure 31 : Scatter plot représentant la distribution des n=9 valeurs de RPCU obtenues pour

chacun des 30 spécimens @ TO........oouiiiiii e 84

Figure 32 : Scatter plot représentant la distribution des valeurs de RPCU (n=9) obtenues pour

chacun des 30 spécimens a TO avec une restriction d’échelle (permettant de mieux se

représenter la variabilité intra-individuelle)...............ooiiiiiiiii 85
Figure 33 : Evolution du RPCU moyen (n=9) des 30 spécimens traités de JOa J5.............. 86

18



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Erreurs de classification autour du seuil RPCU =02 [71]..cccoevvvvviiiiiiiiiiiiiiennnn. 50
Tableau 2 : Erreurs de classification autour du seuil RPCU =0,5 [71].cccoovvvvvviiiiiiiiiiiieeennn. 50

Tableau 3 : Comparaison des résultats obtenus sur spécimens papiers a JO (immédiatement
apres séchage) pour les 2 solvants (eau distillée et NaCl 0,9%) et pour respectivement 3

volumes distincts (0,5 mL, 1,0 mL et 1,5 ML) ....ooooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e, 67

Tableau 4 : Comparaison des résultats obtenus sur spécimens papiers de JO a J5 a ceux
obtenus sur spécimens liquides par le calcul du coefficient de corrélation de Pearson et

I’étude d’agrément selon Passing-Bablok. ...........ccoceiiiiiiiiiiniiicceccec 71

Tableau 5 : Comparaison des résultats obtenus sur spécimens papiers par trempage de JO a J5
a ceux obtenus sur spécimens liquides par le calcul du coefficient de corrélation de

Pearson et 1’étude d’agrément selon Passing-Bablok. ..........ccccceviiriiiniiniincniicneee 76

Tableau 6 : Classification des spécimens a partir des RPCU obtenus par la méthode de
référence (Liquide) et sur spécimens papiers de JO a J5 dans la partie 2 du protocole

EXPETIMEINLAL ....eeiuiiiiiiiiiiiie ettt et e et e et e e s bt e s bteesabeeesabeeesabeesnseesanee 79

Tableau 7 : Classification des spécimens a partir du RPCU obtenu par la méthode de
référence (Liquide) et sur spécimen papier obtenus par trempage de JO a JS dans la partie

3 du protocole eXPErIMENTAl. .........cccuiiriiriiiiniiiiieie e 80

Tableau 8 : Erreurs de classification des spécimens papiers de JO a J5 par comparaison avec la
valeur de RPCU obtenue par la méthode de référence, dans 1’étude de comparaison dans

une population de chiens sains et protéinuriques (partie 2 du protocole). .........c.c.cc........ 81

Tableau 9 : Erreurs de classification des spécimens papiers obtenus par trempage de JO a J5
par comparaison avec la valeur de RPCU obtenue par la méthode de référence, dans
I’étude de simulation des conditions de prélevement d’un propriétaire a son domicile

(parti€ 3 du PrOTOCOIE). c...eirueirieeiiieie ettt sttt et e 82

Tableau 10 : Imprécision de la mesure RPCU de JO a J5 via le calcul du coefficient de

variation (CV) moyen, médian, minimum (mini) et maximum (Maxi). .......cccecveerrveennne 84

19



20



INTRODUCTION

La protéinurie est définie par la présence d’une quantité anormalement élevée de protéines
dans les urines. Sa mise en évidence, sa caractérisation et son suivi sont considérés comme
des étapes clés des démarches diagnostique et thérapeutique dans le cadre de maladie rénale
ou d’affections systémiques chez le chien pour lesquelles la protéinurie est reconnue comme

une complication fréquente.

La méthode de référence de quantification de la protéinurie est la mesure de 1’excrétion
protéique a partir d’une collecte d’urines sur 24 heures. Pour des raisons pratiques, elle est
peu utilisée en médecine vétérinaire ou 1’on préfere rapport protéines sur créatinine urinaire
(RPCU) sur un spécimen d’urines. La mesure et le suivi du RPCU nécessitent souvent une
consultation chez le vétérinaire puis un envoi a un laboratoire extérieur, ce qui peut Etre
compliqué d’un point de vue logistique et coliteux pour un éleveur canin. Il pourrait donc étre
intéressant, surtout pour les éleveurs de races a risques de néphropathies, de disposer d’une

méthode alternative de mesure du RPCU permettant un suivi aisé.

C’est en ce sens qu'une méthode alternative de mesure du RPCU a été pensée et développée a
partir d’urines prélevées puis déposées sur du papier absorbant. Le propriétaire peut ainsi, sur
le conseil de son vétérinaire, collecter lui-méme et envoyer directement au laboratoire sans

précaution particulicre.

L’objectif de cette these a été de réaliser une premiere évaluation de cette méthode de mesure
du RPCU sur papier absorbant en la comparant a la méthode habituelle dans des conditions
standardisées de préparation des spécimens papiers dans un premier temps, puis en se
rapprochant des conditions auxquelles un propriétaire pourrait étre confronté sur le terrain.
Apres un bref rappel sur le RPCU, le protocole expérimental utilisé et les résultats obtenus

seront rapportés. Ils seront ensuite discutés pour en envisager 1’exploitation pratique.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Mesure de I’excrétion protéique urinaire : collecte sur 24 heures et

RPCU

1.1. La collecte sur 24 heures : la méthode de référence

L’excrétion protéique urinaire étant variable selon la concentration/dilution des urines au
cours de la journée, il est préférable de se référer a I’excrétion totale de protéines pendant 24
heures.

La mesure de cette excrétion, réalisée sur une collecte d’urines pendant 24 heures, est
reconnue comme la méthode « standard » la plus fiable pour quantifier la protéinurie [1,2].
Elle présente des avantages indéniables pour [’interprétation puisqu’elle minimise la
variabilité des résultats obtenus, comparée a 1’analyse d’un prélevement ponctuel ou sur des
périodes de collecte plus courtes. De plus, des données supplémentaires comme la clairance
de la créatinine endogene peuvent Etre obtenues si la créatininémie est mesurée

simultanément [1].

1.1.1. Principe de la méthode de collecte des urines sur 24 heures

Le principe de cette méthode est décrit ci-dessous [3] :

- Au début de la collecte, la vessie de I’animal est vidée par cystocentese ou sondage
voire par miction spontanée, avec un controle échographique de la vacuité vésicale.

- L’animal est ensuite placé dans une cage a métabolisme pendant 24 heures permettant
la récolte de la totalité de 1’urine émise par I’animal sur cette période.

- Au bout de 24 heures, la vessie est a nouveau vidée et 1’urine recueillie est ajoutée a
I’urine récupérée grace a la cage a métabolisme pendant les heures précédentes.

La totalit¢ du volume d’urine prélevé sur 24 heures est donc mesurée, homogénéisée et
divisée en aliquotes sur lesquelles sont réalisées les analyses. La quantité totale de protéines
urinaires éliminées en 24 heures est ainsi obtenue en multipliant le volume urinaire produit

sur 24 heures par la concentration en protéines de 1’aliquote analysée.
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1.1.2. Limites de la méthode

Toutefois, cette méthode présente des inconvénients en termes de réalisation mais aussi
d’interprétation des valeurs obtenues.

En effet, la procédure de détermination de la clairance urinaire d’un analyte via une cage a
métabolisme présente plusieurs points critiques, notamment le rincage de la cage censé
optimiser la quantité de substance récupérée (ce qui est couramment fait pour les études
médicamenteuses). En effet, une étude a démontré qu’un rincage mal réalis€ peut sous-
estimer jusqu’a 45% la clairance urinaire de la créatinine chez un chien sain (a un dosage de
40 mg/kg). De plus, lorsque la cage est rincée ou non, la quantité de créatinine retrouvée dans
les urines est augmentée de 23% (p < 0,05), 8% (p < 0,05) et 17% (p = 0,05) a 40, 80 et 160
mg/kg respectivement [4].

En outre, le stress généré par 1’hospitalisation de 24 heures sans sortie possible, I’aspect
chronophage et le colit de mise en ceuvre de cette méthode (achat de la cage a métabolisme, le
personnel) sont autant d’arguments qui font que cette méthode est relativement inaccessible

en pratique courante.

De plus, les valeurs physiologiques chez le chien de ’excrétion protéique urinaire sur 24
heures sont tres variables selon les méthodes analytiques employées et les études :

- Estimée avec la méthode au bleu de Coomassie a 7,0 (+ 4,9) mg/kg/24h [5], 7,6 (=
5,47) mg/kg/24h [6], 2,3 (= 1,0) mg/kg/24h [7], 48 (x 68,4) mg/kg/24h chez des chiens agés
de 6 2 9 ans et 6 (= 1,9) mg/kg/24h chez des chiens agés d’environ 2 mois [8], 5 (= 2,2)
mg/kg/24h [9].

- Estimée avec la méthode au rouge Ponceau a 3.8 (x 4,1) mg/kg/24h [5], 6,6
mg/kg/24h [10], 4,8 mg/kg/24h [11].

Finalement, chez le chien sain, on considere que la concentration en protéines urinaires est

voisine de 0,1 g/L et que la quantité totale éliminée est inférieure a 20 mg/kg/j [12].

1.1.3. Stratégies pour s’affranchir des limites de la méthode de référence

Cette méthode n’étant pas concretement réalisable en routine, certains auteurs ont suggéré
des périodes de collecte des urines plus courtes. Le résultat de la concentration en protéines
urinaires mesurée sur ce spécimen, une fois multiplié par le débit urinaire (en mL/min)

permet d’obtenir un résultat d’excrétion protéique dans les urines exprimé en mg/min qu’il
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suffit de traduire ensuite sur 24 heures. Une étude d’Epstein et al. [13], a ainsi trouvé une
excrétion protéique d’environ 38,4 mg/kg/24h (sur 26 chiens de gabarit moyen au repos).
Cependant, cette étude a aussi démontré une grande variation de ces valeurs selon 1’activité
de I’animal (repos ou exercice). Une durée de collecte plus courte a aussi été évoquée en
biologie humaine, mais les variations de I’excrétion protéique quotidienne chez 1’homme

allant de 100 a 500%, cette proposition n’a pas €té retenue [14].

Ainsi, face aux difficultés pratiques de mise en ceuvre de la quantification de la protéinurie
sur 24 heures et de la variabilité de ’excrétion protéique au cours de la journée, d’autres
méthodes ont été développées avec pour objectif de s’affranchir de la concentration/dilution

de I'urine afin d’avoir une estimation fiable de la protéinurie totale sur 24 heures.

1.2. Le rapport protéines sur créatinine urinaires (RPCU) : une alternative

1.2.1. Introduction du RPCU

En pratique, les variations de concentration/dilution de 1’urine sont telles que pour interpréter
la concentration en protéines urinaires, la concentration mesurée sur une urine ponctuelle doit

étre corrigée.

L’osmolarité est considérée comme le critere de référence de la concentration/dilution de
I’urine [15]. Elle représente la concentration en particules ayant une activité osmotique par
volume de solution et s’exprime en milliosmole par litre (mOsm/L) [15]. Cette valeur ne
dépend que du nombre de ces particules en solutions, sans étre influencée par la taille, la
forme, la masse moléculaire ou la charge de celles-ci [15]. Cependant, elle n’est pas mesurée
en routine. Notons qu’en biologie médicale, les termes osmolarité et osmolalité peuvent Etre
utilisés indifféremment car leurs valeurs sont pratiquement égales dans 1’urine et le plasma

(ces derni¢res différent de moins de 1% [16]).

D’autres facteurs de correction de la concentration/dilution des urines ont alors été
envisagés :

1/ La densité urinaire :

Elle est essentielle sur le plan analytique pour interpréter la concentration urinaire en

protéines car elle rend compte de I’aptitude du rein a concentrer ou a diluer 1’urine. De plus,

24



elle présente de nombreux avantages analytiques, mais aussi en terme de praticité qui font
d’elle un excellent candidat en tant que facteur de correction de la concentration/dilution de
I'urine. En effet, la mesure de la densité urinaire est simple, accessible, peu onéreuse et
surtout elle permet une bonne estimation de la concentration urinaire. Plusieurs études ont
montré une étroite corrélation entre la densité urinaire mesurée par réfractométrie et

I’osmolarité avec une valeur de r égale a 0,99 [17] ou encore a 0,92 [18].

2/ La concentration en créatinine urinaire :

Malgré tout, c’est la concentration en créatinine urinaire qui est utilisée comme facteur de
correction de la concentration/dilution de 1’urine. En effet, on estime que 1’élimination de la
créatinine par le rein est a peu prés constante en raison de la stabilité de sa concentration
plasmatique, et donc que la créatininurie est une fonction inverse de la concentration urinaire.
C’est pourquoi la concentration urinaire en protéines rapportée a la concentration urinaire en
créatinine, définissant ainsi le ratio U-Protéines/U-Créatinine, autrement dit le RPCU, permet
d’avoir une estimation relativement fiable de la protéinurie [19]. Ce principe est utilisé pour

bien d’autres analytes, via le ratio U-Analyte/U-Créatinine [19].

@ Origine de la créatinine urinaire :

L’apport alimentaire de la créatinine est trés faible chez le chien. En effet, dans I’alimentation
industrielle animale les concentrations en créatine sont faibles, de 1’ordre de 0,5 a 2,0 wmol/g
[20]. La créatinine résulte principalement de la dégradation de la créatine et de la créatine
phosphate musculaires, via une réaction qui est spontanée, irréversible, non-enzymatique,
réalisée au sein des myocytes. La conversion de la créatine en créatinine est constante chez
I’individu sain et consomme quotidiennement environ 2% de la créatine totale de 1’organisme
d’apres une estimation de biologie humaine. La créatinine libérée par le muscle est ensuite
équitablement répartie entre le plasma et les cellules circulantes en tenant compte de leur
contenu respectif en eau. Elle est également présente dans la salive, la bile, le liquide
céphalo-rachidien... La créatinine, petite molécule non liée aux protéines, est un déchet

éliminé par les reins.
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o) Elimination urinaire de la créatinine :

La quantité de créatinine excrétée dans 1’urine est supposée constante dans le temps pour un

individu donné pour trois raisons majeures :

1/ Elle est librement filtrée par le glomérule. Par conséquent, sa concentration dans le filtrat
glomérulaire est égale a sa concentration plasmatique [1].

2/ Chez le chien, les tubules proximaux sécretent de la créatinine activement mais en quantité
considérée comme négligeable [21-23], non réabsorbée par le tubule rénal.

3/ La synthese de créatinine ne dépend que de la masse musculaire [6,24]. Une équation a été
proposée pour en tenir compte, mais n’a pas été validée : limite supérieure de P-Créatinine

chez le chien (en umol/L) = 55 + (1,2 x poids (en kg)) [25].

C’est pourquoi ’apport de créatinine au plasma est constant donc que la créatininémie est
approximativement stable, excepté en phase post-prandiale [4,26] (cf § 2.1.14.). Par
conséquent, la quantit¢ éliminée par voie urinaire serait pratiquement constante dans le

temps. Ceci est cependant discutable [24].

Ainsi, les habitudes des biologistes et vétérinaires les portent a utiliser la créatinine urinaire
en routine comme facteur de correction de la concentration/dilution de I'urine, bien que la
mesure de la créatininurie ne soit pas évidente en routine [27] et que I’excrétion urinaire en
créatinine sur 24 heures fasse 1’objet de variations aussi bien chez ’homme [28] que chez le
chien [29] en fonction des techniques de mesure, de la masse musculaire, de I’exercice

physique... alors susceptibles d’affecter le rapport protéines urinaires sur créatinine urinaire.

1.2.2. Validation du RPCU

L’utilisation du RPCU est largement répandue puisqu’il a été établi qu’une mesure du RPCU
a partir d’un spécimen prélevé au hasard sur la journée est bien corrélée a la production
protéique urinaire journaliere chez le chien [6,11,19,30]. Dans la plupart de ces études, le

coefficient de corrélation a été supérieur a 0,95 [6,11,19].

A partir de ces études, il a d’abord été décidé qu’un RPCU chez le chien inférieur a 0,5 est

«normal » ; un RPCU compris entre 0,5 et 1 est considéré comme douteux et un RPCU
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supérieur a 1 est anormal [12]. Depuis, ces valeurs ont été revues par 1’International Renal
Interest Society [31], considérant qu’un chien est :

- Non protéinurique si la valeur de son RPCU est strictement inférieure a 0,2.

- Douteux pour toute valeur de RPCU comprise entre 0,2 et 0,5.

- Protéinurique si la valeur de son RPCU est supérieure ou égale a 0,5.

2. Facteurs de variations pré-analytiques

La fiabilité du RPCU est fondée sur le postulat que ce test est précis et non influencé par des
facteurs pré-analytiques liés a I’animal (comme 1’4ge, le sexe ou encore le stress) ou liés a la
technique (comme le mode de prélevement) ou encore par des facteurs analytiques. En effet,
cette analyse étant fréquemment envoyée dans un laboratoire extérieur, le RPCU est supposé
stable au cours du temps et aux différentes températures auxquelles le spécimen pourrait €tre

confronté lors de cet envoi.
2.1. Liés a I’animal
2.1.1. Facteurs de variation physiologiques

2.1.1.1. Le sexe

Plusieurs études rapportent que chez le chien, il n’existe pas de différence significative de la
concentration en protéines urinaires en fonction du sexe, si le prélevement est effectué par
sondage ou cystocentese. Cependant, I’excrétion protéique urinaire est supérieure chez le
male si le prélevement est effectué par miction [5]. Certaines études rapportent que
I’excrétion protéique urinaire et la créatininurie « normales » sont supérieures chez les males
que chez les femelles [2,7], ce qui pourrait donc influencer les valeurs seuil du RPCU

définissant les gammes de protéinuries considérées comme physiologiques ou non.

On peut aussi distinguer males entiers et males castrés en ce qui concerne la protéinurie. En
effet, il a été démontré chez I’homme que la contamination par le sperme interfere avec la
mesure de la protéinurie, évaluée de maniere semi-quantitative par bandelette urinaire [32].
Un rapport sexuel induit une protéinurie a la lecture de bandelette urinaire chez 1’homme

(mais pas chez la femme), c’est pourquoi il est généralement conseillé d’éviter d’avoir un
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rapport sexuel dans les 12 heures précédant une analyse d’urine. De plus, il est admis que ce
sont les urines prélevées en tout début de miction, au réveil, qui présentent les concentrations
protéiques modifi€es, chez des hommes ayant eu un rapport sexuel la veille au soir [33].

Une unique étude chez le chien s’est attachée a évaluer I'influence de la contamination des
urines par le sperme sur la mesure de la protéinurie [34]. D’apres les résultats de cette étude,
la plage « protéines » des bandelettes urinaires est positivée en présence de sperme ou de
liquide séminal (dénué de spermatozoides) ainsi que la plage « sang », et cela en 1’absence

d’hématurie microscopique.

Plusieurs hypotheéses ont été avancées pour expliquer la positivité de la plage protéines,
notamment une alcalinisation du pH des urines, classiquement responsable de faux-positifs
chez le chien. Mais le pH tend plutdt a s’acidifier dans notre cas. De plus, aucun lien évident
n’a été mis en évidence entre protéinurie et la présence de spermatozoides dans les urines
puisque le liquide séminal positive aussi la plage protéines de la bandelette. C’est pourquoi,
en |’absence de méthode discriminative permettant de mettre en évidence une contamination
par du liquide séminal, il est difficile d’interpréter une 1égere protéinurie chez un chien male
entier asymptomatique. Notons que certains médicaments peuvent jouer sur la présence de
spermatozoides dans les urines en modulant une éjaculation rétrograde (ou rétro-éjaculation),

soit en la favorisant (xylazine) [35], soit en la prévenant (phénylpropanolamine) [36].

Une autre modification de la bandelette urinaire est rapportée : la plage « sang » est positivée
par une contamination par du sperme et/ou du liquide séminal en I’absence d’hématurie
microscopique. Bien que cela n’ait pas été démontré chez le chien, on peut raisonnablement
supposer que cela est 1ié a la présence d’une enzyme peroxydase prostatique (parallele avec la
catalase peroxydase mise en €vidence dans le liquide séminal du cheval [37] et la glutathion
peroxydase chez I’homme [38]) et du cytochrome B (contenu dans les spermatozoides et
présentant un groupe heme) [39].

