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GLOSSAIRE

Absorbance : la mesure de la capacité d'un milieu & absorber la lumiére qui le traverse.

Acide aminé : molécule organique possédant un squelette carboné et deux groupes
fonctionnels: une amine (-+NH3) et un acide carboxylique (-COOH), éléments de base
constituant les protéines

Allogreffe : opération chirurgicale consistant a transférer un organe ou un tissu
provenant d'une autre personne, le donneur, sur un receveur.

Analyte : la substance ou la quantité a déterminer d'une espece chimique dans une
analyse chimique

Anonymisation : traitement qui rend impossible I'identification d'une personne a partir
d'un jeu de données.
Anthropomeétrie : la mesure des particularités dimensionnelles d'un homme.

Antidopage : pratique destinée a lutter contre le dopage, c'est-a-dire contre l'usage des
drogues ou des substances médicamenteuses quand celles-ci sont utilisées en vue
d'améliorer les performances.

Azotémie : teneur du sang en azote non protéique

Biais (statistique) : une démarche ou un procédé qui engendre des erreurs dans les
résultats d'une étude.

Biomarqueur (marqueur biologique) : caractéristique qui est objectivement mesureée et
évaluee comme indicateur des procédés biologiques normaux, des procédes pathogénes
ou des réactions pharmacologiques a une intervention thérapeutique.

Biosurveillance (biomonitoring) : ensemble de méthodes utilisées pour détecter et
mesurer la concentration des polluants ou de leurs métabolites (composés de dégradation)
au sein des différents niveaux de I'organisation biologique.

Cadence : rythme du travail.



Calibration (étalonnage) : I'étalonnage est un processus documenté ou I'instrument de
mesure a étalonner est comparé a une valeur connue, généralement a un étalon de
référence plus precis.

Catabolisme : phase du métabolisme au cours de laquelle des molécules relativement
grosses et complexes sont dégradées en molécules plus petites et plus simples.

Chromatographie : méthode physico-chimique qui sert a séparer les différentes
substances présentes dans un melange

Chromogeéne : selon la théorie de Witt c’est l'association de chromophore (groupement
d'atomes comportant une ou plusieurs doubles liaisons alternées avec le reste de
molécule) et d'auxochrome (groupement d'atomes ionisables pouvant changer la
fréquence, et donc la longueur d’onde, d'absorption d'un chromophore) dans une
molécule de colorant organique. Les chromogénes sont tres utilisés en enzymologie et en
microbiologie.

Cinétique : vitesse des réactions chimiques

Clairance : la capacité d'un tissu, organe ou organisme de débarrasser un liquide
biologique d'une substance donnée

Code-barre : la représentation d'une donnée numérique ou alphanumérique sous forme
d'un symbole constitué de barres et d'espaces dont I'épaisseur varie en fonction de la
symbologie utilisee et des données ainsi codées.

Coefficient de variation (écart-type relatif) : mesure relative de la dispersion des
données autour de la moyenne, calculé par le rapport de I'écart-type a la moyenne

Colorimetrie : Procédé d'évaluation des concentrations des solutions colorees par I'étude
de leur couleur.

Concordance (statistiques) : Elle renvoie au fait que deux ou plusieurs mesures
indépendantes d'une méme grandeur soient égales

Corps cétoniques : déchets du métabolisme des graisses, lorsque celles-ci sont utilisées
comme source d'énergie quand les réserves en sucres de I'organisme sont insuffisantes,
notamment lors d'un jelne prolongé. Ils sont donc un témoin de l'utilisation des graisses



Débit : la quantité d'une grandeur qui traverse une surface donnée par unité de temps
Dérivation : synthese d'un dérivé chimique qui sert a isoler et identifier le précurseur
correspondant.

Dialyse : méthode d'épuration du sang a travers une membrane lors d’une insuffisance
rénale.

Diureése : volume d'urine émis en 24 heures

Dystrophie musculaire : ensemble de pathologies congénitales rares caractérisées par
une atteinte musculaire appelée dystrophie qui se traduit par une faiblesse musculaire
conduisant a leur atrophie (diminution de volume)

Eau type | (NCCLYS) : eau débarrassée de tout contaminant organique ou ionique, qu'il
soit dissous ou colloidal, et convenant aux utilisations les plus pointues comme la HPLC.
Ecart type : mesure la dispersion, ou I'étalement, d'un ensemble de valeurs autour de leur
moyenne. Plus I'écart-type est faible, plus la population est homogéne

Elution: procédé permettant de mettre en solution un composé adsorbé a l'aide d'un
solvant nommé I'éluant

Enzyme : protéine catalysant une réaction biochimique

Equilibre hydro-électrolytique : état résultant de la régulation et de la répartition de
I'eau et des électrolytes dans I'organisme, notamment en ce qui concerne les liquides
extra- et intracellulaires

Erreur aléatoire : elle fait qu'une mesure differe légérement de la suivante. Cela
provient de changements imprévisibles lors d'une expérience.
Erreur d’exactitude (erreur de mesure): différence entre la valeur mesurée d'une

grandeur et une valeur de référence

Erreur systématique : elle affecte toujours les mesures de la méme quantité ou de la
méme proportion, a condition qu‘une lecture soit prise de la méme maniere a chaque fois



Etalon : solution a concentration définie avec précision (mesurée avec méthode de
référence), permet de calibrer I'appareil de mesure chimique et est utilisé comme contrdle
d'exactitude.