Cette découverte est confortée par la présence d’une protéine d’origine prostatique,
spécifique au chien male entier, identifiée fortuitement par électrophorése au cours d’une
étude portant entre autres sur la caractérisation quantitative et qualitative de la protéinurie
induite par une administration d’hydrocortisone chez des chiens males et femelles non
stérilisés. Il pourrait s’agir de 1’arginine estérase, une protéine sécrétée par la prostate,

retrouvée dans 1’urine vésicale suite a un reflux a partir de 1’uretre proximal [40].
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2.1.12. Lage

Pour certains auteurs, 1’4ge ne serait pas un facteur de variation significatif. Cependant, chez
le chiot de 2 mois, il semblerait que I’excrétion protéique urinaire quotidienne soit inférieure
a I’excrétion protéique en 24 heures d’un adulte. Cependant, la variation inter-individuelle est
moins importante chez le chiot (24%) que chez I’adulte (35%) [8]. Une étude portant sur des
chiots de 9 a 27 semaines a montré une baisse progressive de la clairance de la créatinine et
de la protéinurie avec 1’age, les plus fortes valeurs étant observées a 1’age moyen de 9

semaines [9].

2.1.1.3. Le poids

L’existence d’une corrélation entre la concentration protéique urinaire et la masse corporelle
n’est pas admise par tous les auteurs. Pour certains, la protéinurie et la créatininurie varient
de facon linéaire en fonction du poids de I’animal. L’effet de ce facteur de variation devrait

donc s’annuler lors de la mesure du RPCU [3,7].

Quelques auteurs ont étudié I’'impact de 1’obésité sur la protéinurie chez le chien, les patients
humains étant a plus a risques de développer une protéinurie ou une maladie rénale chronique
(indépendamment de la présence concomitante d’un diabéte sucré ou d’une hypertension
chez ces patients-la). En effet, chez des chiens présentant une obésité induite
expérimentalement, a été observé le développement de 1ésions glomérulaires similaires a
celles rapportées chez des patients humaines atteints de glomérulopathies liées a 1’obésité
(dilatation de la capsule de Bowman, épaississement de la membrane basale et prolifération
de la matrice mésangiale) [41]. Une récente étude rétrospective a évalué I’effet de la perte de
poids sur des biomarqueurs de la fonction rénale de chiens obeses, notamment le RPCU [42].
Cette étude a identifié une diminution significative du RPCU apres la perte de poids (p =
0,032). Cependant, une autre étude n’a quant a elle pas mis en évidence de différence
significative du RPCU entre des chiens en bonne condition et des chiens en surpoids a obeses

[43].

2.1.14. Lerepas

Des modification de la concentration urinaire en créatinine chez le chien ont été rapportées
dans des conditions physiologiques : celle-ci augmente d’environ 20 a 25% apres la prise

alimentaire [24]. D’apres une étude plus ancienne chez le chien, la clairance urinaire de la
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créatinine augmente d’environ 40% 2 a 4 heures apres le repas [44]. Cela va dans le sens de
ce qui a été démontré pour la créatinine plasmatique. Celle-ci augmente les premicres heures
suivant I’ingestion d’un repas a base de viande (crue ou cuite) et reste élevée jusqu’a 12
heures apres le repas [45,46].

De plus, les variations inter-individuelles sont trés importantes, méme pour des urines
collectées sur 24 heures. La quantité totale de créatinine urinaire excrétée differe énormément
selon les études (de 170 a 425 umol/kg/j) et ces différences peuvent étre expliquées par la
composition de 1’aliment (avec une excrétion urinaire en créatinine majorée en cas de repas a

base de viande) mais aussi par I’imprécision de la méthode de dosage [26].

2.1.1.5. L’exercice physique

Il a ét¢ démontré que les hommes pratiquant une activité physique importante ont une
excrétion urinaire en créatinine supérieure a celle des personnes ne pratiquant pas d’activité
physique [47,48]. La protéinurie apres un effort physique a été rapportée des 1878, apres
I’examen d’urines de soldats apres une longue marche. Depuis, les publications a ce sujet se
sont multipliées chez I’homme. Il s’agit d’'un phénomene transitoire de plusieurs heures,
autrement appelée la « pseudo-néphrite athlétique », qui n’est ni pathologique ni associé a des

effets néfastes sur les reins.

La protéinurie liée a 1’exercice pourrait évoquer celle consécutive a 1’administration de
catécholamines. Elle est attribuée a une diminution du débit de filtration glomérulaire lors
d’un exercice physique intense chez ’homme. En médecine humaine, plusieurs hypotheses

de mécanismes physiopathologiques ont été avancées pour expliquer cette observation :

- Une augmentation de la quantité de protéines filtrées et/ou une diminution de la
réabsorption tubulaire de ces protéines normalement filtrées [49]. Cependant,
I’excrétion de glucose et d’acides aminés n’étant pas modifiée apres I’exercice, cette

hypothese reste peu probable.

- Des modifications hémodynamiques rénales, impliquant une vasoconstriction rénale
par I’activation du systeme sympathique ont été¢ suggérées comme étant la principale
cause de protéinurie chez I’homme [49-51], hypothese confortée par 1’observation

d’une protéinurie consécutive a I’administration d’adrénaline.
p
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Chez le chien, le mécanisme responsable de la protéinurie liée a 1’exercice n’est pas encore
élucidé. Il a été prouvé que, contrairement a ’homme, le débit de filtration glomérulaire
restait constant lors d’un exercice physique intense [52]. Une simple augmentation de la
perméabilité glomérulaire sans altération pathologique de la barriere glomérulaire a
proprement parler a été envisagée comme mécanisme responsable de la protéinurie observée

post-exercice, celle-ci étant composée essentiellement d’albumine [13,49].

Néanmoins, une étude chez le chien n’a pas mis en évidence de variation du RPCU apres un
exercice physique, comparativement a des chiens au repos [6]. Et cette méme étude n’a pas
établi d’influence de 1’heure de collecte sur le RPCU. Une autre étude a démontré que 85 %
des chiens (22/36) ne présentaient pas de microalbuminurie apres un effort physique (léger et

modéré) [53].

Ainsi, une protéinurie mesurée via un RPCU sur des urines prélevées apres ’effort ne peut
étre attribuée avec certitude a 1’évolution d’une maladie rénale, sans pouvoir exclure pour
autant une véritable protéinurie rénale pathologique. Il est donc recommandé dans ce cas de

renouveler 1’analyse d’urine sur 1’animal au repos cette fois.

2.1.2. Variabilité biologique journaliere du RPCU

Les données manquent concernant la variabilité biologique du RPCU chez le chien.

Une étude en médecine humaine a démontré que le RPCU présente le moins de variabilité
journaliere s’il est mesuré sur un échantillon d’urine prélevé tot le matin plutdt qu’au coucher

[54]. Cependant, aucune étude de ce genre n’a été réalisée en médecine canine.

Une seule étude de Nabity et al. s’est attachée a estimer la variabilité biologique du RPCU
chez des chiens femelles hétérozygotes porteuses de la néphropathie liée au chromosome X,
et dont la protéinurie était significativement stable jour apres jour, semaine apres semaine et
mois apres mois [55]. Ainsi, les variations du RPCU ne pouvaient étre attribuées qu’a
I’unique variabilité biologique de cette variable ou a I’effet des traitements administrés. Or

les conséquences de ces derniers ont été relativement bien étudiés et sont connus [56,57].
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Ceci a permis d’en déduire le nombre de mesures répétées nécessaires afin d’obtenir une

estimation fiable du RPCU.

En médecine humaine, on considére que 5 spécimens en moyenne sont nécessaires pour
s’affranchir des variations biologiques du RPCU, sans préciser si ce nombre differe selon la

valeur de la densité urinaire [58].

Dans 1’étude précédente, pour un RPCU inférieur a 4, ’estimation donnée sur une analyse
unique d’un spécimen a un instant t est tres fiable [55]. Un suivi est malgré tout fortement
conseillé face a un RPCU proche des seuils décisionnels (0,2 et 0.,5).

Pour des valeurs de RPCU supérieures a 8, tout comme 1’étude de Gibb et al. [58],4 a 5
mesures seraient nécessaires pour obtenir une valeur fiable [55,58]. Mais cela parait difficile
a mettre en pratique car trop chronophage, coliteux en main d’oeuvre et financieérement pour
le propriétaire.

Pour des valeurs de RPCU comprises entre 4 et 8, répéter la mesure sur 2 a 3 échantillons
distincts permettrait d’améliorer largement la précision de 1’estimation, quitte a mélanger ces

échantillons (prélevés sur une période de 3 jours minimum) [55].

Plusieurs stratégies d’échantillonnage ont été envisagées pour s’affranchir de la variabilité du
RPCU. Nous avons déja évoqué une estimation du RPCU par la moyenne de mesures
répétées de spécimens du méme animal. En toute logique, on pourrait aussi procéder a une
analyse du mélange équivalent de ces spécimens. Une étude a ainsi comparé la valeur du
RPCU obtenue a partir de ces deux protocoles pour 3 spécimens d’urines du méme chien
[59]. Une importante corrélation (r = 0.9998, P < 0.0001) a été mise en évidence entre ces
deux méthodes d’échantillonnage. Cependant, la méthode d’analyse sur mélange n’a pas pu
étre validée pour des spécimens dont les valeurs de RPCU étaient supérieures a 8, par

manque d’échantillons.

Il s’est aussi avéré que le RPCU évalué sur mélange varie au plus de + 20% par rapport a la
moyenne des RPCU obtenus sur chacun des spécimens. Dans bien des situations cette
différence ne serait pas percue comme cliniquement pertinente. En effet, quand il s’agit par
exemple d’évaluer la réponse au traitement ou bien la progression de la maladie, on considere

qu’il faut une variation d’au moins 40% de la valeur basale de référence pour conclure a une
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modification significative de la protéinurie (et donc pertinente cliniquement) [31]. Cependant,
dans les cas de protéinuries douteuses (pour des valeurs de RPCU comprises entre 0,2 et 0,5),
une variation de 20% de la valeur du RPCU peut théoriquement devenir significative
cliniquement [31]. Le RPCU pourrait par exemple étre sous-estimé, sa valeur étant alors
comprise dans I’intervalle de référence physiologique et mener ainsi a des faux-négatifs et

des erreurs diagnostiques voire thérapeutiques.

Il faut aussi souligner que cette méthode d’échantillonnage ne peut s’appliquer qu’a des
animaux dont la protéinurie est chronique et stable et non pas a des animaux dont la
protéinurie est susceptible de changer de jour en jour. Dans ce dernier cas, utiliser cette
méthode impliquerait la perte d’informations primordiales pour le clinicien concernant

I’évolution de la maladie et son pronostic.

Ainsi, le RPCU mesuré a partir d’'un mélange équivalent de spécimens issus d’un méme
chien est une alternative de mesure fiable et plus intéressante d’un point de vue financier pour
le propriétaire, plutot que de répéter séparément 1’analyse a partir de plusieurs spécimens
distincts. Il faut aussi préciser que dans cette étude la durée moyenne de temps écoulé entre le
premier et le dernier prélevement d’urine €tait de 48 heures, et que chaque spécimen était

analysé dans les 48 heures suivant le prélevement et conservés a 4°C [59].

Enfin, quand les mesures de RPCU sont multipliées sur un méme animal, il est conseillé de
prendre des mesures visant a limiter au maximum les facteurs pouvant influencer la
variabilité du RPCU :

- Effectuer des prélevements au méme moment de la journée a jeun et pas apres un
effort physique.

- Avoir recours au méme mode de prélevement a chaque fois.

- Analyser systématiquement chaque spécimen immédiatement apres le prélevement.

- Envoyer I’analyse au méme laboratoire utilisant toujours la méme machine et le

méme protocole de mesure.

2.1.3. Stress et état fébrile

Un état de stress induit notamment une production de glucocorticoides par les surrénales. Il

est possible qu’en augmentant le débit de filtration glomérulaire, les glucocorticoides soient
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responsables d’une hyperfiltration glomérulaire pouvant induire une légere protéinurie qui ne
serait que transitoire, réversible, sans 1ésions associées a proprement parler. Cependant, cela
n’a pour le moment pas été démontré chez le chien.

De la méme fagon, on peut observer lors de fievre une protéinurie légere et transitoire,

secondaire a une vasodilatation glomérulaire, normalisée des que 1I’hyperthermie est jugulée.

2.1.4. Médicaments

2.14.1. Inhibiteurs de I’Enzyme de Conversion de I’Angiotensine

Chez les chiens souffrant d’insuffisance rénale chronique, les Inhibiteurs de ’Enzyme de
Conversion de I’Angiotensine I (IECA) permettent une diminution de la protéinurie
significative (RPCU diminué de 4,2 +/- 1,4 au sein du groupe atteint d’IRC apres 6 mois de
traitement alors qu’il était augmenté de 19 +/- 0,9 avec le placebo) associé a un
ralentissement de la progression de la maladie et une augmentation de la durée de vie [57].

Ainsi, il est admis que la gestion de la protéinurie chez les chiens et les chats souffrant de
maladie rénale chronique débute avec un régime dit « rénal » (limitant 1’apport protéique tout
en privilégiant des protéines de bonne qualité nutritionnelle, associé au besoin a un chélateur
de phosphates) et I’administration d’inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine
avec pour objectif de diminuer au moins de moiti€¢ le RPCU ou idéalement de le normaliser a

terme [60].

2.14.2. Corticoides

L’incidence de la protéinurie (quantifiée par 1’évaluation du RPCU) chez des chiens
présentant un syndrome de Cushing (hypercorticisme endogene) est de 44 a 75% selon les
études. Une albuminurie a été identifiée aussi bien chez I’homme que chez le chien ou des
rats a qui I'on administrait des glucocorticoides [61,62]. Un état d’hypercortisolémie
prolongé a plusieurs effets systémiques chez le chien: hypertension et protéinurie entre
autres [40,63,64]. Cependant, I’augmentation du RPCU chez la plupart des chiens recevant
des corticoides est légere comparée a celle rapportée chez les chiens souffrant

d’hypercorticisme [63].

Les corticoides induisent dans un premier temps une augmentation du débit de filtration
glomérulaire. Si la prise de corticoides est suffisamment longue, elle peut induire des lésions

rénales mises en évidence a I’histologie (prolifération de cellules mésangiales, adhésion des
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podocytes, épaississement de la capsule de Bowman...) pouvant expliquer la protéinurie

observée [64].

De plus, I’hypertension et les modifications hémodynamiques rénales liées a la
corticothérapie sont susceptibles de contribuer a la protéinurie observée [40,65]. En effet, une
corrélation positive a ét€ démontrée entre I’augmentation de la pression artérielle systémique
et la sévérité de la protéinurie chez des chiens souffrant d’un syndrome de Cushing iatrogeéne

induit par I’administration d’hydrocortisone [40,63].

Hypertension et protéinurie (RPCU strictement supérieur a 0,5) sont réversibles et restaurées

au bout de 1 mois apres 1’arrét du traitement chez des chiens sains [40].

2.1.5. Hématurie et inflammation du tractus urinaire

L’inflammation du tractus urinaire et 1’hématurie sont considérées comme des causes
classiques de protéinuries chez le chien. Le paragraphe qui suit s’appuie essentiellement sur

deux études [66,67].

Dans 1’étude de Bagley et al [66], l'inflammation et I’hématurie ont ét€é induites
expérimentalement sur 11 chiens Beagle sains (présentant un RPCU basal inférieur a 0,4) par
cystotomie. Les deux premiers jours post-opératoires, une augmentation significative du
RPCU par rapport aux valeurs pré-opératoires est notée (p < 0,05), avec des valeurs
comprises entre 0,1 et 1,9.

Dans cette méme étude, une cystite bactérienne a été induite expérimentalement sur 5 autres
chiens Beagle sains (souche d’Escherichia Coli) induisant une bactériurie, une leucocyturie et
une hématurie macroscopique. Chez ces chiens, les RPCU 3 a 4 jours apres I’induction
expérimentale de I’Infection du Tractus Urinaire (ITU) étaient significativement augmentés

(p <0,05), avec des valeurs comprises entre 1,5 et 40,8.

L’étude de Vaden S. et al. présente des résultats contradictoires [67]. En effet, 81% (57/70)
des spécimens d’urines canines avec leucocyturie présentaient des valeurs de RPCU
n’excédant pas la valeur de 0,4 donc comprises dans I’intervalle de référence physiologique.
Par ailleurs, il n’a pas été mise en évidence de corrélation entre le degré de leucocyturie et la

valeur du RPCU, ce qui concorde avec les résultats obtenus dans 1’étude de Bagley et al.
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Enfin, la présence concomitante de leucocyturie, hématurie et/ou bactériurie n’est pas
y

associée a des différences significatives du RPCU.

Ces deux études ont aussi étudié 1’effet de ’hématurie sur le RPCU via une contamination
sanguine iatrogene [66,67]. Pour ce faire, du sang total (dont I’hématocrite et la protidémie
ou albuminémie étaient connus) a été ajouté dans différentes proportions a un spécimen
d’urines canines.

L’étude de Bagley et al. a conclu qu’une hématurie macroscopique et/ou un nombre
d’hématies trop important pour permettre un comptage précis des hématies a 1’examen
cytologique du culot urinaire (soit > 250 hématies/champ au fort grossissement) étaient
associés a des valeurs de RPCU comprises entre 1,5 et 30,6 [66]. En routine, on attribue
souvent une protéinurie a I’hématurie quand celle-ci est soit microscopique (découverte a la
lecture du culot urinaire), soit diagnostiquée a la lecture de la plage « sang » de la bandelette
urinaire.

L’étude de Vaden et al a obtenu des résultats contradictoires [67]. En effet, les RPCU
mesurés n’excédaient pas 0,4 (valeur encore souvent considérée comme normale) quel que
soit le degré d’hématurie, méme dans le cas d’hématurie macroscopique et/ou plus de 250
hématies/champ a la lecture du culot urinaire. Finalement, d’apres cette étude, 1’hématurie
méme macroscopique ne devrait pas étre considérée dans le diagnostic différentiel de la

protéinurie.

Une étude rétrospective clinique a considéré les urines de 65 chiens. 65% des spécimens
(42/65) présentant des anomalies cytologiques a la lecture du culot urinaire (hématurie,
leucocyturie et/ou bactériurie) avaient un RPCU strictement inférieur a 1. De plus, seulement
35% des spécimens (23/65) associés a un RPCU supérieur a 1 présentaient des anomalies

microscopiques parmi celles précédemment citées [68].

Enfin, certains auteurs ont démontré 1’absence de différence significative entre 1’excrétion
) g

protéique urinaire sur 24 heures d’un chien sain présentant un sédiment urinaire actif et celle

d’un chien sain avec sédiment inactif [3].

Finalement, il convient de rester prudent avant de classer une protéinurie comme étant

d’origine rénale dans un contexte d’hématurie ou d’inflammation du tractus urinaire.
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2.2. Liés a la technique

2.2.1. Méthode de prélevement

En pratique, les urines peuvent étre récoltées par cystocentese, par miction spontanée ou par
sondage (cathétérisation de ['uretre). Le prélevement par miction spontanée présente
I’inconvénient majeur d’exposer le prélevement a une contamination par le bas appareil
urinaire, ’appareil génital et la peau. On peut donc potentiellement retrouver la présence de
débris cellulaires voire de bactéries et de cellules inflammatoires dans le spécimen récolté.
Malgré cela, 1’analyse physico-chimique de ces urines est couramment admise. Il semble
préférable dans ce cas de privilégier les urines de milieu de miction. Il est aussi préférable de
prélever les urines du matin, ce qui permet de s’affranchir d’une dilution occasionnée par une

consommation d’eau importante au cours de la journée [69].

De la méme facon, le sondage urétral présente l’inconvénient majeur de modifier la
composition urinaire a cause de microtraumatismes induits par le cathétérisme (d’ou la
présence de sang et de cellules a la cytologie urinaire), sans oublier que les 1ésions causées a
I’urothélium associées a un non-respect des régles strictes d’asepsie sont une cause fréquente
d’infections du tractus urinaire. Cependant, I’influence du sondage urétral sur le RPCU n’a

pas fait ’objet d’études et n’est donc pas €établi a notre connaissance.

En revanche, les prélevements par cystocentése permettent d’obtenir des urines parfaitement
stériles (a condition d’€tre associ€s a une tonte et une désinfection préalables de la région
abdominale en regard du site de ponction) mais sont fréquemment contaminés par du sang,
d’ou une hématurie microscopique artéfactuelle simplement liée a la méthode de prélevement
[69] qui pourrait néanmoins induire une augmentation (le plus souvent légere) de la valeur du

RPCU.

Paradoxalement, plusieurs études chez le chien sain ont montré que le RPCU n’est que peu

affecté par la méthode de collecte, méme dans le cas ou le sédiment est actif [5,70].

2.2.2. Conservation des spécimens : température et délai d’analyse

Une étude s’est attachée a mimer les conditions de la pratique quotidienne afin d’étudier

I’influence des conditions pré-analytiques associées [71]. En routine, les spécimens sont
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souvent envoyés dans un laboratoire extérieur et de ce fait analysés dans les 3 jours a une
semaine suivant la collecte, les spécimens étant conservés a température ambiante ou stockés
a 4°C. Cette étude s’est aussi penchée sur les conditions pré-analytiques des études
rétrospectives, les spécimens étant fréquemment analysés jusqu’a plusieurs mois apres le

prélevement, conservés généralement congelés (a -20°C).