Filtration glomérulaire : filtration du sang par le glomérule du rein, menant a la
formation d'urine primitive

Gold standard (étalon-or) en anglais : ou test de référence est le meilleur test disponible
a un moment donné, notamment en médecine (diagnostic) ou en statistique (test
d'’hypothese), pour établir la validité d'un fait

In vitro : En milieu artificiel, en laboratoire.

Infarctus aigu du myocarde : nécrose du myocarde provoquée par l'obstruction aigué
d'une artere coronaire. Les symptémes comprennent une géne thoracique avec ou sans
dyspnée, nausées et transpiration

lonogramme : examen de laboratoire de biologie médicale qui analyse la concentration
en électrolytes d’un liquide organique

Iso-enzymes (isozymes) : I'ensemble des formes physiquement distinctes et séparables
d'une enzyme au sein d'un étre humain

Isotopes : nucléides partageant le méme nombre de protons, mais ayant un nombre de
neutrons différent.

Luminophore : substance qui, lorsqu'elle subit une excitation, émet de la lumiére
Lyophilisat : produit résultant d'une opération de lyophilisation (dessiccation d’un
produit préalablement congelé, par sublimation)

Matériaux de référence certifiés : matériaux ou substances utilisés comme étalons,

certifiés par des organismes habilités

Matrice (chimie analytique) : tout ce qui constitue I'échantillon, sauf I'analyte.

Mesurande : grandeur que l'on cherche a mesurer

Meétabolisation : transformation biochimique d'une substance dans un organisme vivant
au cours du métabolisme (dégradation et synthése organique chez I'étre vivant)



Métabolomique/ Métabonomique : sert a I’identification et la quantification non ciblées
de tous les métabolites présents dans un échantillon biologique

Microalbminurie : définie par une excrétion de 30 a 300 mg d'albumine par 24 heures
(traduit la présence en quantité anormale d'albumine dans les urine)
Parenchyme : tissu d'un organe qui assure son fonctionnement

Patients en hyperfiltration : en élévation supraphysiologique du DFG

Phénotype : I'ensemble des caractéres observables d'un individu

Plasma : partie liquide du sang qui représente environ 55 % de son volume, composée
d’eau et contient des lipides (graisses), des hormones, des facteurs de coagulation et plus
d'une centaine de protéines dont la principale est I'albumine

Prostatectomie : ablation chirurgicale de la prostate

Protéinurie : présence dans les urines de protéines en quantité anormalement élevée
Protocole expérimental : méthode procédurale prédéfinie dans la conception et la mise
en ceuvre d'une expérience.

Réactif : espéce chimique, présente dans le milieu réactionnel, dont la concentration tend
a diminuer au cours du temps : les réactifs sont consommés, leurs atomes se réarrangent
pour former de nouvelles molécules : les produits de cette réaction.

Recommandation : suggestion d’une ligne de conduite par les organismes habilités
Robustesse : mesure d’une méthode d'analyse de sa capacite a supporter sans
conséquence de petites variations des parametres internes a la méthode (pH, débit...)
Sarcopénie : la perte de masse, mais aussi de force musculaires liée a I'age.

Sélectivité (Sensibilité) : La sélectivité d'une méthode analytique est sa capacité a établir

de maniére univoque l'existence de la substance a analyser en présence d'autres composés
potentiellement présents.



Spécificité : Une méthode d'analyse est dite « spécifique » lorsqu'elle permet de garantir
que le signal mesuré provient seulement de la substance a analyser et de mesurer
quantitativement un parametre physicochimique ou un groupement fonctionnel d'une ou
de plusieurs substance(s) dans I'échantillon.

Série : conditions expérimentales aussi représentatives que possible de la variabilité de
I'utilisation de la méthode en routine (jour, opérateur, appareillage, etc.)

Sérum : le liquide surnageant obtenu apres coagulation et centrifugation du sang dans un
tube « sec », c'est-a-dire sans inhibiteur de la coagulation

Spectrophotométrie : méthode d'analyse qui permet de déterminer I'absorbance d'une
substance chimique en solution, c'est-a-dire sa capacité a absorber la lumiére qui la
traverse

Spectroréflectométrie : méthode physique basée sur I’interférence de la lumiére blanche
sur des couches minces, et est utilisée pour étudier les interactions moléculaires.

Spot urinaire : mesure de la concentration des €lectrolytes et de I'osmolalité d'un
échantillon d'urines. 1l permet d'orienter le diagnostic étiologique et la stratégie
thérapeutique des troubles électrolytiques et acido-basiques

Stabilité : propriété d'une molécule de conserver sa structure moléculaire
tridimensionnelle intacte devant des conditions définies.

Standardisation : ensemble des techniques qui ont pour objet de définir les méthodes de
dosage aptes a satisfaire des besoins spécifie.

Tampon: solution qui maintient approximativement le méme pH malgré I'addition de
petites quantités d'un acide ou d'une base, ou malgré une dilution

Terre de Fuller : matériau en argile qui a la capacité de décolorer I'huile ou d'autres
liquides sans traitement chimique

Thalidomide : médicament utilisé durant les années 1950 et 1960 comme sédatif et anti-
nauseeux, notamment chez les femmes enceintes. Il a été découvert gu'il est a I'origine de
graves malformations congénitales

Tracabilité du resultat au Sl : I'équipement de mesure est étalonné par rapport a
un étalon, qui a été étalonné par rapport a un étalon, qui a été étalonné par rapport a un
étalon, etc., qui a été étalonné par rapport a I'étalon national ou international


https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89talon_(m%C3%A9trologie)

e Traitement de suppléance rénale : il remplace la fonction non endocrine rénale chez le
patient souffrant d'insuffisance rénale et est parfois utilisé pour certaines formes
d'intoxication. Les techniques comprennent I'némofiltration et hémodialyse continues,
I'hnémodialyse intermittente et la dialyse péritonéale.

e Transplantation : greffe d'un organe entier dans un autre organisme.

e Xénobiotique : substance présente dans un organisme vivant mais qui lui est étrangere :
il n'est ni produit par I'organisme lui-méme, ni par son alimentation naturelle



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Les reins sont des organes appartenant au systéme urinaire, sécréteurs de 1’urine. Ils sont situés
de part et d’autre du rachis, dans la région lombaire contre la paroi postérieure de 1’abdomen.[1].
Ils assurent plusieurs fonctions telles que le maintien de 1’équilibre hydro-électrolytique,
I’élimination des déchets de 1’organisme (urée, créatinine, acide urique) et des substances
chimiques exogenes (toxiques et xénobiotiques), la production de rénine, d’EPO, VitD, PG, et de
kinine.[2]. Cependant, certaines situations ou certaines pathologies vont entrainer une altération
de la fonction rénale conduisant a I’'IRA voire par la suite a I’insuffisance rénale chronique (IRC)
(conséquence de I’'IRA ou d’un autre mécanisme)[3]

L’insuffisance rénale est I’incapacité des reins a épurer le rein de manicre efficiente. Cette
insuffisance est définit par 1’estimation du débit de filtration a travers le glomérule du sang
affluant a travers la membrane basale qui est normalement estimé a 125 ml/min/1.73m2 chez
I’homme [2], en France, plus de 5% de la population souffrent de I’insuffisance rénale chronique
et sa prévalence ne cesse d’augmenter [4], en plus, 35 % des patients dialysés n’ont pas bénéficié
a temps d’une prise en charge néphrologique, alors qu’un dépistage précoce aurait pu éviter a la
maladie d’arriver au stade terminal de I’insuffisance rénale, puisqu’un traitement et un suivi
adaptés, ainsi que le respect de régles d’hygiéno-diététiques, peuvent notablement en ralentir la
progression [5].

La mortalité trés élevée de I’IRC, la baisse de la qualité de vie des patients et le colit des
traitements font qu’elle constitue une charge lourde a 1’échelle individuelle et sociale [6].

La fonction rénale est évaluée par des examens statiques au niveau du sang et des urines tels
que : I’ionogramme, la créatinine, 1’urée, diurese, chimie des urines, bisces examens évaluent
I’efficacité de la filtration (élimination de métabolites) ; aussi, 1’étude de la protéinurie évalue
I’intégrité du filtre glomérulaire [7].

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) étant le meilleur reflet de la fonction globale du

rein[8] ,il est le plus souvent estimé a partir d’un marqueur endogeéne éliminé par les reins,
principalement la créatinine [7] qui se définie comme étant le catabolite anhydrique terminal
physiologiquement inerte de la créatine musculaire [9] , donc sa production est constante, elle
est filtrée au niveau du rein, elle n’est pas réabsorbée mais elle est sécrétée au niveau
tubulaire[10]. Cependant, ce marqueur est souvent sujet a de multiples limitations a savoir les
variations physiologiques telles que 1’age, le poids, le sexe mais aussi les interférences de dosage
[2] , la masse musculaire, la situation métabolique (anabolisme, catabolisme) et les apports
alimentaires. Malgré tout ¢a, le dosage de la créatinine sérique est a ce jour le meilleur
biomarqueur de cette pathologie souvent asymptomatique [5].

La relation entre la concentration de la créatinine et le DFG est une hyperbole inverse. Les
formules d’estimation de ce dernier intégrent, a différents degrés, des facteurs influengant
directement la production de la créatinine ou des facteurs influencant la masse musculaire (age,
sexe, poids, origine ethnique). On utilise la formule de Cockcroft et Gault (CG) pour I’estimation
de la clairance de créatinine et les formules : Modification of Diet in Renal Disease (MDRD),
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration ( CKD-EPI),Schwartz, et Berlin Initiatvie
Study (BIS I) pour I’estimation du DFG [1].

Il est donc indispensable de disposer des mesures fiables pour pouvoir établir un diagnostic le
plus précoce possible, assurer le suivi et adapter le traitement des patients [11].
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On trouve différentes méthodes du dosage de la créatinine qui peuvent étre classées globalement
en trois groupes : les méthodes colorimétriques , enzymatiques et chromatographiques couplées a
la spectrométrie de masse IDMS [11].

Les méthodes colorimétriques les plus utilisées pour la détermination de la créatininémie
reposent sur la réaction de Jaffé [11] qui en milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate un
complexe jaune orangé dont la vitesse de formation de la coloration est proportionnelle a la
concentration en créatinine dans 1’échantillon. Toutefois, des substances « pseudo -chromogenes
» peuvent perturber les résultats en donnant des concentrations de créatinine plus élevées que la
réalité [12]. Cette méthode a été optimisée (en termes de spécificité, rapidité et adaptabilité) par
le développement d’une méthode cinétique en 2 points. La spécificité de la réaction de Jaffé est
améliorée par une mesure en cinétique de l'augmentation de densité optique a 510 nm (réaction
de Jaffé modifiée). Malgré cette précaution, la méthode reste peu spécifique et sensible a de
nombreuses interférences [2] .