Plusieurs résultats intéressants ont été tirés de cette étude [71] :

- Stockage a température ambiante (environ 20°C) :

Celui-ci induit une augmentation pré-analytique de la concentration en protéines urinaires et
donc du RPCU. Cependant, aucune différence significative n’a été constatée concernant la
concentration urinaire en protéines, en créatinine et le RPCU, pendant les 4 premieres heures
et jusqu’a 12h apres le prélevement. Néanmoins, des analyses a des intervalles de temps plus
courts et sur un plus grand nombre de spécimens permettraient de savoir si de plus petites
durées de stockage peuvent aussi €tre associées a des modifications significatives de ces

analytes.

- Stockage a 4°C (réfrigération) :

Dans ce cas, une augmentation du RPCU significative mais transitoire est notée apres 12
heures de stockage (potentiellement liée a un refroidissement trop lent). En parallele, la
concentration en créatinine urinaire ne varie de maniere significative qu’apres une semaine de

stockage, contrairement a la concentration en protéines urinaires qui est plus stable.

- Stockage a -20°C (congélation) :

La variabilit¢ pré-analytique est faible, bien que 1’on observe occasionnellement une
différence, parfois significative, mais celle-ci est davantage pénalisante d’un point de vue
statistique que biologique ou diagnostique. Les concentrations en créatinine et en protéines
urinaires et donc le RPCU sont tres peu affectés par les conditions pré-analytiques dans le cas

de la congélation a -20°C.

Par ailleurs, plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer cette augmentation de la

concentration urinaire en protéines a température ambiante :
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1/ Une dénaturation des protéines, ce qui en théorie aurait entrainé une diminution plutot
qu’une augmentation de la concentration en protéines dans le spécimen.

2/ Une déshydratation de 1’échantillon. Dans ce cas, une augmentation concomitante de la
concentration en créatinine aurait été observée, ce qui aurait minimisé les conséquences sur la
mesure finale du RPCU.

3/ Une bactériurie est une autre explication plausible a ce phénomene (malgré 1‘absence de
suspicion a I’examen cytologique du culot urinaire). L’augmentation de la concentration en
protéines urinaires pourrait s’expliquer par la présence de protéines bactériennes, bien
qu’aucune bactériologie urinaire n’ait été effectuée dans le cadre de cette étude et sachant que
seule une bactériurie décelable a la cytologie urinaire pourrait étre responsable d’une
augmentation significative du RPCU, ce qui rend finalement cette hypothese peu probable
[67].

4/ Le mode de prélevement, par une fuite de protéines des cellules épithéliales, souvent
présentes en plus grandes quantités dans les échantillons prélevés par miction spontanée (bien
que les spécimens aient été immédiatement centrifugés apres le prélevement). Cependant,

cette étude n’a montré aucune différence significative sur la base du mode de prélevement.

Etonnamment, les mémes différences significatives sont observées que le sédiment soit actif
ou non. Seule une étude qualitative de la protéinurie (par électrophorése ou Western Blot)
permettrait de comprendre quelles protéines sont responsables des modifications observées
lors du stockage. Mais cela n’a que peu d’intérét d’un point de vue pratique. Ce qu’il faut
retenir, c’est que cette augmentation du RPCU lors du stockage peut induire des erreurs
diagnostiques, précisément quand la valeur du RPCU est proche des seuils de décision de la

classification établie par I'IRIS [71].

Finalement, quelques recommandations simples peuvent étre retenues afin d’éviter des
augmentations du RPCU liées aux conditions de stockage. Les spécimens doivent idéalement
étre congelés ou conservés a +4°C et dans ce cas analysés dans les 3 jours suivant le
prélevement. Analyser le spécimen dans les 12 premieres heures apres son prélevement en le

conservant a température ambiante est aussi possible [71].
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3. Facteurs de variations analytiques du RPCU

3.1. Les facteurs de variation analytiques non spécifiques

Parmi les facteurs de variations analytiques non spécifiques du RPCU, on retrouve
classiquement la température ambiante du laboratoire, ainsi que les instruments, le lot de

réactif ainsi que le manipulateur.

Il existe aussi des facteurs de variabilité analytiques spécifiques. Il parait logique que la
variabilité analytique du rapport protéines urinaires sur créatinine urinaire soit conditionnée
par la variabilité analytique du dosage individuel des protéines urinaires et par celle du

dosage de la créatinine urinaire c’est pourquoi elles seront détaillées séparément.
3.2. Technique de dosage des protéines urinaires

3.2.1. Principes des techniques

Il n’existe pas de technique de référence pour le dosage des protéines urinaires [72]. Les
méthodes les plus utilisées en laboratoire sont les dosages colorimétriques dont le principe est
simple : apres liaison des protéines avec le colorant, le spectre d’absorption de ce dernier est
modifié et la différence d’absorption entre les deux spectres est proportionnelle a la
concentration en protéines. Plusieurs chromogenes ont été utilisés ; actuellement on utilise le
bleu de Coomassie et le rouge de pyrogallol. Cette derniere technique a été décrite par Fujita
en 1983 et adaptée aux protéines urinaires par Watanabe en 1986 [73]. Le rouge de pyrogallol
combiné avec le molybdate, forme un complexe qui absorbe a 460 nm. En milieu acide, la
fixation du colorant sur les groupements aminés des protéines déplace le pic d’absorption a

598 nm [73].
3.2.2. Caractéristiques métrologiques

3.2.2.1. Sélectivitée-Spécificité analytique

L’affinité du rouge de pyrogallol varie en fonction de la nature des protéines constitutives du
spécimen [72,74]. Il a été démontré sur des échantillons de liquide céphalo-rachidien (LCR)
chez le chien que le rouge de pyrogallol sous-estimait légerement mais de maniere

significative les globulines et 1’albumine purifiées de solutions de contrdle [75]. En effet,
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I’affinit¢ du rouge de pyrogallol y est 20% plus faible pour les globulines que pour
I’albumine, tout comme dans les échantillons humains [76]. C’est le cas pour de nombreux
tests de dépistage semi-quantitatifs utilisés en routine comme les bandelette urinaires, mais
aussi pour les dosages au bleu brillant de Coomassie pour lesquels 1’albumine est
généralement mieux détectée que les globulines [3,77]. D’autres auteurs rapportent que le
rouge de pyrogallol est environ 30% moins sensible pour les gamma-globulines que pour
I’albumine [74].

Tout ce qui a été dit précédemment implique que les résultats peuvent varier selon :

1/ Les proportions relatives des protéines éliminées.

2/ La nature des protéines utilisées pour la calibration de 1’analyse (cf. § 3.2.2.3.).

o Albumine et globulines :

Le pourcentage de récupération des protéines d’un mélange pur de protéines (albumine et
gamma-globulines, avec un rapport albumine/globulines variant de O a 10) est d’environ 79%
pour la technique au rouge de pyrogallol (et de 77% avec ajout de SDS) [78], ce pourcentage
étant défini par le ratio (exprimé en pourcentages) entre la concentration en protéines
observée et celle attendue, calculée par une méthode dite de référence [75-78] . En utilisant
26 sérums dilués prélevés sur des individus souffrant de myélome multiple (avec un rapport
albumine/globulines compris entre 0,39 et 2,35), le pourcentage de récupération des protéines
par la technique au rouge de pyrogallol était de 63% (et 83% avec ajout de SDS) [78].

Tous ces résultats sont en accord avec Watanabe qui a démontré que le pourcentage de
récupération des protéines avec la technique au rouge de pyrogallol était sous-évalué,
particulierement quand le rapport albumine/globulines est bas (d’environ 80% pour une

solution pure de gamma-globulines) [73].

o Cas des chaines légeres d’immunoglobulines :
Plusieurs auteurs rapportent un risque important de sous-estimation de la protéinurie par le
rouge de pyrogallol pour les échantillons urinaires contenant de grandes quantités de chaines

légeres monoclonales [72,74], ce qui est cohérent avec ce qui a été rapporté chez I’homme.

En effet, la protéinurie de Bence Jones (chaines légeres d’immunoglobuline retrouvées dans
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les urines dans le cas de myélome multiple ou de maladie de Waldenstrom) est sous-estimée

d’environ 30% par le rouge de pyrogallol [7,72].

Le Bricon et al. ont noté qu’il existait une trés grande variabilit¢ des pourcentages de
récupération des chaines 1égeres d’immunoglobulines selon les spécimens (45 a 69%) [72].
Certaines études rapportent que 1’ajout de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) améliore ces
résultats [72,74], sans toutefois faire completement disparaitre cet inconvénient puisque ces
mémes auteurs rapportaient la persistance d’une réactivité non satisfaisante du rouge de

pyrogallol vis a vis des chaines 1égeres, et ce malgré 1’addition de SDS [79].

o Etat des protéines :

Plusieurs études ont mis en évidence le fait que de nombreuses protéines excrétées par les
reins ne le sont pas intactes. En effet, les protéines de masse moléculaire élevée (comme
I’albumine) subissent une dégradation dont les produits sont ensuite excrétés dans les urines
[80]. Par exemple, chez le rat, environ 90% de 1’albumine excrétée 1’est sous forme dégradée,
et chez I’homme cette valeur serait encore plus élevée [81]. Dans certaines affections (comme
le diabete chez I’homme), cette proportion d’albumine dégradée dans les urines diminue
[82,83]. Celle-ci semble €tre associée a la sévérité et a la progression de la maladie [83].

La technique de dosage au rouge de pyrogallol est moins sensible aux fragments d’albumine
qu’a I’albumine intacte. En effet, elle détecte moins de 10% des protéines dégradées (la
concentration en protéines d’un mélange composé uniquement de fragments protéiques
digérés mesurée par la technique au rouge de pyrogallol donne une valeur égale a 0,07 g/L

contre une concentration de 0,72 g/L. avec la méthode du Biuret) [83].

o Substances médicamenteuses :

Les interférences médicamenteuses dans le cadre du dosage des protéines ont été tres
largement étudiées [56]. Cependant peu d’études ont évalué la réponse relative des
différentes méthodes de dosage des protéines a un méme médicament [84]. La
chlorpromazine [73,85], la néomycine [85] et la gentamicine [73,86] interferent avec la

méthode de dosage au rouge de pyrogallol. L’interférence des aminosides a ét€ montrée pour
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la tobramycine, la paromomycine, la kanamycine, la streptomycine et la

dihydrostreptomycine [87].

3.2.2.2. Imprécision

Plusieurs études ont déterminé les CV intra-essai et inter-essais du dosage des protéines au
rouge de pyrogallol [71,73-75,79]. Les valeurs obtenues dans ces différentes études sont
globalement acceptables, c’est-a-dire inférieures a 10% excepté pour un cas avec des urines

de contrdle a 0,136g/L de protéines [74] (Annexe 1).

En outre, la précision de cette méthode semble dépendre de 1’analyseur utilisé (d’apres le

fournisseur du réactif rouge de pyrogallol utilisé dans notre étude).

3.2.2.3. Inexactitude

Selon les fabricants, les solutions de calibration varient notablement : albumine humaine,
albumine bovine, urines (d’espece non précisée) plus ou moins modifiées (sans que la nature
des protéines ajoutées soit indiquée), dilutions de sérum...

Cela a deux conséquences principales :

1/ La comparaison inter-laboratoires n’est pas garantie a priori et un clinicien doit avoir
recours a un seul et méme laboratoire utilisant toujours la méme technique.

2/ Les valeurs des intervalles de référence et des seuils de décision donnés dans la littérature

doivent étre utilisées avec prudence.

L'exactitude de la technique dans les valeurs basses a été appréciée en dosant un standard a
0,2 g/l dilué au 1 : 2 avec du NaCl 0,9 %. La moyenne des 13 mesures réalisées était de 0,109
g/l pour une valeur théorique attendue de 0,100 g/, ce qui représente un écart de 9 % par

rapport a la valeur attendue, avec un CV de 2,7 % [79].

Par ailleurs, I’exactitude de la méthode au rouge de pyrogallol (avec ajout de SDS) a été
évaluée en comparaison a une méthode du Biuret modifiée a partir de 206 spécimens. Le
pourcentage de récupération des protéines était alors de 97,7% avec un coefficient de

corrélation entre les deux méthodes r = 0,951 [74].
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o Influence du calibrateur sur I’exactitude :

En utilisant un calibrateur spécifique pour protéines urinaires, la performance de la méthode
au rouge de pyrogallol est similaire a celle utilisant d’autres réactifs comme le bleu de
Coomassie [88]. Toutefois, les résultats peuvent étre améliorés en utilisant pour calibrateur
un mélange d’albumine et de globulines, comme cela est recommandé en médecine humaine
[76]. 1ls ne sont pourtant pas utilis€és en routine, probablement du fait de leur faible
disponibilité. La dilution d’un sérum humain ou animal pourrait aussi permettre d’obtenir de
bons résultats bien qu’introduisant un biais supplémentaire, les proportions relatives
d’albumine et de globulines étant variables selon I’espece et I’individu [75]. Ainsi, la

comparaison inter-laboratoires dépend notamment de 1’utilisation d’un méme calibrateur.
p

o Influence des réactifs sur 1’exactitude :

La composition trés hétérogene des nombreux réactifs présents sur le marché (pureté et
concentration du colorant, additifs de type SDS) est un réel probleme aussi bien en médecine
humaine que vétérinaire, associée a une variabilité importante de 1'exactitude des résultats
(avec les réactifs Beckman : + 45 % ; Dade : + 20 % ; Sigma : + 20 % ; Eurodiag : + 11 %
par rapport a la cible lors du Controle National de Qualité des laboratoires d’humaine en
1998) [89]. Par conséquent, pour un réactif donné les CV inter-laboratoires sont aussi tres
variables de 5,9 % (Dade) a 14,7 % (Biodirect) [89]. Outre la composition des réactifs, les
conditions d'étalonnage expliquent sans doute une partie de ces différences avec deux
calibrateurs utilisés en France : l'albumine (bovine ou humaine) et les mélanges

albumine/gamma-globulines [89].

o Controle National de Qualité (CNQ) :

Il faut savoir que la notion de contréle de qualit¢ pour les protéines urinaires (et plus
largement pour la chimie urinaire) est relativement récente en France et a fait I’objet de deux
revues générales publiées en 2000 [9091]. Le Controle National de Qualité externe
obligatoire (CNQ) organisé par I’AFSSAPS (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des
Produits de Santé) mis en place en 1978 n’a réalisé que peu d’enquétes pour les urines, ce qui
rend difficile 1’analyse des évolutions techniques. Plusieurs éléments d’un controle publié

sont néanmoins intéressants a souligner, les CV inter-laboratoires étant notamment supérieurs
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a 10 %. Les spécimens de contrdle étaient alors des préparations artificielles de protéines
humaines contenant 60 a 70 % d’albumine, le reste étant constitué de transferrine et

d’immunoglobulines.

3.224. Gamme analytique

o Limite de détection, limite de quantification et domaine de linéarité :

La limite de détection est la plus petite quantité d’analyte dont on puisse dire avec un niveau
de confiance donné qu’il est présent dans le spécimen. Quant a la limite de quantification, il
s’agit de la plus petite quantité d’analyte qui peut €tre quantifiée avec un niveau de confiance
donné.

La limite de détection de la méthode a été estimée a 0,045 g/L (a partir de 35 mesures
successives du blanc réactif, la limite de détection étant alors considérée comme égale a 3
fois I’écart-type) [79] et a 0,035 g/L dans une autre étude [74].

L’un des principaux avantages du dosage au rouge de pyrogallol est sa limite de

quantification basse, lui permettant d'explorer des protéinuries dites physiologiques [92].

Le domaine de linéarité du dosage des protéines urinaires avec le rouge de pyrogallol est
compris entre 0,045 a 2,0 g/L [74,79]. Rappelons que chez le chien, la limite supérieure de
protéines dans les urines définissant la protéinurie varie selon les sources : 0,56 g/L [17] ou

encore 0,640 g/L [5], mais ce sont deux valeurs tres proches.

Le rouge de pyrogallol pour le dosage des protéines urinaires a ét€ recommandé plutot que le
bleu brillant de Coomassie, fournissant une réponse plus uniforme et linéaire aux différentes
protéines constitutives [73,74,76]. Le rouge de pyrogallol utilisé pour le dosage des protéines
dans le LCR permet aussi une meilleure récupération des protéines comparé au Bleu brillant
de Coomassie et présente un domaine de linéarité couvrant 1’intervalle de référence de la

protéinorachie dans le LCR notamment [93].

o Autres :

Les effets de la température et du pH ont aussi été étudiés. Il a notamment été démontré que

I’absorbance du rouge de pyrogallol (fixée normalement a 600 nm) diminue quand la
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température augmente de 12 a 25°C mais reste stable entre 25 et 37°C. De plus, I’absorbance
d’une solution d’albumine semble maximale a un pH compris entre 2,5 et 3,0. L’absorbance
d’une solution de globulines serait maximale a un pH compris entre 2,25 et 2,5 [73]. Ceci

reste anecdotique étant donnée la gamme de pH des urines de chiens rencontrée.

3.3. Techniques de dosage de la créatinine urinaire

3.3.1. Principe des techniques

Il n’existe pas a I’heure actuelle de procédure standardisée recommandée pour la mesure de la
créatinine urinaire, que ce soit chez I’homme ou les animaux. Parmi les méthodes de dosage
disponibles en routine, aussi bien pour le dosage de la créatinine plasmatique qu’urinaire, on

peut citer la méthode Jaffé et celles enzymatiques.

La méthode Jaffé est fondée sur la formation d’un chromogene jaune-orange par 1’action des

ions picrate sur la créatinine a un pH alcalin.

3.3.2. Caractéristiques métrologiques

3.3.2.1. Sélectivitée-Spécificité analytique

Les ions picrate agissent aussi sur plusieurs autres substances comme la bilirubine, les
lipides, mais aussi 1’acétone et le glucose. La réaction de Jaffé peut ainsi surestimer la
concentration en créatinine plasmatique jusqu’a 45% chez les chiens sains [26].
L’interférence liée a ces chromogenes autres differe d’un chien a un autre et ainsi, un facteur
de correction ne peut pas étre appliqué pour convertir les mesures obtenues avec la méthode
Jaffé en les véritables concentrations en créatinine. Les méthodes enzymatiques, hautement
spécifiques, sont ainsi recommandées pour le dosage de la créatinine plasmatique. Cependant,
les substances pouvant interférer avec le réactif Jaffé étant proportionnellement moins
abondantes dans les urines que dans le plasma, les résultats de mesure de la créatinine
urinaire par la méthode Jaffé sont rapportés comme ne surestimant pas ou modérément les

valeurs réelles, d’environ 6% au plus [26].
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3.3.2.2. Imprécision et inexactitude

La précision des techniques de routine classiquement utilisées pour la mesure de la
concentration urinaire en créatinine est considérée comme insatisfaisante. Ces difficultés,
déja rapportées pour le détermination de la clairance endogene de la créatinine, étaient
attribuées a la faible spécificité de la réaction de Jaffé utilisée dans une étude [94].
Cependant, il a été démontré que la créatinine urinaire peut facilement étre mesurée par la
méthode Jaffé avec la méme précision et exactitude que les méthodes enzymatiques, plus

coliteuses [27].

De grandes dispersions inter-laboratoires sont rapportées pour le dosage de la créatinine
urinaire. Cela est en grande partie attribué a I’imprécision de la mesure de la créatinine, déja
rapportée dans le sérum chez I'homme [9596]. Le CV intra-essai de mesure de la
concentration en créatinine urinaire, déterminé a partir de 20 mesures consécutives de 25
spécimens distincts, a été calculé égal a 2% (IC 95% = [0.8 ; 14,2] dont 22/25 spécimens

avec un CV inférieur a 5%) [71].

Une étude s’est attachée a évaluer I’inexactitude et I’imprécision de la mesure de la
concentration urinaire en créatinine [27]. Plusieurs facteurs potentiels d’imprécision et
d’inexactitude ont été étudi€s, notamment la dilution des urines préalable au dosage, les

spécificités des méthodes ainsi que les calibrateurs et analyseurs utilisés.

o L’effet dilution :

Les techniques utilisées habituellement pour la mesure de la créatinine plasmatique
nécessitent une dilution préalable afin que le résultat obtenu soit compris dans le domaine de
linéarité de la méthode, ce qui pourrait introduire un biais dans la précision des résultats. La
dilution de la créatinine préalable au traitement des urines est généralement fixée a 1 : 20 par
la majorité des instruments en routine [27,71]. Dans la plupart des cas, cette dilution permet

de garantir des résultats dans les limites de linéarité indiquées par le fabricant [27].