Concernant les méthodes enzymatiques, le test enzymatique pour la créatinine implique une
série de réactions enzymatiques comprenant la conversion enzymatique par la créatininase de la
créatinine en créatine qui est aussi convertie en sarcosine par la créatine amidinohydrolase
(créatinase), suivie de I'oxydation de la sarcosine par la sarcosine oxydase produisant du
peroxyde d'hydrogene. En présence de peroxydase, le peroxyde d'hydrogéne est quantifié a
550nm par la formation d’une teinte colorée[2].Cette méthode est plus sensible et sélective que
la précédente mais son principal inconvénient c’est qu’elle est cotliteuse ce qui limite son
utilisation.

Les méthodes chromatographiques sont des méthodes de références mais on les trouve que dans
quelques laboratoires hautement spécialisés répartis a travers le monde en raison du co(t et de la
complexité de la méthode [12], d’un autre c6té, on trouve que les méthodes enzymatiques sont
tracables a I’IDMS et présentent une meilleure performance analytique avec moindre
d’interférence avec d’autres substances tels que la bilirubine par rapport aux méthodes
colorimétriques [13].

Mais pour des raisons économiques et techniques, la plupart des laboratoires actuels utilisent la
meéthode cinétique de Jaffe[14] malgré qu’on sache pas si elle présente la méme performance
que celle de la méthode enzymatique.

L’objectif de cette ¢tude est de comparer principalement entre les deux méthodes du dosage de la
créatinine : la méthode de Jaffé modifiée et la méthode enzymatique, évaluer secondairement
leurs performances analytiques ainsi que les DFGe qui en résultent et enfin déceler les situations
ou la méthode enzymatique semble la plus utile a utiliser.
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1 Lacréatinine :

1.1 Historique :

Le mot créatinine dérive de la substance organique la créatine, celle-ci est découverte et
nommee pour la premiere fois en 1832 par le chimiste francais Michel-Eugene Chevreul (1786—
1889) apres son extraction a partir de la viande, d’ou vient sa nomination du grec ancien

Kpéag, kreas qui signifie : viande [15] [16].

Figure 1 : La créatine

Cependant, le terme créatinine a été probablement employé la premiére fois en 1847 par le
chimiste allemand Justus von Liebig pour décrire le produit de déchet trouvé dans 1’urine et
obtenu apreés avoir chauffé de la créatine en présence de sels minéraux [16][9]

Au milieu des années 1920, les travaux des physiologistes danois Rehberg et Holten ont permis
I’utilisation de la créatinine, et plus précisément de la clairance de créatinine, pour étudier la
fonction rénale mais d’abord avec un apport de la créatinine exogene pour une mesure plus
facile. Ce n’était qu’a la fin des années 1930 qu’on a approuvé la créatinine endogene comme
biomarqueur a intérét diagnostique [9].

) NH

CH

Figure 2:Structure de la créatinine
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Tableau 1:Les caractéristiques principales de la créatinine [17][18][19]

Nom IUPAC 2-amino-1-meéthyl-5H-imidazol-4-one

Synonymes Creéatine anhydre
1-Methylglycocyamidine
1-Methylhydantoin-2-imide
2-amino-1,5-dihydro-1-methyl-4H-Imidazol-4-one
2-Amino-1-methylimidazolin-4-one

Autres Creatinine (En)

appellations Creatinina (Es)
Kreatinin (Al)

Formule brute C4H7N3O

Masse molaire 113.12 g/mol

Sécurité Irritant (yeux, peau et poumons)
chimique

Localisation Cytoplasme

cellulaire

Localisation Muscle squelettique principalement
tissulaire

Role industriel Cosmeétique : agent revitalisant pour la peau

Industrie pharmaceutique

- Créatine, créatinine et créatininémie :

La créatine ou l'acide a-méthylguanidino-acétique est un dérivé d’acide aminé naturel non
protéinogéne, present essentiellement dans les fibres musculaires [5][20].

L’origine de la créatine est double : exogéne (alimentaire) qui aprés son absorption intestinale et
sa diffusion dans le sang, elle se localise dans les tissus : muscle strié, myocarde et cerveau
surtout [20] [21].