Toutefois, les erreurs possibles li€ées a une seconde dilution d’échantillons trés concentrés
pourraient étre évitées en diluant au départ a 1: 40 ou 1: 50 au lieu de 1: 20 et permettre

néanmoins les mesures des échantillons méme a de faibles concentrations [27]. Certains
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préconisent d’augmenter la dilution a 1 : 100 afin d’améliorer la fiabilité de la méthode dans
ce cas (afin que la concentration en créatinine urinaire soit dans le domaine de linéarité) [71].
En revanche, pour des spécimens peu concentrés, une pré-dilution a 1 : 100 parait excessive,
avec pour conséquence une valeur de créatininurie proche ou inférieure de la limite de
détection d’ou une imprécision et une inexactitude majorées. Pour ces spécimens, une pré-

dilution a 1 : 20 est recommandée [71].

Finalement, la pré-dilution des urines pour la mesure de la créatinine urinaire a été fixée a 1 :
50 dans une étude évaluant la variabilité analytique du RPCU [71], I'urine devant étre diluée
a une concentration finale de 0,34 a 0,64 g/L pour rentrer dans le domaine de linéarité de la

méthode Jaffé d’apres les données du fabricant.

o Inexactitude et calibrateur :

L’inexactitude de la méthode Jaffé a été calculée a partir de solutions commerciales d’urines
humaines et a été rapportée inférieure a 5% [27]. Il est probable que 1’on obtienne de
meilleures précision et exactitude en utilisant un calibrateur avec une concentration en
créatinine supérieure a 20 mg/L, ce qui convient habituellement pour le dosage de la
créatinine plasmatique. Mais malgré la faible concentration du calibrateur, 1’inexactitude est
inférieure a I’imprécision, aboutissant a une erreur globale maximale d’environ 15%, ce qui

est habituellement toléré en médecine humaine [27].

o L’effet analyseur :

Les analyseurs disponibles chez les praticiens en routine ne sont pas adaptés a la mesure de la
créatinine urinaire avec exactitude a de hautes concentrations car ils ont tendance a la sous-
estimer, parfois largement. Méme a de plus faibles concentrations en créatinine urinaire, ce
qui est souvent observé dans les cas de polyurie, ’inexactitude est importante avec les
analyseurs a plaques (Vitros et Vettest), alors qu’elle est acceptable avec des analyseurs

utilisant des bandelettes tests (Reflovet) [27].
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o Conclusion :

Finalement, I’inexactitude de la mesure de la créatinine urinaire montre le réel besoin d’une
validation de I’exactitude des méthodes utilisées dans chaque laboratoire et de 1’utilisation
d’un intervalle de référence spécifique (de 1’analyseur et de la technique utilisés par le
laboratoire) pour la concentration en créatinine urinaire et pour les ratios de concentration de
chaque analyte rapportée a celle de la créatinine urinaire. D’autre part, la sous-estimation de
la créatinine urinaire peut mener a une surestimation du ratio et a de possibles faux positifs.
De plus, I'imprécision de la mesure de la créatinine étant relativement haute, des mesures

répétées (triplicata) permettraient d’obtenir des résultats plus précis.

3.4. Criteres métrologiques du RPCU

Le RPCU peut étre évalué a partir d’un unique spécimen d’urine prélevé a n’importe quel
moment de la journée [71]. Sa fiabilité est fondée sur le postulat que ce test est précis et non
influencé par des facteurs pré-analytiques et analytiques (comme la répétabilité, la pré-
dilution des spécimens nécessaire au dosage de la créatinine urinaire...). De plus, en pratique
courante, la plupart des spécimens sont envoyés dans des laboratoires extérieurs pour la
mesure du RPCU. La température de conservation ainsi que le délai d’analyse sont alors des
facteurs potentiels de variabilité. Il y a peu d’études a notre connaissance qui évoquent la
variabilité analytique du RPCU [71]. On pourrait penser celle-ci dépend directement et
uniquement de la variabilité analytique des dosages des protéines et de la créatinine urinaires.
Mais I’'imprécision de la mesure du RPCU a été estimée a 8,6% et ne semble pas étre déduite
de celles de la créatinine urinaire ou des protéines urinaires (estimées respectivement a 2% et

8,3%) [71].

Chaque spécimen d’urine dont le RPCU est mesuré, est classé sur la base du résultat obtenu
comme non protéinurique, douteux ou protéinurique. Il y a donc 2 valeurs seuils séparant ces
3 classes. Leur valeur est variable selon les auteurs et a été revue et corrigée au fil du temps.
Actuellement pour le chien, the International Renal Interest Society préconise les valeurs de
0,2 et 0,5 [31]. II est généralement considéré comme judicieux d’évaluer les performances

analytiques d’une méthode de dosage autour des valeurs dites « critiques » correspondant a
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ces seuils de décision, pouvant étre affectées par la variabilité analytique de la méthode et

induire des erreurs de classification des spécimens.

o Fréquence d’erreur de classification des spécimens :

La fréquence d’erreur de classification du spécimen a partir de la valeur du RPCU a été
estimée a partir du dosage de spécimens dont la valeur moyenne du RPCU était proche des
seuils décisionnels (0,2 et 0,5) [71]. Chaque spécimen a été analysé a 20 reprises. Les
résultats inférieurs ou égaux a 0,2 et ceux strictement supérieurs a 0,2 ont été comptabilisés et
ont permis d’en déduire le RPCU moyen du spécimen ainsi que la fréquence moyenne
d’erreur de classification pour ces spécimens. Finalement, la fréquence moyenne d’erreur

pour des RPCU proches de 0,2 et 0,5 était de 20% et 43% respectivement (Tableaux 1 et 2).

Tableau 1 : Erreurs de classification autour du seuil RPCU =0,2 [71].

Spécimen 1 Spécimen 2 Spécimen 3 Spécimen4 Spécimen 5

RPCU moyen 0,17 0,21 0,22 0,23 0,23
RPCU <0,2 20 9 9 2 0
RPCU > 0,2 0 11 11 18 20

Tableau 2 : Erreurs de classification autour du seuil RPCU = 0,5 [71].

Spécimen 1 Spécimen 2 Spécimen 3

RPCU moyen 0,48 0,5 0,51
RPCU <05 14 9 9
RPCU>0)5 6 11 11

o Sources analytiques d’erreurs de classification des spécimens :

En regle générale, I’'inexactitude et I’'imprécision des méthodes de dosage (de la créatinine et

des protéines urinaires) peuvent étre responsables d’erreurs de classification des spécimens.
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La précision intra-essai, déterminée a partir de 20 mesures consécutives de 25 spécimens
distincts, est plus faible pour la créatinine urinaire que pour les protéines urinaires, pouvant
potentiellement induire une erreur de classification pour des spécimens dont les RPCU sont
proches des valeurs seuils de décision recommandées par The International Renal Interest

Society (0,2 et 0,5) [71].

La technique Jaffé de dosage de la créatinine urinaire, de par son inexactitude et la dispersion
des résultats obtenus, peut étre a 1’origine d’interprétations erronées des résultats du RPCU et
rendre critiquables les seuils de décision communément acceptés, sans compter que le type
d’analyseur ayant servi a effectuer le dosage peut affecter le résultat [27].

Par exemple, un chien avec des urines présentant une concentration en protéines de 0,3 g/L et
une concentration en créatinine de 900 a 1100 mg/L aurait donc un RPCU allant de 0,25 a
0,33 (en utilisant ’analyseur Elimat) et devrait donc étre considéré comme normal. Avec 3
analyseurs de routine, on obtient des valeurs de RPCU allant de 0,27 a 0,36, 0,38 a 0,80 et
0,42 a 0,57 (avec le Reflovet, Vitros et Vettest respectivement) [27], ce qui peut poser
probleme d’apres les seuils de décision donnés dans 1’étude : 0 a 0,3 pour un animal normal,
de 0,3 a 1 valeur comprise pour un animal douteux et strictement supérieur a 1 pour des

urines protéinuriques [1].

Une sous-estimation de la concentration en protéines urinaires est aussi possible dans les
situations suivantes :

- Une forte proportion de globulines, pour lesquelles 1’affinité du rouge de pyrogallol
est plus faible que I’albumine [3,77].

- La présence de pigments en cas d’hémoglobinurie notamment.

- La présence de grandes quantités de chaines légeres monoclonales [7,72].

- Les interférences médicamenteuses [56].

Il a été démontré que pour des échantillons d’urines fortement diluées ou plus généralement
avec une tres faible concentration en protéines et créatinine urinaires, la variabilité analytique
est majorée, comme cela est rapporté pour de nombreux analytes biochimiques a des valeurs
approchant le seuil de détection. Cela peut potentiellement induire des erreurs de
classification si I’on se réfere aux données de la classification IRIS [71]. C’est pourquoi il

faut avoir en téte la valeur de la densité urinaire au moment d’interpréter les résultats d’un
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RPCU [97]. En revanche, la mesure du RPCU sur des urines trés concentrées ne manque que
modérément de précision. Cette imprécision peut €tre attribuée a une valeur de créatinine

urinaire au-dela du seuil de détection de la méthode [71].

4. Criteres d’interprétation du RPCU

4.1. Place du RPCU dans le cadre de I’exploration et du suivi d’une protéinurie

Le dépistage, la confirmation et la quantification d’une protéinurie via le RPCU sont
indispensables dans I’évaluation des affections rénales et urinaires comme souligné dans les

ouvrages de néphrologie [1,16,60,98—100] et de nombreux articles de revue [31,69,101-103].

La protéinurie a fait ’objet de maintes publications, dont une constituant un document de
consensus de I’American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) [31] qui a servi
de support a la rédaction du paragraphe suivant. Plusieurs recommandations ont été tirées de
ce document aussi bien pour ’exploration diagnostique que le traitement et le suivi d’une

protéinurie.

o Recommandations pour 1’exploration d’une protéinurie :

Du fait de son intérét clinique, une exploration diagnostique rationnelle et hiérarchisée de la
protéinurie doit étre mise en ceuvre des la moindre suspicion. Dans ce cadre, plusieurs étapes
analytiques sont nécessaires préalablement a 1’étape de mesure du RPCU, souvent ultime
(sauf si I’analyse qualitative de la protéinurie par une électrophoreése des protéines urinaires

est demandée).

La protéinurie est le plus souvent détectée par les méthodes de dépistage semi-quantitatives
(lecture de la bandelette urinaire notamment) au cours de 1’analyse urinaire de routine. Il est
primordial de déterminer ensuite si cette protéinurie est vraie ou s’il s’agit d’un faux-positif.
C’est pourquoi il est intéressant de connaitre les causes d’erreurs pré-analytiques et
analytiques de ces méthodes de dépistage, sachant qu’il est toujours judicieux de confronter
ce résultat a la mesure d’'un RPCU permettant de confirmer ou infirmer la présence d’une

protéinurie. Classiquement, un pH urinaire alcalin (pH > 7.5) peut étre responsable de faux-
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positifs a la lecture de la plage protéine de la bandelette urinaire. Le test a 1’acide

sulfosalicylique (test ASS) est préconisé dans ce cas pour écarter ces faux-positifs.

Finalement, 3 situations sont possibles :

- Une forte réaction positive a la bandelette urinaire (confirmée ou non au test ASS) est
une indication a procéder a la mesure d’un RPCU immédiatement ou apres confirmation de la
persistance de la protéinurie par les mémes méthodes 2 a 4 semaines plus tard.

- Une réaction faiblement positive a la bandelette urinaire (traces de protéines)
confirmée au test ASS est une indication a répéter le test 2 a 4 semaines plus tard et a
envisager la mesure d’un RPCU si la réaction positive persiste (méme faiblement).

- Une réaction négative a la bandelette urinaire (confirmée ou non au test ASS) est

suffisante pour exclure toute forme de protéinurie (sauf la microalbuminurie).

L’étape suivante consiste a écarter les origines pré et post-rénales de protéinurie ainsi qu’une
éventuelle contamination des urines (génitale ou cutanée). Pour ce faire, il y a quelques
recommandations simples a suivre. Il est conseillé de procéder a :

1/ Une analyse d’urines prélevées par cystocentese afin de s’affranchir d’une potentielle
contamination.

2/ Un dosage de la concentration en protéines plasmatiques en parallele, afin de pouvoir
exclure une protéinurie pré-rénale secondaire a une dysprotidémie (méme s’il s’agit d’une
cause relativement rare de protéinurie chez le chien).

3/ Un examen cytologique du culot urinaire (associé au besoin a une bactériologie urinaire),
afin d’écarter tout cause de protéinurie post-rénale (cf § 2.1.5). Néanmoins, il faut souligner
qu’une atteinte purement rénale ou pré-rénale a ’origine de la protéinurie identifiée ne peut
étre écartée sur la base seule de I’observation de signes d’atteinte du bas appareil urinaire lors

de la lecture du culot urinaire [67,104].

Finalement, 3 points-clés doivent étre évalués dans le cadre de 1’exploration d’une

protéinurie lorsque celle-ci est considérée comme vraie et d’origine rénale :
1/ La localisation de I’affection : Une classification des protéinuries pathologiques en 3

catégories a été proposée distinguant protéinurie pré-rénale, rénale et post-rénale. Localiser la

protéinurie de cette fagon est primordial car cela permet notamment d’aiguiller le clinicien
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sur ’affection sous-jacente. Cependant, cette étape n’est possible qu’a condition que
I’anamnese et les commémoratifs précis de 1’animal soient disponibles. De méme, les
résultats de I’examen clinique de I’animal ainsi que ceux de ’analyse urinaire complete
doivent étre consignés (comprenant a minima la densité urinaire, les résultats de la bandelette

urinaires et la lecture du culot urinaire).

2/ La persistance de la protéinurie : chez le chien, une protéinurie persistante est définie par
un RPCU supérieur ou égal a 0,5 obtenu sur au minimum 3 échantillons espacés d’au moins 2
semaines [31,60]. Il est admis qu’une telle protéinurie est considérée comme rénale, les
causes pré-rénales et post-rénales étant moins probablement associ€ées a une protéinurie

persistante [105].

3/ Le degré de la protéinurie : L’évaluation quantitative de la protéinurie via un RPCU est
cruciale dans le cadre de la démarche diagnostique mais aussi de la prise en charge
thérapeutique, comprenant le suivi clinique de 1’animal et de I’effet d’un éventuel traitement
anti-protéinurique. Des méthodes immunologiques permettent également de déterminer

I’albuminurie mais ne sont pas pratiquées en routine.

Cette démarche permet finalement de caractériser la protéinurie :

- Une atteinte fonctionnelle est souvent responsable d’une protéinurie légere et
transitoire, disparaissant avec la récupération clinique de 1’animal.

- Une légere protéinurie persistante peut €tre liée a une atteinte glomérulaire ou
tubulaire. Dans ce cas, ces deux types de protéinuries ne peuvent étre distinguées avec
certitude a 1’aide des tests conventionnels disponibles couramment. Il est parfois
nécessaire d’avoir recours a des examens complémentaires spécialisés (électrophorese
des protéines urinaires) pour distinguer une protéinurie tubulaire et glomérulaire (ou
mixte). Cependant, I’expérience montre qu’une augmentation de la protéinurie
(Jusqu’a dépasser la valeur seuil de RPCU égale a 2,0) suffit souvent a classer cette
protéinurie comme glomérulaire.

De plus, dans certains cas d’atteinte tubulaire, la protéinurie peut étre accompagnée
d’une glycosurie en 1’absence d’hyperglycémie ou d’une excrétion électrolytique
anormale, voire des deux ce qui dans ce cas particulier est la preuve d’anomalies de

réabsorption tubulaire multiples. Ces indices peuvent aider a la localisation exacte de
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’atteinte au sein du tubule bien que dans la majeure partie des cas la protéinurie soit

la seule anomalie identifiée.

o Recommandations pour le traitement et le suivi de la protéinurie :

Il est recommandé de :

- Mettre en place un suivi des chiens non azotémiques présentant une protéinurie rénale
persistante et un RPCU supérieur 2 0,5.

- Explorer la cause de protéinurie (et traiter la potentielle affection sous-jacente
associée) dans le cas de chiens non azotémiques présentant une protéinurie rénale
persistante et un RPCU supérieur a 1,0.

- Jusqu’a trés récemment il était recommandé de traiter la protéinurie de chiens
souffrant de maladie rénale chronique en stades 2, 3 et 4 IRIS présentant un RPCU
supérieur a 0,5, ainsi que les chiens en stade 1 IRIS avec un RPCU supérieur a 2,0
[31]. Or de nouvelles recommandations internationales, établies par un consensus
d’expert, ont été publiées tres récemment. Il est désormais recommandé de traiter les
chiens souffrant de glomérulopathie des que le RPCU excede la valeur de 0,5, et ce
quelle que soit la valeur de la créatininémie [106].

- Evaluer la protéinurie tous les 6 mois chez un animal présenté pour une maladie
rénale chronique compliquée d’une protéinurie rénale [31]. Il faut toutefois garder en
mémoire qu’en toute fin d’évolution d’une maladie rénale, il est classique d’observer

une diminution de la protéinurie du fait de la diminution de la masse néphronique.

Par ailleurs, d‘apres les données disponibles concernant les variations journalieres du RPCU
chez des chiens présentant une protéinurie stable [55], on considere qu’il faut une variation
d’au moins 40% par rapport a la valeur basale (spécialement dans le cas de protéinuries
faibles) pour conclure avec un fort degré de certitude a une modification significative du
RPCU (augmentation ou diminution) [31]. Cette étude s’est appuyée sur la détermination du
RCV (reference change value), reflétant par définition la part de variabilité pouvant étre
attribuée a la variabilité intra-individuelle et analytique. Défini comme la différence
statistiquement significative entre 2 résultats obtenus consécutivement sur un individu, il
permet de déterminer si I’augmentation ou la diminution du RPCU peut étre considérée

comme significative ou liée a la variation biologique.
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Cette valeur de + 40% par rapport a une valeur basale du RPCU ne peut étre utilisée qu’a
condition que I’animal présente une protéinurie stable dans le cadre d’un suivi de maladie
rénale chronique et peut ainsi servir a évaluer 1’efficacité d’un traitement anti-protéinurique

par exemple.

4.2. Intérét clinique de 1’évaluation quantitative de la protéinurie via le RPCU

La mesure du RPCU présente un intérét diagnostique certain mais aussi pronostique. En effet,
la protéinurie est un facteur de risque important dans le cadre de la progression d’une maladie
rénale chronique chez ’homme. Elle est aussi étroitement corrélée a la progression de
maladies rénales chez les chiens et les chats [107-109]. Des données récentes indiquent
qu’une protéinurie isolée augmente le risque de mortalité, notamment chez des chats
conservant par ailleurs une bonne fonction rénale (c’est-a-dire sans que la capacité de
concentration des urines ne soit affectée et avant 1’apparition d’azotémie) [31]. C’est
pourquoi la diminution de la protéinurie est considérée comme un objectif thérapeutique en

soi [110-112].

Des études en médecine humaine ont montré qu’une réduction significative de la protéinurie
est associée a un ralentissement de la progression de la maladie rénale chronique
[110,113,114]. Mais les preuves manquent en ce qui concerne les maladies rénales
chroniques chez le chien et le chat [57,115,116]. Chez des chiens insuffisants rénaux
chroniques, les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine permettent une
diminution de la protéinurie et un ralentissement de la progression de la maladie, associés a

une augmentation de la durée de vie [57].

Le role joué par la protéinurie dans la progression de la maladie rénale est encore incertain,
spécialement chez le chien et le chat [31]. A priori, elle ne serait pas seulement un marqueur
de progression de la maladie rénale mais contribuerait a I’aggravation de la maladie en étant
responsable de 1ésions glomérulaires et tubulaires, conduisant ainsi a une perte progressive de
néphrons [117-121]. En effet, le passage anormal de protéines a travers la barricre de
filtration glomérulaire et le tissu mésangial est susceptible de stimuler la production de
matrice mésangiale, ce qui peut induire une inflammation interstitielle voire conduire a une

fibrose du tubule par le biais de plusieurs mécanismes dont I’activation du complément, la
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production de facteurs de croissance, de produits vasoactifs et I’induction de cytokines pro-
inflammatoires [101,122,123].

De plus, il a été démontré que la transferrine, les protéines du complément [124,125] ainsi
que les lipoprotéines [126] ont une toxicité directe sur les cellules tubulaires proximales
rénales. Cette toxicité intrinséque serait au moins en partie liée a leur accumulation dans le
cytoplasme des cellules tubulaires proximales au cours du processus de réabsorption tubulaire
[121]. D’une part, ces protéines activent les genes codant pour des substances vaso-actives et
inflammatoires (notamment endothélines, chémokines et cytokines) [119,121]. D’autre part,
le dépassement des capacités lysosomiales pourrait induire la libération d’enzymes intra-
cellulaires cytotoxiques. De plus, une augmentation de la concentration urinaire en ammoniac
(liée au métabolisme protéique accru) serait susceptible d’activer le complément [126]. Ce
mécanisme de toxicité propre des protéinuries pourrait expliquer en partie le caractere

pronostique défavorable de la protéinurie.
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PARTIE EXPERIMENTALE

1. Matériel et méthodes

1.1. Schéma expérimental

Cette étude prospective a ét€ menée a 1’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT)
entre Février et Juillet 2012 avec pour objectif de comparer les résultats de mesure du RPCU
a partir de spécimens recueillis sur papier absorbant a ceux obtenus avec la méthode standard,

c’est-a-dire sur le surnageant urinaire liquide.

Ainsi, pour chacun des spécimens étudiés, le RPCU a été déterminé :

1/ En double sur urine liquide par la technique habituelle du laboratoire afin de servir de base
de comparaison (le résultat obtenu étant par la suite identifiée comme « RPCU liquide » ou
« Liquide »).

2/ A partir de spécimens d’urines collectés sur papier absorbant dans différentes conditions et
a des échéances variables afin de vérifier si cette méthode est compatible avec un envoi

postal dans le cadre d’une utilisation en routine.

L’étude a ét€ menée en 4 phases :

1/ Un essai préliminaire visant a tester :
- Deux natures et trois volumes différents de solvants lors de la préparation des
spécimens papiers.
- Si la valeur du RPCU mesuré sur papier absorbant présentait des différences
significatives avec la mesure obtenue par la méthode classique.

- La stabilit¢ du RPCU mesuré a partir des spécimens papiers pendant 3 jours.
2/ Une étude de comparaison dans une population de chiens sains et protéinuriques.

La stabilité du RPCU sur spécimen papier a aussi été suivie jusqu’a 15 jours apres séchage.

Ce délai a ensuite été ramené a 5 jours apres analyse des premiers résultats.
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3/ Une simulation des conditions de prélevement d’un propriétaire a son domicile : les
spécimens sur papier absorbant étaient préparés non par dépdt d’une quantité précise

prédéfinie d’urine mais par trempage du papier directement dans 1’urine.

4/ Une étude de répétabilité et de reproductibilité de la méthode sur 5 jours ou chaque mesure

était répétée 3 fois, chaque papier étant préparé en 3 exemplaires.

1.2. Les animaux — Criteres d’inclusion et d’exclusion

La présente étude a été menée sur des chiens présents sur le site de ’ENVT entre Février et
Juillet 2012, avec le consentement éclairé des propriétaires (Annexe n°2). Ces animaux
étaient présentés aux cliniques de 'ENVT pour une consultation ou une hospitalisation,
appartenaient au service de physiologie de ’ENVT ou encore a des étudiants résidant sur le
campus de ’ENVT.

Les spécimens ont été inclus dans 1’étude indépendamment de 1’4ge, du sexe, de la race ou de
I’état de santé de 1’animal. Le seul critere d’inclusion a ét€ un volume recueilli suffisant
(supérieur ou égal a 3,0 mL) permettant de réaliser toutes les analyses nécessaires. Les
spécimens présentant un aspect macroscopiquement tres modifié (couleur, turbidité) pouvant

interférer avec la méthode de dosage ont été exclus.

1.3. Collecte et traitement des spécimens urinaires

Les urines ont été recueillies par miction spontanée au cours d’une promenade en laisse, dans
des barquettes en plastique, puis immédiatement conditionnées dans des pots réservés a cet
usage. Chaque animal a été prélevé au maximum 2 fois, les prélevements étant alors espacés

d’au moins 24 heures.

Chaque spécimen récolté était réparti en :

- Un volume de 1,0 mL d’urine placé dans un tube Eppendorf (tube de 1,5 mL, Safe-
Lock Eppendorf, Le Pecq, France) pour la détermination du RPCU sur urine liquide

- Le reste dans un tube sec en plastique (tube a hémolyse bouché en polystyrene et fond
rond, 75 x 13mm, 4 mL, Gosselin, Borre, France) pour la préparation des spécimens papier

absorbant.
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Lors du recueil des urines, les informations suivantes ont été notées : race, sexe et age. Les
spécimens ont été identifiés avec un marqueur ineffacable dans 1’ordre chronologique de
collecte de la fagon suivante : « de Ul a UX ». Seul le numéro de 1'étude a figuré sur les tubes

et donc sur les résultats d'analyses.

1.4. Etapes pré-analytiques

1.4.1. Préparation des spécimens sur papier absorbant

Cette préparation a systématiquement été réalisée pour chaque spécimen dans I’heure suivant
le prélevement. Des carrés de papier absorbant a usage domestique (type Sopalin) d’environ
45 x 4,5 cm ont été utilisés (rouleaux neufs, visuellement propres). Ils ont chacun été
déposés sur une plaque de verre pour recevoir un dépot de 200 uLL d’urine a I’exception de

ceux qui étaient trempés dans ’essai /3.

1.4.2. Traitement et conservation des spécimens

Les aliquotes liquides ont €té€ conservées a température ambiante (20°C environ) et analysées
dans un délai maximal de 4 heures apres le prélevement. Les spécimens sur papier absorbant,
une fois séchés a température ambiante a 1’abri des courants d’air (2 heures en moyenne), ont

été conservés dans des enveloppes en papier identifiées (« UX-Date de prélevement »).

14.2.1. Spécimens urines liquides

Immédiatement apres avoir réalisé le prélevement, le tube Eppendorf a été centrifugé a ~4000
g pendant 5 minutes (Rotofix 32A, Andreas Hettich GmbH and Co., Tuttlingen, Allemagne).
Les mesures du RPCU sur spécimens liquides ont immédiatement été réalisées sur le

surnageant urinaire (analyse en duplicata pour chaque spécimen).

14.2.2. Spécimens sur papier absorbant

Chaque papier a été coupé en petits morceaux avec des ciseaux réservés a cet usage, puis
introduit dans un tube Eppendorf identifié selon la procédure évoquée en 3.a. Un volume de
0,5 mL d’eau distillée a été ajouté (dans 1’essai préliminaire nous avons également utilisé une
solution de NaCl a 9 g/L). Le tube a ensuite été agité au Vortex (Heidolph Top Mix 94323,

Biobloch scientific) pendant 30 secondes puis laissé a température ambiante pendant environ
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10 minutes. Pour finir, le tube a été centrifugé pendant 5 min a ~4000 g et les analyses

ultérieures ont été effectuées sur le surnageant.

1.5. Etapes analytiques

Les instruments, le lot de réactifs utilisés ainsi que la compétence des techniciens de
laboratoire sont des sources classiques de variabilité lors de diagnostics en laboratoire. C’est
pourquoi une seule et méme personne a réalisé toutes ces analyses (CN) avec le mé€me lot de
réactifs pour toute 1’étude.

Les réactifs ont été stockés a 4°C conformément aux données du fabricant et protégés de la
lumiere lorsqu’ils n’étaient pas utilisés, restant ainsi a priori stables jusqu’a la date de

péremption indiquée sur 1’étiquette.

1.5.1. Analyses préliminaires des urines

1.5.1.1. Evaluation des criteres macroscopiques

Les criteres macroscopiques suivants ont été notés : le volume d’urine, la couleur et la

turbidité de 1’urine centrifugée.

1.5.1.2. Mesure de la densité urinaire et analyse par bandelette urinaire

Avant la mesure du RPCU, sur chaque urine liquide ont été réalisées :

- Une mesure de la densité urinaire a I’aide d’un réfractometre optique Atago T2-NE
(Atago Co. Ltd., Tokyo, Japon). Avant chaque série de mesures, la calibration du
réfractometre a été effectuée avec de ’eau distillée de densité égale a 1,000 et corrigée si
nécessaire avec la vis située a ’avant de 1’oculaire. Ensuite, une goutte d’urine était déposée
sur le prisme du réfractometre et la densité était relevée sur la plage de lecture
correspondante. Toutes les mesures ont été réalisées a la température du laboratoire (environ
20°C).

- Une analyse par bandelette urinaire, avec analyse cytologique du culot urinaire si une
anomalie était mise en évidence afin d’écarter une affection post-rénale susceptible
d’interférer sur la stabilité des spécimens sur papier (comme une Inflammation du Tractus
Urinaire avec bactériurie notamment). L’analyse par bandelette urinaire (Combur 10 test ®,
Roche Diagnostics France) a été réalisée par dépdt d’urine au compte-gouttes et non par

trempage afin d’économiser le volume initial du spécimen.
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L’ensemble de ces résultats a été consigné avec la date et I’heure de 1’analyse dans une feuille

au nom de I’animal.

1.5.2. Technique de détermination de la créatinine et des protéines urinaires

Le RPCU a été calculé a partir des concentrations des deux analytes. La méthode est décrite
dans la feuille technique correspondante a partir du surnageant urinaire ; elle utilise un
analyseur de transfert (K.Bio 2, Kitvia, Labarthe Inard, France) et des réactifs spécifiques
(Protein u&csf et Creatinine monoreactif liquide stable PAE, Kitvia, Labarthe Inard, France,

Annexes 3 et 4).

1.5.2.1. Dosage de la créatinine urinaire

La méthode utilisée dans cette étude repose sur la réaction de Jaffé dont le principe général
consiste a mesurer par spectrophotométrie, a 510 nm, ’intensité de la coloration du complexe
rouge-orangé formé par la créatinine et 1’acide picrique en milieu alcalin, la vitesse de
formation de la coloration étant proportionnelle a la concentration en créatinine dans le

spécimen (cf § 3.2).

1.5.2.2. Dosage des protéines urinaires

La méthode utilisée, colorimétrique, est celle du rouge de Pyrogallol qui combiné au
molybdate de sodium forme avec les protéines un complexe coloré rouge qui en milieu acide
absorbe a 600 nm, proportionnellement a la concentration en protéines dans le spécimen (cf §

3.1).

1.5.3. Calibration de I’analyseur et Contr6le de qualité

A chaque changement de lot de réactif, une calibration a été effectuée avec un calibrant
(Liquidcheck Urine Chemistry Control Bio-Rad _ Level 2, Bio RAD Laboratories, Marnes-
la-Coquette, France) avec une dilution a 1 : 10 pour la mesure de la créatinine urinaire.

Avant chaque série de mesures, 1’analyseur a €té contr6lé pour les deux analytes selon le
protocole de routine de laboratoire avec une urine de controle humaine (Liquidcheck Urine
Chemistry Control, Bio-Rad _ Level 1, Bio RAD Laboratories, Marnes-la-Coquette, France,

Annexe 5). Il s’agit d’urines de contrdle bovines. Nous n’avons pu avoir davantage de
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renseignements sur la composition aupres du laboratoire fabricant BioRad, sous couvert du
secret de fabrication.

Si une ou plusieurs mesures de contrdle se trouvaient en dehors des cibles fournies par le
fabricant, les diverses opérations correctrices prévues par le fabricant ont été mises en ceuvre
, . . s s . .
pour s’assurer du bon fonctionnement des mesures jusqu’a résolution du probléeme et
obtention des résultats de contrdles dans les valeurs cibles. La température du laboratoire,

susceptible d’avoir un effet sur les réactions chimiques mises en jeu, a aussi été suivie.

1.6. Protocole expérimental

1.6.1. Essai préliminaire

14 chiens ont été prélevés et chaque spécimen récolté a subi les opérations suivantes :

1/ Analyse de chaque spécimen d’urine avec la méthode de référence en duplicata (cf §
14.2.1).

2/ Préparation de 4 papiers urine.

3/ Analyse des papiers a JO (immédiatement apres séchage), J1 (24 heures apres séchage), J2

(48 heures apres séchage) et J3 (72 heures apres séchage).

De plus, deux types de solvants (eau distillée et NaCl 0,9%) ainsi que différents volumes
pour chacun de ces solvants (0,5 mL, 1,0 mL et 1,5 mL) ont été testés sur 7 spécimens en
suivant la procédure suivante pour chacun :

1/ Analyse de chaque spécimen d’urine avec la méthode de référence en duplicata.

2/ Préparation de 6 papiers avec respectivement pour solvant soit de I’eau distillée, soit du
NaCl 0,9% et un volume variable de chacun des solvants (0,5 mL ; 1,0 mL ; 1,5 mL).

3/ Analyse des papiers a JO (immédiatement apres séchage).

1.6.2. Comparaison des valeurs de RPCU dans une population de chiens sains et de

chiens protéinuriques

Cette étude a porté sur 62 spécimens dont 57 présentaient un RPCU inférieur a 0,2, et 5
spécimens un RPCU supérieur ou égal a 0,2. Cette partie de I’étude a ét€ menée en deux
étapes.

Dans un premier temps, les opérations suivantes ont été réalisées sur chacun des spécimens

obtenus :
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1/ Analyse de chaque spécimen d’urine avec la méthode de référence en duplicata.
2/ Préparation de 6 papiers urine pour chacun des spécimens récoltés.

3/ Analyse des papiers a JO, J1,J2,J3,J4,J5,J7 et J15.

Dans la seconde partie, le méme protocole a été suivi mais les analyses de papiers apres
séchage ont été ramenées a J5, ce délai étant suffisant pour permettre un envoi postal du
papier absorbant par le propriétaire demandeur de I’analyse, et les résultats ayant montré que

la stabilité du RPCU étant fortement compromise passé ce délai.

1.6.3. Simulation des conditions de prélevements d’un propriétaire a son domicile

Des urines de 25 chiens ont été récoltées et les opérations suivantes ont été réalisées pour
chaque spécimen :

1/ Analyse de chaque spécimen d’urine avec la méthode de référence en duplicata.

2/ Préparation de 6 papiers urine obtenus par trempage dans 1’urine.

3/ Analyse des papiers a JO, J1,J2,J3,J4 et JS.

1.6.4. Répétabilité et reproductibilité

Des urines de 30 chiens ont été récoltées et les opérations suivantes ont été effectuées pour
chaque spécimen :

1/ Analyse de chaque spécimen d’urine avec la méthode de référence en duplicata.

2/ Préparation de 3 papiers pour chaque temps d’analyse (soit 18 papiers).

3/ Analyse répétées trois fois de chacun des papiers a JO, J1,J2,J3,J4 et J5S.

1.7. Analyse des données

Tous les résultats ont ét€ comparés a ceux obtenus sur les spécimens liquides. Les
comparaisons de méthodes ont été effectuées par calcul du coefficient de corrélation de
Pearson, 1’étude d’agrément selon Passing-Bablok et diagrammes des différences de Bland-
Altman, comme recommandé [127]. Les éventuels effets de covariables (temps par exemple)
ont été étudiés par analyse de variance. Les calculs ont été effectués avec un tableur Excel
ainsi qu'ANALYZE-IT® et SYSTAT®. Le seuil de significativité a été fixé a 0,05 (p <
0,05).
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2. Résultats

2.1. Essai préliminaire

2.1.1. Nature et volume de solvants

La figure 1 représente la distribution des RPCU sur spécimens papiers immédiatement apres
séchage (JO) obtenus avec 2 solvants différents (eau distillée et NaCl 0,9%) et 3 volumes
distincts (0,5 mL ; 1,0 mL ; 1,5 mL) avec pour base de comparaison les valeurs obtenues par

la méthode de référence (Liquide).

La nature et le volume de solvants utilisés pour la préparation des spécimens papier n’a pas

eu d’effet significatif sur les valeurs de RPCU obtenues a JO (ANOVA P > 0,05) (Figure 1).

RPCU

0,2 1

——
0.1 1 —T— 1 == L =

= —— = —t—

Liquide Eau0,5mL Eaul,0mL Eau1,5mL NaCl0,5mL NaCl1,0 mL NaCl1,5

Figure 1 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de
référence (Liquide) et a partir de spécimens papiers analysés avec 2 solvants et 3 volumes
différents (Eau 0,5 mL ; Eau 1,0 mL ; Eau 1,5 mL ; NaCl 0,5 mL ; NaCL 1,0 mL ; NaCl 1,5
mL).

66



Les coefficients de corrélation de Pearson r avec les urines liquides ont tous été supérieurs a
0,9. L’étude d’agrément selon Passing-Bablok montre des valeurs des ordonnées a 1’origine
proches de zéro (biais constant nul) et une pente proche de 1 (mais un intervalle de confiance

associé large) (Tableau 3).

Tableau 3 : Comparaison des résultats obtenus sur spécimens papiers a JO (immédiatement
apres séchage) pour les 2 solvants (eau distillée et NaCl 0,9%) et pour respectivement 3
volumes distincts (0,5 mL, 1,0 mL et 1,5 mL) (n: nombre de spécimens ; r : coefficient de
corrélation de Pearson ; a et b, parametres de 1’équation de Passing Bablok : y = ax +b ; [IC

a95%)).

Eau Eau Eau NaCl NaCl NaCl
0,5 mL 1,0 mL 1,5 mL 0,5 mL 1,0 mL 1,5 mL

n 7 7 7 7 7 7
0,99 0,94 0,97 0,99 0,99 0,98

' [0,96;1,00] [0,63;0,99] [0,83;1,00] [0,94;1,00] [0,93;1,00] [0,84;1,00]
1,00 0,81 0,58 1,16 1,00 0,85

iy [0,75;1,26] [04;1,62] [0,25;1,2] [0,8;1,78] [0,6;1,5] [0,56;1,00]
0,00 0,04 0,07 0,00 0,04 0,05

[-0.03:0,02] [-002:0,08] [0,00:0,11] [-0.08:0,03] [-001:008] [0,03;0,08]

Finalement, tous les résultats étant comparables, pour des raisons pratiques, nous avons

choisi d’utiliser 0,5 mL d’eau distillée pour préparer les spécimens papiers.

2.1.2. Essai préliminaire de stabilité sur 3 jours

Aucune analyse n’a été réalisée a JO. Prélever les spécimens, effectuer la totalité des analyses
préliminaires tout en se familiarisant avec ’analyseur et enfin analyser les spécimens d’urines
liquides avec la méthode de référence a pris plus de temps que prévu, ne permettant pas

d’analyser les papiers a JO immédiatement apres séchage.
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9 spécimens papiers ont été exclus de la série a J2 par manque de données suite a un
probleme de séchage (les 9 papiers manquants étant tombés au sol avant ’analyse a J2 a

cause de la ventilation). Le site de séchage des papiers a par la suite ét€ changé.

La figure 2 représente 1’évolution du RPCU sur spécimens papiers apres séchage (a J1,J2 et

J3) avec pour base de comparaison la valeur obtenue par la méthode de référence (Liquide).

Aucune différence significative du RPCU entre les deux méthodes d’analyse apres le séchage

n’a été observée (ANOVA, P > 0,05) (Figure 2).

0,5 1

04 -

RPCU
!
|

0,3 1

0,2 1

0,1 1 —l

Liquide Papier |1 Papier ]2 Papier 3

Figure 2 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de

référence (Liquide) et a partir de spécimens papiers analysés a J1,J2 et J3.

Une analyse individuelle des résultats confirme que les variations sont minimes et ne

changent pratiquement pas la classification clinique des résultats aux seuils classiques de 0,2

et0,5.
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RPCU (échelle logarithmique)

2.2. Comparaison des valeurs de RPCU dans une population de chiens sains et de chiens

protéinuriques

Aucune variation significative du RPCU n’a été observée sur les spécimens papiers en

fonction du temps apres le séchage, ni par comparaison a la méthode de référence (ANOVA,

P> 0,05) (Figure 3).

10 T

|_-

o FR B3 R ESEX =

0,01
Liquide Papier JO Papier J1 Papier J2 Papier J3 Papier J4 Papier J5

Figure 3 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de

référence (Liquide) et a partir des spécimens papiers analysés a JO, J1,J2,J3,J4 et JS.

La figure 4 représente 1’évolution du RPCU de chaque spécimen papier apres le séchage
confirmant 1’absence d’effet mais montrant quelques variations intra-individuelles.

Les résultats d’un spécimen a JO et d’un autre a J4 ont été retirés (valeurs aberrantes).
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RPCU (échelle logarithmique)
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Figure 4 : Evolution des RPCU individuels obtenus 2 partir des spécimens papiers a différents
moments post-séchage (JO, J1, J2,J3, J4 et JS) comparés au RPCU obtenu par la méthode de

référence (Liquide) sur 62 animaux.

Les coefficients de corrélation de Pearson sont supérieurs a 0,9 (Tableau 4).

Aucun biais (constant et proportionnel) n’a pu étre mis en évidence par 1’étude d’agrément
selon Passing-Bablok aux différents temps d’analyses des spécimens papiers, comparés a la
méthode de référence sur spécimens liquides (Tableau 4). Cependant plusieurs points
d’analyse sont douteux :

- AJO:une pente égale a 1,21 ;IC 295 % =[1,00; 1,5].

- AJ3:une pente égale a 1,42 ; IC 295 % =[1,00 ; 2,00].