La créatine endogéne est synthétisée en deux étapes : la premiére réaction (transamidination par
I’arginine-glycine transamidinase), qui aboutit & la glycocyamine (acide guanidino-acetique) a
partir du glycocolle (glycine) et de I'arginine, a lieu dans le rein ; la seconde (transméthylation
grace a la S-adénosylméthionine par I’intermédiaire de la guanidinoacétate méthyl transférase)
dans le foie; sa destinée est ensuite la méme que celle de la créatine exogene[21][22]


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H7N3O
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Glycine Crrnithine

rein, AMT foie, pancréas

Arginine AGAT GUANIDINOACETATE S-adénosylmeéthionine
pancréas G
S-adénosylhomocystéine

CREATINE

| Synthése de la créatine

Membrane cellulaire

CRTR Incorporation de la créatine
l_L (cerveau, muscles)

ATP ADP
CREATINE créatine-phosphate
CK
Conversion non- )

enzymatique Conversion non-

enzymatique

CREATININE

. ini i idi A Systéme créatinefcréatine-
AGAT : arginine glycine amidinotransférase u pho e

CRTR : transporteur de la créatine -

.- . , , Créatinine
GAMT : guanidinoacétate méthyltransférase  yrinaire
CK : créatine kinase

Figure 3:voie métabolique de la créatine

Sa phosphorylation catalysée par la créatine kinase (précisément par I’isoenzyme CK-MM du
muscle squelettique), va produire du PCr (forme majeure de stockage d’énergie a moyen terme)
qui va servir par réaction inverse, comme donneur du phosphore, nécessaire pour la conversion

de I’ADP en ATP destiné a fournir I’énergie suffisante pour une contraction musculaire lors d’un
effort [23] [24].

PCr ADP ATP Créatine

Coo— cO0—
I \ -/ i
CH, - ?H 3

N

o Créatine kinase

I
N
H;.:/ }I—NH— %—O_ H)C/ )—NH?
HN o- HN'
Créatinine
H
P, + H,0 HNYN : #° Ho
]
H,c/

Figure 4:métabolisme de la créatinine

Chaque jour, et de fagon constante pour chaque individu, environ 1.7% de la créatine musculaire
se dégrade (par réaction de déshydratation) et forme de la créatinine : une substance azotée
cristalline et blanche, fortement basique et physiologiquement inerte (ni métabolisée, ni utilisée
par notre corps) et donc éliminée régulierement en grande partie dans les urines aprés filtration
glomérulaire sans qu’elle ne soit réabsorbée au niveau tubulaire [5][25].
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Cette créatininurie est le ttmoin direct de la masse musculaire globale et reflete donc le poids
« maigre » du sujet, abstraction faite de sa graisse.

La créatininémie (concentration de la créatinine dans le plasma) présente donc un marqueur du
suivie de la fonction rénale et aujourd’hui, ¢’est toujours 1’un des dosages biologiques les plus
prescrits en pratique clinique [9].

La créatininémie et la créatininurie sont dépendantes de la masse musculaire donc : de I’age, du
sexe, du poids, de la taille et de 1’ethnie [26].

2 Lesreins:
2.1 Rappel anatomo-physiologique :
e Anatomie :

Les reins sont deux organes appartenant au systéme urinaire, de couleur brune violacée[27],
ayant une forme de haricot, localisés dans I’abdomen de part et d’autre de la colonne
vertébrale.[3]

Chaque rein pése environ 125 a 175 g chez I’homme et 115 a 155 g chez la femme, avec une
longueur de 11 a 14 cm, 6 cm de largeur et 4 cm d’épaisseur, il est couvert par la capsule
fibreuse, qui protege et aide au maintien de la forme. Cette capsule est protégée par le coussinet
adipeux rénal [28].

Une coupe longitudinale du rein (figure 1) montre un sinus rénal et deux couches de tissus[28]:

-La médullaire profonde centrale : formée par les pyramides de Malpighi[29][30], chaque
pyramide contient plus d’un million d’unités fonctionnelles appelées néphrons [3].

- Le cortex périphérique : coiffe la base des pyramides de Malpighi et s’insinue entre les
pyramides constituant les colonnes de Bertin [29][30].

Le sinus rénal inclut le bassinet qui est une cavité collectrice d’urine regue a travers les
calices[2], I’urine s’écoule ensuite vers 1’uretére, la vessie ou sera stockée puis évacuée vers
I’urétre[2] [3].

Calice mineur

Veine rénale— g, ”, —— Calice majeur

Bassinet
Nerf

rénal

Hile

rénal Pyramide de Malpighi

Artére rénale ;
Papille

(sommet de la pyramide)

llaire rénale
Colonne rénale
Uretére

.
Capsule Sl .
Cortex rénal

Figure 5: Coupe longitudinale du rein gauche
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Le néphron :

C’est I’unité fonctionnelle du rein responsable de production d’urine, chaque néphron est
composé du:

- Corpuscule rénal : glomérule + capsule de Bowman : Il a un réle capital dans la filtration du
plasma[7].

-Tubule : constitué du tube contourné proximal, de I’anse de Henlé, du tube contourné distal et
du tube collecteur du Bellini.[29][3].

Cortex rénal

Anteriole
afferente

Corpuscule rénal

/\.\
Glomérule Capsule glomérulaire

X Medullz

rénale Tubule contourné proximal
; \/
ubule __1____
(C) collecteur ’ ’ Tubule
contoumé
distal

& Pyramide Arténole
5 médulaire efférente

Papille rénale

Calice rénal de la pyramide
Artére rénale l Anse du
Veine rénale -~ Colonne rénale néphron

Pelvis rénal {

(8) ' (D)

Figure 6:Structure du néphron

e Physiologie :
Le rein assure plusieurs fonctions essentielles pour 1’organisme :

- Elimination des déchets de 1’organisme (urée, créatinine, acide urique) et des substances
chimiques exogeénes (toxiques et xénobiotiques)[2], cette épuration sélective est la fonction
rénale la plus connue, elle est assurée par la filtration glomérulaire [1]. Les reins regoivent un
débit de 1,2 litre de sang par minute, ce qui représente environ le cinquiéme du débit sanguin qui
émerge de la pompe cardiaque[2].