- AJ4:une pente égale a 1,36 ; IC 295 % =[1,00 ; 2,00].
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Tableau 4 : Comparaison des résultats obtenus sur spécimens papiers de JO a J5 a ceux
obtenus sur spécimens liquides par le calcul du coefficient de corrélation de Pearson et
I’étude d’agrément selon Passing-Bablok (n: nombre de spécimens; r: coefficient de
corrélation de Pearson ; a et b, parametres de 1’équation de Passing Bablok : y =ax +b ; [IC a

95%)).

10 il 12 13 T4 15

n 61 62 62 62 61 62
0,95 0,96 0,97 0,95 0,95 0,93

' [0,93:097] [094:098] [095:098] [092:097] [091:097] [0.89;0,96]
121 1,18 12 142 136 126

y [100;15] [093;1,52] [0951,57] [100:200] [1,00;2,00] [0.96:2,00]

) 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,02

[-0,03:0,02] [-003:002] [-0,03:002] [-007:0,02] [-0,06:002] [-0,04:005]

Les figures 5 a 10 représentent les régressions de Passing-Bablok et confirment que

I’agrément entre spécimen liquide et spécimens papiers présente une certaine imprécision.

D’autre part, ’analyse des diagrammes de Bland-Altman (Figures 11 a 16) montre :
- Une faible surestimation du RPCU a partir de spécimens papiers.

- Des écarts plus importants a partir de RPCU =04 20,5.
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Figures 5 a 10 (de gauche a droite et de haut en bas) : Régression de Passing-Bablok : Comparaison des RPCU
mesurés par la méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers, a différents moments apres séchage

J0,J1,J2,13,J4 et JS5).

La ligne pleine épaisse représente la droite de régression, les deux lignes en pointillés I’intervalle de confiance de la

régression et la ligne pleine fine la droite d’équation y=x.
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Figures 11 a 16 (de gauche a droite et de haut en bas) : Graphiques de Bland-Altman : Comparaison des RPCU

mesurés par la méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers, a différents moments apres séchage

J0,J1,J2,13,J4 et JS5).

La ligne pleine représente la moyenne des différences avec son intervalle de confiance associé en pointillés courts, et

les deux lignes en pointillés longs matérialisent les limites d’agréments supérieure et inférieure.
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RPCU (échelle logarithmique)

2.3. Simulation des conditions de prélevements d’un propriétaire a son domicile

On n’observe pas de différence significative du RPCU apres séchage dans les papiers en

fonction du temps apres le séchage, ni par comparaison a la méthode de référence (ANOVA,

P> 0,05) (Figure 17).
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Figure 17 : Box plot représentant la distribution des RPCU obtenus par la méthode de
référence (Liquide) et a partir de spécimens papiers obtenus par trempage et analysés a JO, J1,

J2,J3,J4 et J5.

L’analyse graphique des variations individuelles du RPCU sur spécimens papiers apres
séchage (a JO, J1, J2,J3, J4 et J5) avec pour base de comparaison la valeur obtenue par la
méthode de référence (Liquide) montre une tendance (faible et non significative) a la
diminution du RPCU sur les spécimens papiers aux différents moments d’analyse apres

séchage (Figure 18).
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RPCU (échelle logarithmique)
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Figure 18 : Evolution des RPCU individuels obtenus a partir des spécimens papiers obtenus
par trempage a différents moments post-séchage (JO, J1, J2, J3, J4 et J5) comparés aux
valeurs obtenues par la méthode de référence a partir des spécimens liquides (Liquide) sur 25

animaux.

Les coefficients de corrélation de Pearson sont tous supérieurs ou égaux a 0,9 (Tableau 5).

L’étude d’agrément selon Passing-Bablok (Figures 19 a 24, Tableau 5) montre :

- A JO: un biais proportionnel (pente égale 2 0,65 ; IC 4 95% = [0,45; 0,8] et un biais
constant (ordonnée a I’origine égale a 0,05 ; IC 4 95% =1[0,03 ; 0,08]).

- A J1 : un biais constant (ordonnée a I’origine égale 2 0,04 ; IC 2 95% =[0,01 ; 0,07]).

- A J2 : un biais constant (ordonnée a ’origine égale 2 0,06 ; IC 2 95% =[0,01 ; 0,08]).

- A J3 : un biais constant (ordonnée a ’origine égale 2 0,06 ; IC 2 95% =[0,01 ; 0,07]).

- A J4: un biais proportionnel (pente égale 2 0,5; IC a 95% = [0,29 ; 0,86]) et un biais
constant (ordonnée a I’origine égale a 0,06 ; IC 4 95% =1[0,02 ; 0,08]).

- A J5 : un biais constant (ordonnée a I’origine égale 2 0,06 ; IC 24 95% =[0,01 ; 0,08]).
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De plus, plusieurs points d’analyse sont douteux :
- ATl :une pente égale 2 0,63 ; IC 295 % =[0,37 ; 1,00].
- AJ2:une pente égale 20,51 ; IC a2 95 % =[0,32; 1,00].
- AJ3:une pente égale 20,5 ; IC 295 % =[0,36; 1,00].
- AJ5:une pente égale 20,48 ; IC 295 % =[0,31; 1,00].

Tableau 5 : Comparaison des résultats obtenus sur spécimens papiers par trempage de JO a J5
a ceux obtenus sur spécimens liquides par le calcul du coefficient de corrélation de Pearson et
I’étude d’agrément selon Passing-Bablok (n: nombre de spécimens; r: coefficient de
corrélation de Pearson ; a et b, parametres de 1’équation de Passing Bablok : y =ax +b ; [IC a

95%]).

J0 I 1) 13 14 75

n 25 25 25 25 25 25
0.95 0.92 09 0.9 0,91 0,92

' [0,9:099] [0.83;0.97] [0,79:0,96] [0,79;0.96] [0.8:096] [0.82;0.96]
0,65 0.63 0,51 05 05 048

y [0,45:0,8] [0,37;1,00] [032;1,00] [0,36;1,00] [0.29:0,86] [0.31;1,00]

) 0,05 0,04 0.06 0.06 0.06 0.06

[0,03:0,08] [0,01:007] [0.01:0,08] [0,01:007] [0.02:0,08] [0,01;0.08]

Par ailleurs, I’analyse des différences selon la méthode de Bland-Altman (Figures 25 a 30)
montre :

- Une augmentation forte et proportionnelle a partir d’un RPCU de 0,4 2 0,5.

- Des limites d’agrément plus larges avec le trempage qu’avec la méthode plus précise

d’élaboration des spécimens papiers (dépdt précis de 200ul  d’urines)
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Figures 19 a 24 (de gauche a droite et de haut en bas) : Régression de Passing-Bablok : Comparaison des RPCU

mesurés par la méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers apres trempage, a différents

moments apres séchage (JO,J1,J2,J3,J4 etJ5).

La ligne pleine épaisse représente la droite de régression, les deux lignes en pointillés I’intervalle de confiance de la

régression et la ligne pleine fine la droite d’équation y=x.
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Figures 25 a 30 (de gauche a droite et de haut en bas) : Graphiques de Bland-Altman : Comparaison des RPCU

mesurés par la méthode de référence a ceux obtenus a partir de spécimens papiers apres trempage, a différents

moments apres séchage (JO,J1,J2,J3,J4 etJ5).

La ligne pleine représente la moyenne des différences avec en pointillés courts son intervalle de confiance associé, et

les deux lignes en pointillés longs les limites d’agréments supérieure et inférieure.
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2 4. Erreurs de classification des spécimens sur papier absorbant

Il peut étre intéressant de se pencher sur I’erreur de classification des spécimens urinaires sur
la base du RPCU obtenu a partir de spécimens papiers en comparaison a la méthode de
référence puisque ce qui nous intéresse finalement est I’interprétation la valeur du RPCU

permettant de classer ledit spécimen comme non protéinurique, douteux ou protéinurique.

Ainsi, la valeur basale du RPCU (moyenne des duplicata avec la méthode de référence) a
permis de définir chaque spécimen comme :

- Non protéinurique (RPCU < 0,2).

- Douteux (0,2 <RPCU <0.,5).

- Protéinurique (RPCU > 0,5) en distinguant les RPCU strictement compris entre 0,5 et

2,0 et les RPCU supérieurs ou égaux a 2,0.

Les valeurs obtenues sur papiers absorbant de JO a J5 ont ensuite été considérées. Pour chaque
temps d’analyse, le nombre de spécimens papiers dans chaque classe a été comptabilisé,
nombre auquel était ensuite soustrait le nombre initial de spécimens comptabilisés dans ladite

classe avec la méthode de référence.

Tableau 6 : Classification des spécimens a partir des RPCU obtenus par la méthode de
référence (Liquide) et sur spécimens papiers de JO a J5 dans la partie 2 du protocole

expérimental (4 classes ayant été définies par 3 valeurs seuil de RPCU : 0,2,0,5 et 2,0).

Liquide JO I 2 I3 J4 J5
RPCU <0,2 57 -8 -9 -6 -11 -9 -12
0,2<RPCU=<0)5 2 +7 +9 +6 +11 +9 +12
0,5<RPCU<2,0 2 0 0 0 0 0 0
RPCU 220 1 +1 0 0 0 0 0

D’apres le tableau 6, on note une fréquence d’erreur de classification des spécimens papiers
comprise entre 9,7 (6/62) et 19,4% (12/62). On observe également que les spécimens « mal
classés » sont initialement non protéinuriques (RPCU < 0,2). On peut raisonnablement penser

qu’il y a une surestimation du RPCU pour les spécimens non protéinuriques (devenant
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douteux voire protéinuriques sur spécimens papiers) voire une sous-estimation du RPCU pour
les spécimens dont les RPCU sont supérieurs a 0,5 (présence d’un spécimen supplémentaire

comptabilisé avec un RPCU 2 2,0 a JO).

Tableau 7 : Classification des spécimens a partir du RPCU obtenu par la méthode de
référence (Liquide) et sur spécimen papier obtenus par trempage de JO a J5 dans la partie 3 du
protocole expérimental (4 classes ayant été définies par 3 valeurs seuil de RPCU : 0,2, 0,5 et

2,0).

Liquide JO I 2 J3 J4 J5

RPCU <0,2 20 0 0 0 0 0 0
0,2<RPCU=<0)5 1 +1 +2 +1 +1 +2 +2
0,5<RPCU<2,0 3 0 -1 0 0 -1 -1
RPCU 220 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

D’apres le tableau 7, on note une fréquence d’erreur de classification avec la méthode sur
spécimens papiers obtenus par trempage comprise entre 4 (1/25) et 8% (2/25). Cette fois-ci,

les spécimens « mal classés » présentent un RPCU standard > 0,5.

Cependant, cette approche ne permet cependant pas de distinguer les « échanges » entre les
classes et sous-estime donc tres probablement le nombre d’erreurs de classification. C’est
pourquoi une approche différente d’évaluation de I’erreur de classification des spécimens
papiers a partir du RPCU a été menée ou chaque spécimen a été considéré individuellement.
Les valeurs de RPCU obtenues sur papiers absorbant de JO a J5 ont alors été considérées. Si la
valeur obtenue sur spécimen papier franchissait ’un des seuils (0,2, 0,5 et 2,0) et induisait un
changement de classe du spécimen, celui-ci était considéré comme « mal classé », ou « bien

classé » dans le cas contraire.
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Tableau 8 : Erreurs de classification des spécimens papiers de JO a J5 par comparaison avec la

valeur de RPCU obtenue par la méthode de référence, dans 1’étude de comparaison dans une

population de chiens sains et protéinuriques (partie 2 du protocole).

Spécimens « bien classés »

Spécimens « mal classés »

RPCU<0,2 0,2<RPCU=0,5 0,5<RPCU<2,0 RPCU=z=2,0 | RPCU<0,2 0,2<RPCU=<0,5 0,5<RPCU<2,0 RPCU
JO 49 1 0 1 8 1 2 0
J1 48 2 1 1 9 0 1 0
12 48 1 1 1 9 1 1 0
I3 43 1 1 1 14 1 1 0
J4 46 1 1 1 10 1 1 0
I5 46 2 1 1 11 0 1 0

D’apres le tableau 8, 11/62 (17,7%) des spécimens papiers ont été « mal classés » a JO ainsi

que 10/62 (16,1%), 11/62 (17,7%), 16/62 (25,8%), 12/61 (19,7%) et 12/62 (19,4%) a J1, J2,

J3, J4 et J5 respectivement. Cela représente une fréquence globale moyenne d’erreur de

classification par la méthode sur spécimens papiers de 72/371 (soit 19,4%).

D’apres les RPCU obtenus par la méthode de référence sur spécimens liquides, 57 animaux

ont été définis comme étant non protéinuriques, 2 douteux, 3 protéinuriques (dont 2 avec un

RPCU compris entre 0,5 et 2,0 et 1 avec un RPCU supérieur ou égal a 2,0).

Finalement, la fréquence moyenne globale d’erreur de classification des spécimens papiers au

cours du temps est de :

61/341 (soit 17,9%) pour les spécimens de RPCU < 0,2.
4/12 (soit 33,3%) pour des spécimens de 0,2 < RPCU <0,5.
7/12 (soit 58,3%) pour des spécimens de 0,5 < RPCU < 20.
0% pour des spécimens de RPCU =2 0.

L’erreur de classification semble majorée pour des spécimens dont le RPCU est élevé.

Cependant, ces chiffres sont a manipuler avec précaution, étant donné le peu de recul et le peu

de spécimens que nous ayons dans les classes hautes (un unique spécimen de RPCU = 2,0,

seulement 2 de 0,5 < RPCU < 2,0 dont un proche du seuil de 0,5, et 2 de 0,2 < RPCU <0,5).
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De plus, ce tableau simplifie les données puisqu’il ne précise pas si I’erreur de classification

persiste au cours du temps ou bien s’il s’agit d’une « valeur aberrante ».

Tableau 9 : Erreurs de classification des spécimens papiers obtenus par trempage de JO a J5
par comparaison avec la valeur de RPCU obtenue par la méthode de référence, dans 1’étude

de simulation des conditions de prélevement d’un propriétaire a son domicile (partie 3 du

protocole).
Spécimens « bien classés » Spécimens « mal classés »
RPCU<0,2 0,2<RPCU=0,5 0,5<RPCU<2,0 RPCU=z=2,0 | RPCU<0,2 0,2<RPCU=<0,5 0,5<RPCU<2,0 RPCU
JO 20 1 2 0 0 0 1 1
! 19 0 1 0 1 1 2 1
12 19 0 2 0 1 1 1 1
J3 19 0 1 0 1 1 2 1
J4 19 0 1 0 1 1 2 1
J5 19 0 1 0 1 1 2 1

D’apres le tableau 9, 2/25 (8%) des spécimens papiers ont été « mal classés » a JO, ainsi que
5/25 (20%) et 4/25 (16%) a J1 et J2 respectivement, et enfin 5/25 (20%) des spécimens
papiers a J3, J4 et J5. Cela représente une fréquence moyenne d’erreur de classification de

17,3% sur spécimens papiers entre O et 5 jours post-séchage.

D’apres les RPCU obtenus par la méthode de référence, 20 spécimens ont été définis comme
étant non protéinuriques, 1 douteux et 4 protéinuriques (dont 3 avec un RPCU compris entre
0,5et20 et 1 avec un RPCU supérieur ou égal a 2,0).
Finalement, la fréquence moyenne globale d’erreur de classification des spécimens papiers au
cours du temps est de :

- 5/120 (4,2%) pour les spécimens de RPCU < 0,2.

- 5/6 (83,3%) pour des spécimens de 0,2 < RPCU <0.,5.

- 10/18 (55,6%) pour des spécimens de 0,5 < RPCU < 20.

- 6/6 (100%) pour des spécimens de RPCU = 2.0.
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Comme précédemment, il faut considérer ces chiffres avec précautions étant donné le peu de
spécimens a disposition, sauf peut-&tre pour les spécimens non protéinuriques. De plus,
I’erreur de classification de 100% constatée pour 1’'unique spécimen de RPCU = 2,0 n’a pas
de conséquence clinique grave puisque le spécimen en question présente des valeurs de
RPCU sur spécimen papier toujours tres largement supérieures a 1,0 (protéinurie

indiscutable).

Finalement, les résultats concernant la fréquence d’erreur de classification des spécimens a
partir des RPCU obtenus sur spécimens papiers comparés aux RPCU obtenus par la méthode
standard sont satisfaisants, avec toutefois la réserve du peu de recul et du peu de spécimens
que nous avons. Il faut souligner qu’une part potentielle d’erreur de classification des
spécimens peut étre liée a I’imprécision de 1’analyseur. Les CV calculés a partir des controles
de qualité quotidiens pour la créatininurie, la protéinurie et le RPCU étaient de 10,2%, 11,2%

et 7,8% respectivement.

Pour affiner 1’approche, il pourrait €tre intéressant d’estimer la fréquence d’erreur de
classification avec la méthode sur spécimens papiers pour des urines dont la valeur du RPCU
obtenue par la méthode de référence est proche des seuils décisionnels de 0,2 et 0,5. 11
faudrait néanmoins tenir compte de la variabilité analytique du RPCU pour déterminer les
valeurs seuils a partir desquelles un spécimen serait considéré comme « mal classé ».
Finalement, I’interprétation de ces chiffres serait délicate et son intérét limité. D’ autant plus
que D’interprétation méme du RPCU autour des seuils de décision est sujette a controverse et
qu’il est conseillé de réaliser un suivi de I’animal dans ce cas pour confirmer ou infirmer la

suspicion de protéinurie.

2.5. Répétabilité et reproductibilité

Le contrdle de répétabilité effectué sur les spécimens canins a montré qu’il n’y a eu aucun
effet significatif du papier utilisé ou du numéro de 1’essai a chaque échéance (ANOVA, p >
0,05), excepté pour le numéro de 1’essai a J4 (p = 0,019 avec des résultats légerement

inférieurs (0,08 en moyenne) dans la 3°™ que dans la 2°™ série) (Tableau 12).
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Les CV médians étaient voisins de 10% mais ont vari€ trés notablement en fonction des

spécimens, de 0,0% a 85% (Tableau 12).

Tableau 10 : Imprécision de la mesure RPCU de JO a J5 via le calcul du coefficient de

variation (CV) moyen, médian, minimum (mini) et maximum (maxi).

JO J1 ]2 J3 J4 J5
CV moyen 14.1 13.8 10.6 14.6 16.2 104
CV mini 22 2.6 29 0.0 0.0 0.0
CV maxi 64.2 85.1 44 3 614 61.1 38.3
CV médian 10.5 10.1 70 73 74 8.1
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Figure 31 : Scatter plot représentant la distribution des n=9 valeurs de RPCU obtenues pour

chacun des 30 spécimens a TO.
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Figure 32 : Scatter plot représentant la distribution des valeurs de RPCU (n=9) obtenues pour
chacun des 30 spécimens a TO avec une restriction d’échelle (permettant de mieux se

représenter la variabilité intra-individuelle).

L’examen détaillé des 9 résultats obtenus chez chaque sujet chaque jour montre que la
variabilité est telle que les séries de résultats de certains animaux se situent de part et d’autres
des seuils décisionnels de 0,2 et 0,5, voire du seuil de classification clinique de 2,0 (exemple a

JO, Figures 31 et 32).

Le contrdle de reproductibilité effectué de JO a JS sur les 3 spécimens papier traités 3 fois
(n=9) a montré un effet significatif du jour sur les valeurs observées (ANOVA, P =
0,000) mais peu de différences entre les paires d’observations, n’entrainant les
franchissements des seuils de décision de 0,2, 0,5 et 2,0 que dans peu de cas (Figure 33). Le
CV médian calculé sur les moyennes quotidiennes (n=9) de chaque spécimen était de 12,1%,

avec un intervalle minimum-maximum de 4,7 a 31,3%.
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Figure 33 : Evolution du RPCU moyen (n=9) des 30 spécimens traités de JO a J5. Les lignes

rouges pointillées représentent les seuils décisionnels de 0,2,0,5 et 2.0.

86



3. Discussion

3.1.Validité du protocole expérimental

Le but de cette expérimentation était de tester si un contrdle de la protéinurie pouvait étre
effectué a distance d’un laboratoire unique sur des spécimens collectés par les propriétaires en
personne.

Cela a justifi€ les étapes successives du protocole qui a montré :

1/ Que la mesure du RPCU était possible sur des spécimens d’urine collectés sur des papiers
absorbants conservés plusieurs jours.

2/ Que cette mesure du RPCU donnait de moins bons résultats si les spécimens étaient

obtenus par trempage d’un papier et non par dép6t d’un volume contrdlé d’urine.

Le dernier point nécessite d’étre approfondi dans deux directions. Il peut étre envisagé de
donner au propriétaire dont le chien est suivi une série de papiers et un compte-gouttes, en lui
demandant de déposer 4 gouttes, soit environ 200 uLL d’urine sur les papiers. Cela impose
cependant que le propriétaire recueille I’urine lors de la miction dans un récipient. Une autre
piste est celle de collecter I’urine directement a partir d’un spécimen émis sur le sol avec les
éventuels effets de la contamination et encore d’un volume incertain, surtout sur un sol
absorbant.