- Maintien de I’équilibre hydro-électrolytique de I’organisme [2].

-La sécretion de rénine, une enzyme qui participe a la régulation de la pression artérielle.

-La sécrétion d’érythropoiétine (EPO), une hormone qui stimule la formation des globules

rouges au niveau de la moelle osseuse.

-La transformation de la vitamine D en sa forme active [12].
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2.2 Pathologies :
- L’insuffisance rénale aigue (IRA) :

Elle est définit par une baisse rapide de 1’épuration rénale survenant sur plusieurs heures ou
plusieurs jours, entrainant des perturbations métaboliques avec accumulation des produits azotés
(urée, créatinine, acide urique) et plus d’une centaine de toxines qui a grande concentration,

peuvent avoir des conséquences létales a court terme[31][32].

Etiologies :

*Pré-rénale = IRA fonctionnelle : conséquence de 1’hypo-perfusion rénale suite a différentes
causes.

*Rénale = IRA organique (parenchymateuse) : suite & des lésions anatomiques des différentes
structures du rein : les plus fréquentes sont les nécroses tubulaires aigués (NTA)

*Post-réale = IRA obstructive : due a un obstacle bilatéral sur les voies excrétrices, qui annule
la filtration glomérulaire

Les IRA fonctionnelles et les IRA organiques sont de loin les plus fréquentes [33].

- L’insuffisance rénale chronique :

L’IRC est définie indépendamment de sa cause par la présence, pendant plus de 3 mois, de
marqueurs d’atteinte rénale ou d’une baisse de la capacité des reins a assurer leurs fonctions,
objectivée par une diminution progressive et irréversible du débit de filtration glomérulaire
(DFG) au-dessous de 60 ml/min/1,73 m2 [12] [34] [35]. Elle est silencieuse mais conduit a
diverses complications, une anémie et des troubles cardiovasculaires et ceci suite a la destruction
de plus de 50% du parenchyme rénal [34] [36].

L’évolution vers le stade terminal fait appel a un traitement de suppléance par dialyse ou
transplantation rénale [12].

Plusieurs maladies rénales causent I’insuffisance rénale, soit de fagon réversible ou irréversible,
citant Les maladies glomérulaires, Les néphropathies interstitielles chroniques, Les maladies
vasculaires et Les maladies congénitales et héréditaires (comme la maladie polykystique) [37]

10
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2.3 Place de la créatinine dans I’exploration de la fonction rénale :

2.3.1 Role dans I’évaluation de la fonction rénale globale :

Cette evaluation se fait de fagon biologique (dans le sang et les urines) statiquement ou
dynamiquement (cette dernicre vise principalement I’exploration de la fonction tubulaire).
Elle est confrontée a une évaluation radiologique (permettant de mesurer le rein dans ses trois
dimensions) [7].

2.3.1.1 Examens biologiques sanguins :
- Dosage de I'urée:

Toute diminution de la filtration glomérulaire entraine une augmentation de I’urémie avec
diminution de I’urée urinaire, cependant, d’autres facteurs non rénaux entrainent des variations
importantes telles que la diurese, 1’apport azoté exogene et le catabolisme protidique endogéne

[2] [32].

L’urémie est généralement étudiée conjointement au créatininémie (ratio urée/créatinine) pour
affiner le diagnostic d’une azotémie post-rénale ou pré-rénale [32].

- Dosage de la créatinine plasmatique :

C’est le parametre le plus communément utilisé pour évaluer la fonction rénale [33], une
créatininémie élevée est souvent associée a une pathologie rénale [34].

e Autres paramétres de I’évaluation de la fonction rénale globale :
- Dosage des ions (ionogramme) : Na*, K*, Cl"et HCOs

Il peut étre prescrit pour diagnostiquer les maladies qui perturbent I'équilibre hydro-
électrolytique des liquides de I'organisme. Un ionogramme urinaire est souvent prescrit en
complément d'un ionogramme sanguin pour préciser I'état de la fonction rénale [38].

- Lacalcémie, la phosphorémie :

Au cours de I’IRC, on note une hypocalcémie avec une hyperphosphorémie suite au désordre
métabolique engendré[39].

2.3.1.2 Examens biologiques urinaires :
- Ladiurese :

C’est le volume d'urine excrétée, mesuré généralement sur une période de 24h [40], sa
diminution rapide est en faveur d’une insuffisance rénale aigue [41].

- Laprotéinurie et la microalbuminurie :

La protéinurie peut étre transitoire et bénigne ou, a I’inverse, elle peut étre révélatrice d’une
maladie rénale et associée au risque cardiovasculaire [42].

La microalbminurie permet le dépistage précoce des nephropathies diabétiques [43] [42].

11
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2.3.2 Role dans I’estimation du débit de filtration glomérulaire :

2.3.2.1 Notion du DFG :
Le débit de filtration glomérulaire (DFG) (Glomerular filtration rate GFR) [2] est le volume de
liquide filtré par le rein par unité de temps. C’est probablement le meilleur reflet de la fonction
globale du rein [7].