Un autre aspect n’a pas été completement testé : la stabilité des spécimens lors d’envoi postal.
Il parait peu probable que I’expédition de papiers séchés dans une enveloppe modifie la
composition des spécimens, mais les délais pourraient éventuellement excéder ceux pour
lesquels nous avons testé la stabilité du RPCU.

Enfin, I’analyse de spécimens collectés sur papier ne permet pas de s’assurer des
caractéristiques des urines collectées, notamment de possibles altérations cytologiques, une
leucocyturie par exemple. Une analyse simultanée avec une bandelette urinaire détectant la
présence de leucocytes aurait peu de valeur vu le manque de sensibilité et de spécificité de

cette analyse dans les urines canines.

3.2. Imprécision de la méthode d’analyse sur papier absorbant

Les résultats ont montré que dans la majorité des cas, toutes échéances de stockage comprises,

les spécimens €taient classés de maniere identique par la méthode sur papier et la méthode de
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référence en fonction des seuils de 0,2, 0,5 et 2.0. La réelle question pratique se posant est

celle de la classification des spécimens au voisinage de ces mémes seuils.

Une partie de I'incertitude tient a la mesure habituelle du RPCU. Dans le cadre de cette

expérimentation, les CV de I'imprécision calculés a partir des contrdles de qualité quotidiens

pour la créatininurie, la protéinurie et le RPCU étaient de 10,2%, 112% et 7.8%

respectivement. Dans une étude précédente, la fréquence des erreurs li€es a I’imprécision avec

la technique habituelle de mesure du RPCU autour des seuils décisionnels de 0,2 et 0,5 a été

évaluée a 20% et 43% respectivement [71]. Cela est d’ailleurs cohérent avec les stratégies qui

ont été proposées :
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Pour le dépistage des protéinuries, ou la recommandation est de 1’observer dans au
moins 3 spécimens collectés sur 2 semaines minimum [31].

Plusieurs recommandations et stratégies différentes ont également été évoquées afin
de s’affranchir de la variabilité analytique du RPCU. En médecine humaine, on
considere qu’il faut 5 spécimens pour disposer d’une estimation fiable du RPCU, sans
préciser toutefois si ce nombre differe selon la valeur de la densité urinaire (la
variabilité analytique du RPCU étant majorée pour des spécimens fortement dilués)
[71]. Pour des spécimens canins dont le RPCU basal est inférieur a 4, 1’estimation
donnée sur une analyse unique d’un spécimen a un instant t est tres fiable [55]. Un
suivi est néanmoins fortement conseillé pour un RPCU proche des seuils décisionnels

0,2et0.5).

La surveillance du RPCU chez le chien : certains ont suggéré d’utiliser des pools
d’urines de 3 jours pour limiter la variabilité intra-individuelle [55,59]. D’autres
auteurs ont montré qu’il fallait 4 a 5 mesures pour obtenir une valeur fiable de
spécimens dont le RPCU est supérieur a 8 [55,58]. Pour des valeurs de RPCU
comprises entre 4 et 8, répéter la mesure sur 2 a 3 spécimens distincts (spécimens
analysés séparément ou poolés et prélevés sur une période de 3 jours minimum)
permettrait d’améliorer largement la précision de [’estimation [55]. Néanmoins,
I’intérét de suivre la valeur du RPCU chez un animal présentant de telles valeurs reste

limité (éventuellement évaluer 1’efficacité d’un traitement).



Par conséquent, il semble que I'imprécision de la méthode sur papier absorbant pourrait
également étre palliée par la réalisation de plusieurs prélevements le méme jour ou plusieurs
jours consécutifs, que les papiers collectés pourraient €tre poolés etc... Mais cela nécessiterait

des études complémentaires.

3.3. Méthodes alternatives a la mesure standard du RPCU

Le suivi du RPCU peut actuellement étre effectué soit dans un laboratoire d’analyses de
biologie médicale (LABM) vétérinaires ou humaines, soit dans le laboratoire d’une clinique
vétérinaire. Dans ce dernier cas, quelques cliniques disposent d’automates permettant une
détermination habituelle de ce rapport a 1’aide de réactifs liquides ; un nombre plus important
de cliniques possede un automate utilisant des réactifs a usage unique sous forme de supports
multi-couches pour le dosage de la créatinine et des protéines urinaires ; enfin, quelques
cliniques peuvent avoir de petits réflectometres portables, lecteurs de bandelettes réactives,
permettant une évaluation semi-quantitative du RPCU. A notre connaissance, seuls ces

derniers ont été validés avec des urines canines [128-130].

Defontis et al. ont étudié chez le chien la bandelette Aution 10PA® (Aution Sticks 10PA,
ARKRAY, Kyoto, Japon) [128], qui a déja montré des résultats satisfaisants et spécifiques
pour la détection d’une protéinurie chez I’homme [131,132]. Welles et al. ont aussi étudié
chez le chien l'intérét d’autres bandelettes urinaires (bandelettes MultistixPRO®, Bayer
Corporation, Elkhart, IN, USA) [129].

La lecture de ces bandelettes peut étre visuelle ou effectuée a I’aide d’automates spécifiques
(Aution Eleven Reflectometer AE-4020 [128] et Clinitek50® Analyzer [129]). Des études en
médecine humaine ont préalablement établi la supériorité de la lecture automatisée a la lecture
visuelle [133], confirmée chez le chien [128]. L’intérét d’utiliser un analyseur est de
standardiser les résultats (d’un observateur a I’autre notamment) et d’éviter aussi les erreurs
de transcription. Cependant, cette supériorité n’est pas absolue. En effet, le calcul du RPCU a
partir d’une lecture visuelle des plages créatinine et protéines des bandelettes MultistixPRO®
présentait une sensibilité de 61,3% et une spécificité de 97,1% a détecter des spécimens
protéinuriques (RPCU > 0,5) contre une sensibilité et spécificité de la lecture automatisée de
90,3% et 66,7% respectivement dans la méme étude [129].

D’apres 1’étude de Defontis et al., il existe une bonne corrélation entre les résultats de la

bandelette Aution I0PA® pour la protéinurie et la créatininurie avec les méthodes standards
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d’analyse quantitative (coefficients de corrélation de Spearman rs = 0,88 et rs = 0,86
respectivement) et une corrélation moyenne pour le RPCU (rs = 0,75). Celle-ci a aussi
présenté une tres bonne spécificité pour le RPCU chez le chien a une valeur seuil de 0.4
(spécificité de 91,2% et IC 95% =[81,8-96,7] ; sensibilité de 84,8% et IC 95% =[68,1-94.9])
[128]. Cela en fait a priori un outil trés intéressant et hautement spécifique pour exclure une

protéinurie a partir du RPCU.

Dans tous les cas, les mesures du RPCU dans les cliniques vétérinaires ou des LBM humains
permettent une bonne comparaison entre analyses consécutives chez le méme sujet si les
conditions d’étalonnage et de contr6le de qualité sont respectées, ce qui est garanti dans les
LABM humains. Cependant, la majorité des cliniques vétérinaires ne disposent pas
d’analyseurs permettant la mesure du RPCU et le recours a un LABM humain n’est pas

toujours facile.

L’avantage majeur d’une collecte des urines par les propriétaires eux-mémes et de 1’envoi de
papiers a un laboratoire est celui de la praticité : possibilité de multiplier les spécimens, de les
pooler, de les expédier par la poste. Cela constitue la base de possibilités de surveillance
appréciables surtout dans les populations canines a risques chez les éleveurs [134], en gardant

le contact avec le vétérinaire mais sans le surcharger avec des examens répétitifs.

Au plan financier, le colit d’un tel examen est celui d’une analyse habituelle, méme si le délai
de préparation du spécimen est plus long: «hachage » du papier, mise en solution et
centrifugation sont des étapes préalables prenant quelques minutes. S’y ajoutent le colt

négligeable du papier absorbant et celui limité de 1’envoi postal.

Cette méthode n’offre pas un intérét majeur pour le dépistage de la protéinurie qui peut étre
faite en routine avec les bandelettes habituelles, y compris directement dans les élevages par
les propriétaires d’animaux a risques de développer des néphropathies congénitales. Mais la
mesure du RPCU sur spécimens urinaires collectés sur papier absorbant et 1’analyse dans un
méme LABM vétérinaire (ou humain) offre une perspective intéressante en permettant aux
propriétaires, sur les conseils de leur vétérinaire, de multiplier les collectes et de préparer eux-
mémes les spécimens, tout en limitant le cofit global de la surveillance du RPCU chez les

sujets justifiant ces controles.
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CONCLUSION

La premiere évaluation de cette méthode de mesure du RPCU sur spécimens papiers a permis
d’en démontrer la faisabilité et d’en valider les principes et grandes lignes techniques. Cette
méthode faciliterait et simplifierait le suivi du RPCU d’animaux protéinuriques ou a risques
de développer une néphropathie, tout en limitant le colt global de ce suivi. Les résultats

obtenus dans des conditions standardisées sont sensiblement meilleurs que par trempage.

On pourrait aussi envisager une comparaison de la méthode introduite ici avec les méthodes
semi-quantitatives de mesure du RPCU via des bandelettes urinaires développées initialement
en médecine humaine, bien que leurs intéréts soient sensiblement différents. En effet, la
méthode développée ici présente I'intérét de s’ affranchir de la consultation systématique chez
le vétérinaire et de permettre un suivi quantitatif et simplifié de la protéinurie, alors que les
bandelettes urinaires permettent un diagnostic et une caractérisation de la protéinurie au
chevet du malade dans le cadre d’un dépistage. De plus, la lecture de ces bandelettes ne peut a

priori se faire qu’en structure vétérinaire (la lecture automatisée étant fortement conseillée).

Cette méthode de mesure du RPCU sur spécimens urinaires collectés sur papier absorbant
présente donc des perspectives intéressantes, surtout dans le cadre d’un suivi vétérinaire
d’animaux suspects ou atteints de maladies rénales, mais des études complémentaires sont

encore nécessaires afin de la rendre aisée et reproductible pour un propriétaire.
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Annexe 1 : Imprécision du dosage des protéines urinaires par le rouge de
pyrogallol (synthese bibliographique)

, Nature des Caractéristiques des spécimens/solutions de
Etudes Valeur des CV
Ccv contrdle utilisés
40 spécimens
Watanabe et al, intra-essai <3.3%
1986 Concentration moyenne en protéines de 0,8g/L.

inter-essais Idem 2.9%
0,086g/L 9.26%

intra-essai  1,173g/L 1,71%

Orsonneau et al,
1,.924¢/L. 1,48%
1989

Urine de contrdle a 0,136g/L de protéines 12,5%

inter-essais
Urine de contrdle a 0,348g/L de protéines 7.8%
28 spécimens

intra-essai 3,7%
Urine de contréle (niveau 1)
28 spécimens

intra-essai 1,4%

Fiorina et al,

Urine de contréle (niveau 2).

4 spécimens

Entre 1,2 % et 6,2

2001 intra-essai  Concentration en protéines comprise entre o
(%
0,128g/L et 0,74g/L
2 spécimens de concentrations en protéines
Entre 1,3 % a 3,7
inter-essais  égales a 0,24 et 0,74 g/L o
(%
28 essais indépendants
intra-essai ~ Albumine a 0,1g/L 7.2%
Albumine a 1g/L. 2.1%
Globulines a 0,1g/L. 6,2
Behr et al, 2003
Globulines a 0,1g/L. 1,5%
intra-essai  LCR a 0,33g/L de protéines 1,6%
inter-essais idem 4 4%
8,3%,1C 95% =
Rossi et al, 2012  intra-essai 25 spécimens d’urines
[1,9-29,7]

Le CV intra-essai a été€ estimé a 7,2% et 2.1% pour des solutions d’albumine a 0,1 et 1,0 g/L,
respectivement, et a 6,2 et 1,5 % pour des solutions de globulines a la méme concentration

[4]. Bien que ces résultats concernent un LCR (a 0,33 g/L de protéines) et non des urines, il
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est intéressant de préciser que dans ce cas, le CV intra-essai a été estimé a 1,6 % et le CV
inter-essais a 4,4 %. Une autre étude plus ancienne (1986) qui comparait la méthode au rouge
de pyrogallol a celle du Biuret pour mesure la protéinurie a quand a elle obtenu un CV intra-
essai inférieur a 3,3% et un CV inter-essais de 2,9% (a partir de 40 spécimens présentant une

concentration moyenne en protéines des spécimens de 0,8 g/L) [2].

Dans une autre étude, le CV intra-essai a été calculé a 3 niveaux : pour une concentration
moyenne en protéines de 0,086g/L, le CV était égal a 9,26%, a 1,173g/L le CV était de 1,71%
et pour une concentration moyenne en protéines de 1,924g/L, le CV était de 1,48% [3].

La précision inter-essais (a partir de 2 urines de contrdle) a quant a elle était calculée égale a
12,5 % pour une urine présentant une concentration moyenne en protéines de 0,136g/L et

égale a 7,8% pour une urine avec une concentration moyenne en protéines de 0,348g/L [3].

Un contrdle de qualité quotidien avec deux urines de contrle de deux niveaux différents a
permis d’observer des CV de 3,7% (niveau 1) et de 1,4% (niveau 2) sur 28 spécimens [10].
Par ailleurs, dans cette méme €tude, la répétabilité (CV intra-séries) a été évaluée a partir de 4
échantillons dont la concentration protéique était comprise entre 0,128 et 0,74g/L. De la
méme facon, la reproductibilité (CV inter-séries) a ét€ évaluée a partir des résultats obtenus
avec deux spécimens de concentrations égales a 0,24 et 0,74 g/L au cours de 28 essais
indépendants. Finalement, les CV observés lors des essais de répétabilité varient entre 1,2 %
et 6,2 %, et ceux des essais de reproductibilité¢ de 1,3 % a 3,7 % [10]. Cette étude rapporte
aussi des dispersions inter-laboratoires lors du Contrdle National de Qualité des laboratoires
d’humaine en 1997 importants (CV inter-laboratoires tronqués a 13.5% pour les valeurs
basses, 12.2% pour les valeurs hautes) [10]. Par ailleurs, le CV intra-essai pour la
concentration en protéines urinaires calculé dans une étude portant sur la variabilité

analytique du RPCU est de 8,3%, IC 95% =[1,9-29,7] [20].
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Formule de consentement éclairé n°

Annexe n° 2 :

Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée

T ONALE ENVT, 23 Chemin des Capelles, BP 87614 Formulaire de
31076 Toulouse Cedex 3, France
B 1 +33 561 193 831; mail c.trumel@envt fr consentement
pd . e
éclairé

Détermination du RPCU chez le chien a partir de spécimens collectés sur papier absorbant

Etude effectuée au LCBM de ’hépital de ’'ENVT entre février et Juillet 2012.

Le but de cette étude est de comparer les résultats de mesure du rapport de protéines urinaires
sur la créatinine urinaire (RPCU) dans des spécimens d’urines fraiches ou stockées sur papier
absorbant séché a 1’air libre. Ces derniers sont analysés apres des durées variables apres
lavage et récupération de la solution de lavage. L’intérét de cette méthode alternative de
mesure du RPCU se justifie par le fait :

- Qu’envoyer ainsi par la poste des urines recueillies sur papier absorbant par le propriétaire a
son domicile, simplifierait le dépistage et le suivi de chiens prédisposés a développer des
affections rénales telles que des glomérulopathies,

- Que cela permettrait de limiter les biais analytiques liés aux méthodes et machines en

centralisant I’envoi de tous les prélevements vers un méme laboratoire de référence.

Aucun acte invasif n’est réalisé sur les animaux inclus, les urines sur lesquelles sont
réalisées les analyses sont récupérées par miction spontanée lors d’une sortie en

compagnie du chien.

Je, soussigné(e) ......ooovvviiiiiiiininn.. ,
Propriétaire du (des) chien(s) :

Atteste avoir lu les paragraphes précédents et avoir accepté que les urines de mon (mes)
chien(s) puissent étre utilisées dans le cadre de cette étude.

Atteste avoir été clairement informé du caractere facultatif de cette étude et avoir
conscience de ma totale liberté de refuser que mon chien y participe.

A le

Signature :

1N




Annexe 3 : Réactif rouge de pyrogallol (dosage des protéines urinaires)

ce [[Preremm

Protein in urine and CSF
Pyrogallol red. Colorimetric

Quantitative determination of total urinary and CSF
protein
VD

Store at 2-8°C

PRINCIPLE OF THE METHOD

Protein react jn acld solufion with progallol red and molybdale to
form a colared complex.

The intensity of the color (ormed is praportional lo the prolein
concentration in the sample'™.

CLINICAL SIGNIFICANCE

In healthy persons, Lhe urine contains no pralein or only a trace
amount cf proteln; normally the glomeruli prevent passage of
protein from the blcod to the glomerular fitrate. Glomerular injury
causes increased permeability to plasma proteins, resulling in
proteinuria, which refers to the presence of prateln In the urine.

A persislen! finding of proteinuria is the single most imporiant
indication of renal dizeasa.

Elevatad concentration of protein in cerabro-smml fluid (CSF] can
be cause by Infections and iniracranial pressur:

Clinical diagnosis should not be made on a mglu test resull; il
should integrate clinical and olher laboratory data,

CALCULATIONS
Urina24h

(A)Sampis

mst x 1000 {Standard conc, Jx vol, (L} wrine 24 h =mg proteini24 7

CSF

((AA)?M” x 1000 {Standard conc.)= mg/L preteln in the sample

QUALITY CONTROL
Each laboralory should establish its own Quality Central scheme and
carrective aclions if controls do not meet the acceplable tolerances.
REFERENCE VALUES®
Urine:
CSF:

<100 mgi24 h (< 150 mgf24 hin plegnancy)
Children 300 -1000 mglL
Adults 150- 450 ma/L

These values are for orienfation purpose; each labaratory should
establish ils own reference ranga.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

e = range: Up to fingarily limit of 4000 mg/L.
R . | Pyrogallol red 50 mmolL if the resulls cblained were greater than lineardy limd, dilute the szmple
Sodium molybdate 0.04 mmolL 1/2 with NaCl 8 g/L and multiply the result by 2.
A - Results obtained using SPINREACT reagents (y) did not
4 PROTEIN CAL | Albumin/Globulin aquecus primary standard * | show sy £ when d with other commarcial
1000 mg/L. reagents (x).
The results of the performance characteristics depend on the analyzer
PREPARATION used.
The raagenis are ready to use. " FE%;NCES
STORAGE AND STABILITY Hemolysis

All the components of the kit are stable until the expiration dale on
the label when stored fightly closed al 2- 8°C protected from light
and eonfaminations prevented during ther use. -

Do nat use reagents over the expiration date.

Signs of reagent deterioration:

~ Prasence of particlas and turbidily.

- Blank abscrbance (A) at 588 nm = 0.30.

ADDITIONAL EQUIPMENT

— Spactrophotomaeter or colorimeler measuring at 598 nm.
=Malched cuvettes 1.0 cm light path.

—General laboratory equipmoent.

SAMPLES
- Urine 24 h: Stability 8 days at 2.8°C.
= Cerebrospinal fluid (CSF): Stable 4 days at 2-8°C.

PROCEDURE
Assay conditions:
Wavelenglh: ..........0.0iien s aans 508 nm
Cuvetber . ..o ssasmanssinias e 1 cm light path
TONPETIONE . cooovvo s sienimmraraes s 37°C / 15-25°C
2. Adjust the instrument to zero with distilled water.
3. Pilpettz Into a cuvette:
Blank Standard Sam)
R{mL) 1.0 1.0 1.0
Swaml"ﬂﬁ LE1] (uL} e 20 =
Sample (L) - - 20
4. Mix end incubate for 5 min at 37°C ¢r 10 min at room
{empersiure (15-25°C).

5. Read the abzorbance (A) of the samples and Sfandard,
against the Blank. The color s slable for al least 30 minules.

A list of dugs and olher inlerfering substances with protein
determination has besn reported by Young el, a1,

NOTES

1. |2 PROTEIN CAL: Procead carefluly with this preduct bocause dus ils
nature it can gel eenlamined easlly.

2. Calibration with the aqueous standard mey cause a systemaﬂu esar in
automalic precedures. In these cases, il is recommended lo use a

sarum Cakbeater,
3. Use clzan disposable pipeite fips for ils &pemadon
4. Spinreact has Instruction sheets for tl lyzers.

Instructions for many of them are avallable on request.

BIBLIOGRAPHY
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Young DS. Effacts of drugs on Clinical Lab. Tesis, 4th ed AACC Press,
985,

1 3
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Réactif Jaffé (dosage de la créatinine urinaire)

Annexe 4

LEIADEZRIAI - [fROnG - WeOBIAI MMM - $C 88 §8 19 $10) €€ ¢ 0 - ¥ 88 88 19 S10) €€ © L - QUYNI SHLAYEVT (081¢€ - 190443 3002 °C - YIALIN

re z€ (9% A'D
oro $0'0 (A as
18w ™1 auAOI

unx suy

1T (43 ) AD

oro SO0 CrpAw) a's

I8 L SuBakopw

TUSATN TWoeaIN un gy

¢ mowsTIy
{1p8w) og'0- (B 000 2I10,] § PULPIO
vl No _ auag
15660 UORETALICO 9P WALI20)
(Tp/Aw) goe- : (Tp/Fw) 9'vz-Z o A
Sy SmojmER, P sased ap GWON

sﬂ_.. Ly

 SIURALS SJI[NSN B3] SHUOP WD QIS
rflajopoipzt S 12 AMp9o0ad aad DD SRS e SIAREIKILICD SIPrIP S

+ saponryE 3 Bosyrawdmor)

T/ 07 % 0 9P PP 1831530 3 ‘SUONLPADO SIAUOQ 53] SUR

: LrBUYY

STONVIMOIHIS

"SOURI 0P

saunumd saxloxd sas assy|qmp qu| snboyo anb 0J 183 [

anof @ 00'Z ~ 080 < Sunn
[P/ p' [ =050 : WRS
SANANLLLY SUNTTVA

“SINULOD SUIUMELD IP SINI[BA SIP JINT
XTRIAIU XA  HERALAD N, P USKOLE T 33(][BAIE Q113 OP JIESC 0P L9, T
ALLITVAD TTORINOD

pudosdde
ATRIG AP UsTUE LN NO UL O pRpUS asnanbe wonnjos Sun Jasinn
NOLLVHAITVD

7 ed ppdngnu
Q133 LIAIR (U IOSHE 3] 13 “NEIANOU § S3159 “OUI[ES UOTMIOS 6N INE 7
0 SPN[IP A1 IHINIOP “TR/BIN O § SAMAFANS JUOS SfeA $3] JUOP SUD|[IIEGIP S

oas0g 1 TANLOET I SAWLL WAINEAA
228071 V130
29609 TANLIAT AA SIWAL VAN
Tl JNPeREap SWOA, | X
(Tricot) T Lo OJ(TIUCGD), P IWA(OA | X2
o1 1 ALLOVANNOTILLNVHOE OLLVY
sumssio) NOLLOVERS
sl 7 LSL 30 AdAL
wrgrs AANO.A YNEANONDT
Dt SRUNLVHEJINELL

1591 AA TENATD0UD

(Z112001-208 ¥ 1Z12601-20S *3M) VIALIY
Jed (LG 0[S0 IO LONRIGITE IP 10 IQIN0D 3P [BUP0W & p
(- smojmuBgay
1 90 © X2) asdpeum, p [josedde, [ anod s|quowosueo £ g
(++'sanadid : %3) 23w | Jawadinby, [ 10 QImSIPTED 00 T
(HDTS-OE) WDLE ? HIUBGAOSYS, | JANSAL 3P 32 (Dol €}
AL ez dun JEIREL I)) ogies oskjeue,p amdde un |
INMO0J NON SIVIN SINOTY THIVINIWI TR0 INTIRALINDE

(1@ 10 Bun 8 "supuneRIs 1] ap uojsiooud
] Jo00apr 1sAnod SaUTISQNS AP 10 SANT0UP OP XUIOU WEURO U T

PR
219 ¥,nban{ snupdi| vf 3p AARLSYOIE DU, P 504 © AyWRdrY
W/Bw ¢O1
nbsn( urqruiiq B 3p aRIIUD[S BocaIRAI, P S | SWQRIINE
“1p/8w 00T B, nbsnl
3uiqegFowyq, [ Ip PAREIGINIE BRI, Sd * IMQUF0wH
n._go
12300 IILAINS SIINER ] ‘ORI 9 WO Spupdl] 19 “AUIGII|IG
1P MBI 3] JOUF panod sapngp saqp ')
SEONITHAIIIINI

Dot B smod (, SUROCU (8 TUEPLEX] SA{GEIS 1108 BULN, P

SUOI[IEYIP 3T "LCILUNLITILCS B] 30 39 VoniesoduAg, ) 9p pdasd

10 (D,02-) 71P3000 169 1,8 510w ammaysnd wepuad 1 (De8-7) stay mo
PALISLOD 18 |18 Snod § uepud UmuPs Of SUEp O|qIS 160 IWUNBMI Y '

THPERILLICOR 1B 01 [ M uomIp a0() “TREW 9 ©

dde,p a[eay wo 01N FOIN(IP AR NOP BURR, ] .~

SALHNIT < PPUBLIGSAL 183 PRAOWRY LOT LINIYE UN)
SNOTILINVEDE §3Q FOVIDOLS LY ﬂguou
§0D
auuREd TpAW ') = ¢ X .ad WAL G S-0DS ¥ QEE0 9D 9paa[p sT|d 369 R JRISH np acaGI0SGR,] €

TR : prEpuES o| P £10] Sanp d 89| sed ouuop v jpIBM O] T

§0°0 = pJepums < PN 83 R0 AT 7|
1070 w R Bp y * IS SLLOVEY IT UISITLLN SV TN
ook ALLOVIM N0 NOLLYVHONALAA

(Tp/dw) T/ 3w)
AR = PIEPCTES HOFRHUAI0D ugc

(aounqaosqy =) 13D
‘SN SUBUMASUL QP £Ip BOHSUOF

09 SPUIPOL 209 RN SUO[TNEYID, P 19 J1oUps Ip SHunfon ST ']
FTUNAIIOW VT S STLON

“PSIIAN s%dl 359, {1, nbsio] asiung v Sp pE3p00d AR MOP JUIM ST €
“qanbyip, | ans aqnbpu)
uopdusazpd ap aiep ] ¢ hbenf Squis S [ SUOIIPUOI B SURY T
(208 ¥ 2) E1RY 2 HAIISUOD DN NOPJRIEP AT |
© ALDVIY NG NOLLYAYISNOD

‘nondwiaizd ap HvEp s g,nbsnf 29geis 19 10jdwo | g 19id 159 JRIERE 9]
AILDVITE 0 NOLLYH YIRS

Weed 3f

9 B0NSIBUL | DUAT “IUI[BI[E UOAN|OS JUN 163 WMPOS 3 ApAXCIPAY,T  °¢

“SNOISOTXY Sad

WINDOAOU LNA1d FNOIUIN FAIDV.T TA NOLLYIOd VAT, T
“Df|MNUIAD DNESDOGR[IP HMO} AP 1 aead ) 29

N0 Snoy 3apag unesind wepdxo jeaie un 1o anbposd aploe, T 'z

waweabien agia vl agsoudup mog |

SNOLLAVOTU

TOF0¢Iud

e st wnIpos 3p apAXOIPAH

ww ol sabpad spioy

OOTRRUTI00S SOy
ALDVIY (U NOLLISOdWOD

"00J[IUNGDY, [ SULP UIUNEID IP JuBND € § jawuolsodosd

169 BO[IBIO[0D &) Of GIONRILICE AP XTE & "Wy [$ § posy tnd sxa|dwes un

sawe) anod ssurjese suonipaos s3p suep snbiexd apioe, | sown 33eps supunED T
[pBunso aunor)

0]0I214-OUINOYID oXBIdOD S0 SI0UD|d + SUNIOZD

wonuy

DN

‘av0gama ap

saipdy $3] 15 sauposd Saf 2aae | 53¢ Jas1unNuIL od QUMLH|Y sanne,p
onb 1sure %NS un ey sk gy d uf ap uSPEIYIPOLY BUn
AN IPRRQ “AULAINS POIPPI B “SIOUNIR N 53| Su._zv—uﬁ.&ju sapedes Y08
£2)|9 723 spcpR XA UOS « PUID 0 d 897 "sI0y 20 539 1|4
anod ﬂen?_u.&uea wo Sn_vﬂxﬁ_ L] 8 SuopEatppo say soangd 3 19 seainosd

£ analns 189 LRI A1)
.85_... snjd ] 20031 153 Affer n_BEuE L] .!&uv SNLIIP PP WA SIPGIPL
Simalsnd onb uKeg "OuI|EI|E UDINES pan st anbuaid SPIoe, | ST V0T

aun ywenbipdus “OuIIEII B Jagpuwnh sned SpeuiBL SUN ALIIP AT GR]T T

FAOHLIW
P 0 32 2043 ‘aa11s33
anbespred asuesisul 3aae [#U umdues 5.: np _Sauao. SQUFBULIN $DE0A
SIP LONAAISQO * (SMRIT 559 50 SUEP 0 O BaWIN) DR 3 vanesn)y
] O DSSING JAL 'SI|BURL SIOULSIIASUL 1O 0w 2p 210] w08

AP SPAD[P XN £2(] “UUN, [ IP SwesOdiod sanNE, P smsay gy anod _:u_ﬂa_unuﬂ
LS ¥3 "SHTURAL SIKRIP IP SURJIIHAINS P £I0] JELNIUITOU ‘SIET SUONIBO]
SIP TUDAEANFEN T 10 IISOUTEEP 3] SUEP AN 183 LU ] 3P S ]

NOLLYOTI'TdXJ LT INNSTI
,nxb__.uu P spauedde
59p IS “QULIN, | 13 WIS B] SUTP SKILIFEAL 1] AP v 3 4004
NOLLVSTILLN
[WSTY AP TOXTL
vstr M-HOL {98 YIALLXA
dvd TTAVIS
AANOIT ALLIVEE ONOIW
* ANINILVIID

rs

105



Annexe S : Liquichek Urine Chemistry Control niveaux 1 et 2

e m——

Liquichek™ Urine Chemistry Control

Levels 1 and 2

397 Lewd 12x10mL Level i 62841
REF| 1 ez i2xiont VD] o3 EXP 2009-09:30 LOT] 200
- 385X Bilevel MiriPak 2x 10 mL c € - - Lovel2 62042
ENGLISH -
muﬁ BNSCHRARKUNGEN

Liguiche Usite Chemisiry Control is inlended Yor 152 25 an assyyed quaily contead urize 10 monbor tha precsion of
Ehoatory Wslivg prozedires for e analyiss 532 in Bis packaps insert.

1. Das Frodukl michl razh dem angegebenzn Varkslsdatum versatden.
2. Solie @2 Koresile A engr odar eira sturks Tritung sfwesen, i siz
2 wneTiE

SUMMARY AND PRINCIFLE

The 53 of queity antiol malerifs isindicaled as an obi:thg of the precielos of mehods 308 techni
1430 an3 & an Irinral part of good fehorcry pracihzes. Tao bats of canfrol are swalisdls B alowr o1
manlorrg withis he elinicel rarge.

REAGENT

This profuct & preperzd rom human wing wilh acded corsfuents of humen and asimal odgis, chemicels,

presenatives and stabilzess, The coetral b5 peosied in Instd form for conveniece.

STORAGE AND STABILITY

This raduct uﬂumﬂcwaummmmmnmouuwamr& Onze the cantrol is op2nzd, al

anaysss et be siabis for 30 days whan stoced 1ightly cagped at

This prodet is shipped undsr reliigeraled consitions.

PROCEOURE

This prosict shosdd be trzatas the same 23 pafient s

atoompanying 16 Instrumant, kX, of rzagent bteg usid.

Btfore samyding, akcey the control %0 reazh soom lemparatur? (18 10 257C) and swirl gy 1 etsure omogensly.

Disprss of any ciscanded malerige in 2ecordanca wih the raguirements of your focal aasty mamgsment autrities.

mguummwmrnmmnﬂemmmummmmwwwm

LIMSTATIONS

1. This peoduct should not b2 used past tha exgireiion dite.

2 Weere b avidancs of microbial cordaminalion o sypassive turtifity b Ihe procuct, dscard the vl

3. Ceaallring values mey Qradually decreass over ®a produst shall ife. indvidia mEans may y

£l cutside of ths comrespend ng ranges printed n this Insert.

4. This preduct 5 oot infendsd fec use 35 a slandard,

ASSICRNENT OF VALUES

Mmsnm»swwumhmmmbmummmwmsmmmummm

uas listed were psricamad by o reagent andlr i using menulictrer
mum:.mmmmnlmmummmummmmu-n

accoptable range: hawave; labiratory mears may wary {iom e isted wakes during tha ifa of ths

@0d ne In with &

kmumnin
estabiish its own means and acceptatle ranges and use those provided only &5 qulles.
mmmmm

der rigid quaity conlrel standerds. To obtain corsistant vk
Io-\hlmym»s.wmumlmnmwmmmnmdlm 5 descrines,

OEUTSCH

VOAGESEHENDER VERWENDUNGSZWECK

D8 Uquichek Urine Chamistry Cordeol dent ais Qramdl firdn g p der s Gesem
Oytentia2 angegebanen Matheden,

EINLEITUNG UND ZUSAMMENFASSUNG

D -V von Quaitilsk jeitiven Beurtslutg der QuaWat von = Labor
mmwnm mmoanmw ‘I'ldmlun wnd 5l eh wlﬂuﬁ:hﬂ Eestandtal dor guttn Laborpracis. Ois 2w Level
diaser ¥eal ;3 Cutie: iber den pasamien Miisch reesaniin Birskh
REAGENZ

Qe Prodifal 81305 Hamenurin it ZusBze won wnd feriszhan Crosik
sowia K Di Komrode 51 gebraschsfortlg, fissy ued adurch sehe
antach # der Aneendung.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Dieses Produit b1 bs zum anpepsbanen Verbilsdaium shbil, wesn sun;ﬂmut bei 2-8°C gelzgert wird Mach dem
QOttsan sind als Analaz 30 Tags etatil, wemn dia ¥entrole fest 25T wid

Dla3ts Procuit wird ekinit versendt.
HAKDHASUNG

3 amnnmmmmlmunmmmmamndsmmmmwnm
Lator n desim Oawnthatt angrgchmen 2stissyen

5t 2r ak

mhmmmmam\mnummmnusmmmwmmnmuw
Ois angegaberen Tests warden won din

mwmmmmnmwm”ummmemmm
Ofe Mitiztwerta dér eiraaien Lzbors soften im entzprechincen Ataspianztamich liapsa dis

ﬁ#“mw“fmw

Gerdle
Harsiler auréckaufiven. Jocam Lader wird g
filsr axfgefiihien kdigfich 3% Rictawerte 1 betrachisn.
SPEZIFISCHE EIGENSTHAFTEN
mmuwmmsﬁwa lnmimnmmm&nwmhwn
Richigs und pridise Egebeissy erbsccan 3 98y

FRANCAIS

UTILISATION

Le Liguichek Urke Clemistry Control st desting 3 Ure utlisé comme erine de conkife de qualisé doss pour b
sorviilencs da B pdcsion des protnzo'ss denalysa en leboretuire pror les aral/iss idiquis sur ot rotia,
INTRODUCTION ET PRINCIPE

Uusisaticn d» ssbstences o2 conlebie 02 la quails est indigués comes wne Svaluation chppclla di  précsion das

& techrtiques en vigaeur of G2 par imigrante dis boanes prliqees de biorkle. Deux rivtdux de
conirls scol dspowties pow sunelier i periormancs dans s plaga cinigue.

REACTIF
nm:umawmmaummmmmmammmmnm

des produls s sgmale de Contfrife 2 pré<ens tous ena (Quids.
CONSERVATION ET STABILITE

Ca procul! est stadiz jisqua £ dal 63 péremplion lorsu Tl est consened non ouart entse 2 ¢f 6°C. Lise fois contrdiz
ouvert, 1ous ks aralytes sont stables pendant SO ours s sort conserviss biea bouchiés entre 2 et 5°C.

Cz procufl 25t expddé 013 Condisars C2 iédvijéaatitn.

HO0E OPERATOIRE
o-mnnmmnuummqmmmmmmmammmhma#ma
Fappaseil, & 8 troesss ou 2u réactf ofifisds.

Jesznl defiachuer Nechantifomage, atfendre que Ie contrife $2it 3 tempéanyre ambiaste (erire 18 e 25°C) o secouer
T fiaoon awc précauion pow ganntly wme tomrs homagéntiié.
mmwmamnmnmmxmmmmwmlmnmmsdeosfmds
msrmammmu. ctes (9 bomtau de vents koal cu fe servoe tcholive @8

m

1. e pas ctfan oo prod et au-deld d3 B ca de pimmpticn.

2. Sile prodsit €51 trouble ou sembre avor dté expesd A das conaminations microbiennas, et ¢ fizacon,

3. Les wieurs o afativins prunt satai(r gradselzment as cours de 12 consanvaion o l3s mayarees dos
Eboranisas adMidues pecent fisir par 6 trouver hies das plages <o indiqydss sur cat? solize.

4. Gz peoduil o'ast pas oorge pour e wilsd oomme éioe.

DETERMIRATION DES VALEURS

Les valeurs mogenses Rjurast sur cetts nctite sont le risyhiat co cosages répftds et som spéofiques de e kt &

mtﬁmbﬂwmumwhmmmmummesummmummaamm

€8 rhictis walidés pir & Bilbiicant ot dua &tantliorrage repsertatf de ce It de contidle. Les mopemes

ndwidustes debeeat s Sowar dans fa piags acteptadls comesgondinis ; capzndent, efes pavvart varlr pendant b
Garde &a via da contie. Les varisfions cirs le emps e enlm les latoratsires peyvenl résuler des différerces de

O35 Procubt Ist genau wi2 eins F md n O i mit den Varschriten das
G«ix-lﬁl-mhuww'wdh:mman
Vor des A 3 et dic Koatrotle anf

waidin um G Homegenist 2o Qewieisstan.

Dis Extsargun slar AbES1: st nich den gellzndan loialen

(18-25°C) gebrackt werden und vorsichly durchmischt

Falis do

d‘awnisuduumurumnuumnrdammmsmmummmnnm Uost
weconmardé ) cuque bbcaioie ce définr s2s propres valours et plages drdz
celizs quF sont foaraiss QU3 Ui insieal.

CARACTERISTIQUES
nswm‘nlmmmuum«qus«mmmnmmbmwnunsm Pour aboarir des

teschidig! is?, nehmen Sio Kentala nor Blo-Aad Nederassurg auf, aleurs 08 desige heaigénes d'en facon 3 faulre, Is cortréle doft die consend o manipué corformément aue
IVD C€ D § (14 Lot weoe
et = i) = W"n'-"unwm - e v
w (ddamalvesianey B s bttt e o = m_ A 4
e i Lo Te=aad m tan g Fomras Yoxms dugs
it Oupenbes b 07 oerkcia U bty o AT e e rwa et
e At (4 Dyt ¥ 15> ik ey o8 AMLUSITY L il Iepoes stexo e
P o fgeaaditrd L L AT o e T
TRV G et Bt e fersdd e Ao et L

106

Brived & Cardowrbt o brevird § Strvvds ¥ levursen (1 bressees ¥ Trardt 0 Todt 2002.11 4 5530



Toulouse, Juin 2014

Nom : NADAUD Prénom : Carole

Titre : Evaluation d’une nouvelle méthode de mesure du RPCU canin a partir d’urines recueillies sur papier

absorbant.

Résumé : Le manuscrit présente une rapide synthése bibliographie sur le RPCU canin et notamment ses facteurs
de variation pré-analytique et analytique ainsi que ses criteres d’interprétation. Le travail expérimental a consisté
en la comparaison d’une nouvelle méthode de mesure du RPCU canin a partir d’urines prélevées sur papier
absorbant avec la méthode standard sur urines liquides. Cette étude a démontré la faisabilité de cette nouvelle
méthode et en a validé les principes et grandes lignes techniques. Celle-ci présente I’intérét de simplifier et
faciliter le suivi d’une protéinurie en permettant aux propriétaires, sur le conseil de leur vétérinaire, de multiplier
les collectes et préparer eux-mémes les spécimens papiers qu’ils enverraient directement au laboratoire de

référence, tout en limitant le colit global de la surveillance du RPCU.

Mots-clés : rapport protéines sur créatinine urinaire, RPCU, protéinurie, chien, urines.

Title : Assessment of a new measurement method of the canine UPC ratio from urines taken on absorbent paper.

Abstract : In a first part, a short literature review has been carried out on canine UPC ratio and its pre-analytic
and analytic factors of variation as well as the criteria for interpretation. In a second part, the study consisted in a
comparison of a new method of measurement of the canine UPC ratio on paper with the standard method on
liquid urines. This study demonstrated the feasibility of this new method and validated its main principles and
technical lines. The major interest of this method is to simplify the repeated measurement of UPC ratio by
allowing owners to multiply samples on the advices of the veterinary surgeon and to prepare themselves
specimens on papers they would send directly to a reference laboratory, while limiting the global cost of the

UPC ratio monitoring.

Keywords : Urine protein creatinine ratio, UPC ratio, proteinuria, dog, urine.