Artéricle
efferente

Ar‘t&rl’dt/ _;;:uh de “ “wFlux
afférenta Bowman sanguin rénal

Figure 7:Le débit de filtration glomérulaire

-Calcul du DFG:

Il n’est pas possible de mesurer physiquement a 1’échelle glomérulaire le DFG mais sa
détermination se passe indirectement en faisant intervenir la clairance rénale d’une substance
endogene ou exogene (sa quantité éliminée par voie urinaire par unité de temps) [7] [41].

Pour qu’elle soit égale au DFG, la clairance d’une substance donnée doit répondre aux criteres
suivants :

- Filtration glomérulaire libre, sans liaison aux protéines plasmatiques, sans intervention des
tubules rénaux (sécrétion, réabsorption, métabolisation) et sans élimination extra-rénale.

- Ne modifie pas la filtration glomérulaire.

- Faible variation intra-individuelle avec une production et concentration plasmatique constantes
en I’absence de modification du DFG (dans le cas de marqueur endogene).

- Non toxique (dans le cas de marqueur exogene).

Il n’existe pas de substance endogéne remplissant intégralement ces conditions et les marqueurs
de référence sont exogenes [41] [2].

Le DFG normal dépend de la taille et du poids, on normalise la valeur du DFG par la surface
corporelle moyenne (1.73 m?), il s’exprime alors en ml/min/1.73m? [7].

Différents moyens sont utilisés pour ’estimer :

a. Dosage de I’inuline (gold standard) :
L’inuline est un polymere du fructose de petit poids moléculaire qui a les caractéristiques de la
substance « idéale », sa clairance urinaire reste la référence a laquelle sont comparées et validées
toutes les autres techniques de mesures du DFG malgré le co(t et la complexité de la méthode
[41].

12



| CHAPITRE I : CREATININE ET FONCTION RENALE
- Autres substances exogenes :

EDTA marqué au >*Cr, Iothalamate radioactif marqué a 1’iode *?°I, lohexol (produit de contraste
iodeé).
Ces méthodes sont longues et de realisation délicate du fait de la nécessité de plusieurs prises de

sang souvent, des recueils d’urines... Elles sont réservées aux cas complexes ou discordants
lorsque les estimations ne sont pas fiables ou mises en echec [30].

b. La cystatine C:
C'est une protéine de 122 acides aminés d’un poids moléculaire de 13 KDa, un puissant
inhibiteur des protéases a cystéine produite dans toutes les cellules nucléées. Elle est présentée
comme un marqueur alternatif de la créatinine pour 1’évaluation de la fonction rénale, en
particulier dans les populations ou la relation de la créatinine a la masse musculaire rend ce
parametre particulierement inopérant [27] [3].

c. Clairance de la créatinine (CICr) :
La clairance rénale d’une substance est le volume du sérum totalement épuré de cette substance
lors de son passage par le rein, elle est égale au DFG si cette substance n’est pas sécrétée, ni
réabsorbée dans les tubules. Le débit filtré est alors égal au débit excréte [9].

La clairance de la créatinine peut étre déterminée directement par la mesure de la concentration
plasmatique et urinaire de créatinine ainsi que le débit précis urinaire sur 24 heures. En fait, la
principale cause d’erreur de cette mesure est liée aux erreurs de recueil urinaire [42], cette
clairance est exprimée en mL par min [9].

La relation entre la concentration de créatinine et le DFG est une hyperbole inverse [8].

1000H CREATININEMIE
pmnl-‘l

Zone de
nbrmalilé

1EICII-

0 40 80 120 160
CLRIRAMCE DE LA CREATIMIME mlSmin

Figure 8:Relation entre la créatinine sérique et sa clairance urinaire
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e La formule classique :

La clairance de la créatinine endogene appelée aussi clairance mesurée a été longtemps 1’examen
de référence d’évaluation de la fonction rénale. Elle repose sur la formule classique des
clairances rénales :

. uv
Clairance = -

Ou +U: concentration urinaire en créatinine (umol/L);
*V: débit urinaire en L/j
*P: concentration sérique en créatinine (umol/L) [2].
Elle nécessite donc un recueil des urines des 24 heures pour déterminer le débit urinaire

Créat urines (umol/l) XxVolume urinaire (ml)

Clairance de la créatinine (ml/min) =
( ) Créat sérum (umol/1) X Durée de collecte (min)

_ UX1000xV
Px1440

La clairance de la créatinine (Ccr) chez un sujet normal est d’environ 120+£20 mi/min [44].

. Cas nécessitant la mesure de la clairance de la créatinine :

Compte tenu de multiples causes d’erreur tel que le recueil urinaire incomplet [2] et
I’existence des arguments « analytiques », en plus des arguments physiologiques limitant 1’usage
de la clairance de créatinine ,tels que la grande variabilité interindividuelle et intra-individuelle
de cette mesure [9], la clairance de la créatinine n’est plus utilisée pour évaluer la fonction
rénale [2] que pour certains cas tels que les patients présentant une masse musculaire
particulierement diminuée (anorexie, paraplégie, amputation)[9] et la femme enceinte ou les
autres formules sont encore discutées [2].

Tableau 2 : Cas ou la créatinine ne semble étre utilisée [45]

Circonstances cliniques dans lesquelles la mesure de la clairance semble
nécessaire pour estimer le DFG

Les extrémes d’'age et de |a taille du corps

Grossesse

Malnutrition sévére et obésité

Pathologies du muscle squelettique

Paraplégie ou quadriplégie

Régime vegétarien

Changement rapide de la fonction rénale

Avant le dosage des médicaments a excrétion rénale
avec une toxicité significative

Avant le don du rein

Recherches cliniques avec un DFG comme premier résultat
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d. Estimation de la clairance de la créatinine :
Actuellement, les néphrologues utilisent des formules prédictives qui cherchent a estimer le DFG
a partir de la seule concentration plasmatique de la créatinine et de différentes données
phénotypiques des individus [1] , ces formules mathématiques ont pour objectif I’estimation du
DFG en réduisant les limites intrinséques des marqueurs endogénes, en particulier celui de la
créatinine plasmatique [7].

Les autres variables intégrées dans ces équations et qui expliquent la variance du DFG sont
démographiques: age, sexe, ethnie et anthropomeétriques: poids et taille [46].

- Formule de COCKCROFT et GAULT :
Elle estime la clairance de la créatinine et non le DFG [25] et donne une estimation plus précise
de la fonction rénale, par rapport & la créatinine sérique seule, car elle introduit trois parametres
permettant d’apprécier la masse musculaire : le poids, 1’age et le sexe [46] . Elle a été établie a
partir de dosages de créatininémie non standardisee IDMS [25] , elle a été validée par
comparaison avec des clairances mesurées dans les urines des 24 heures [5].

Formule de Cockcroft et Gault :

Clairance (mL/min) = [(K x (140 — &ge) x poids) / SCr]

Depuis 2002, I’HAS recommande de normaliser la formule de Cockroft a la surface corporelle
pour améliorer la performance de prédiction [47] :

Clairance (mL/min/1,73 m?) = [(K x (140 — &ge) x poids) / SCr] x (1,73 /SC)

K = 1,23 pour les hommes ; SCr : Créatinine sérique (umol/L)
K =1,04 pour les femmes ; SC : Surface corporelle (m?)

- Formule du MDRD:
Version simplifiée (chez I'homme) :

DFG (ml/mn)= 186 x (SCr (umol/l) x 0,0113)-115¢ x age- 0202

x 1,21 pour les sujets d'origine africaine (African American)
x0.742 pour les femmes

x 0.95 si le dosage de la créatinine est calibré ID-MDS *

Dans sa version compléte, les facteurs Urée et Albuminémie sont inclus dans I'équation.

La formule du MDRD a été largement validée pour les patients entre 18 et 70 ans. Elle est
probablement valable aussi pour I'estimation du débit de filtration glomérulaire au-dela de 70
ans. L'équation ne requiert pas le poids. Elle est normalisée pour 1,73 m2 (surface corporelle
moyenne chez I'adulte)[48].
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- Formule de CKD-EPI :

Depuis 2012, la Haute Autorité de Santé (HAS) préconise d’utiliser plutdt 1’équation de CKD-
EPI pour évaluer directement le DFG, différentes études ayant montré qu’elle conduisait a des
résultats plus fiables que ceux obtenus via la formule de Cockcroft et Gault [24]. Cette formule a
été mise au point a partir de DFG mesurés par une méthode de référence (clairances isotopiques)
et des caractéristiques cliniques et biologiques (age, sexe, race, creatinine) de plus de 8000
patients inclus dans différentes études [6].

Formule CKD-EPI:

POUF: Africains (mg/dl)

Femmes <0,7 GFR = 166 x (%e:t )0329 % (0,993) &°

>0,7 GFR = 166 x (%at)-mg x (0,993) &
Hommes <0,9 GFR = 163 x (%‘)-0,411 x (0,993) ¢

>0.9 GFR = 163 x (7272 x (0,993)
Autres
Femmes <0,7 GER = 144 x (%':t)-o,szg x (0,093) 2

>0,7 GFR = 144 x (2129 x (0,993) ¢
Hommes <0,9 GFR = 141 x (%"5:")-0,411 x (0,993) 2

>0,9 GFR = 141 x (5292 x (0,993) % [48]

L’équation peut étre exprimée par une équation unique:
. _ . SCr o SCr, 1 209 A . )
DFG (ml/min/1,73m?)=141 X min (H) X max (H) “¥x 0,99379% x1,018 (si 9) X 1,159(race noire)
Avec SCr : Créatinine sérique (mg/dl)
K: 0,7 pour les femmes et 0,9 pour les hommes

a: - 0,329 pour les femmes et -0,411 pour les hommes

- (min) indique le minimum de PCr/K ou 1, (max) indique le maximum de PCr/K ou 1

NB: La créatinine sérique est en umol/L [8].
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- Formulede BISletBIS Il :
Formule élaborée en 2010 pour les sujets de plus de 70 ans [26], elle est basée sur la créatinine,
mais étudiée et idéalement validée dans des populations spécifiques. Elle a été développée a
partir d’une population de sujets de plus de 70ans, La méthodologie de cette étude est
extrémement rigoureuse, et par bien des aspects, plus rigoureuse que celle utilisée pour
I’équation CKD-EPI [7].

BISL:
DFG (ml/min/1,73m?) = 3736 x SCr (mg/dl)?8’ x 4ge 0* x (0.82 si femme)
BIS2 :
DFG (ml/min/1,73m?) = 767 x Cys C(mg/dl)-%8x SCr (mg/dl)®° x &ge %% x (0,87si femme)[12].

Cys C : concentration en cystatine C SCr : créatinine sérique

- Formule de SCWARTZ :
C’est la formule la plus utilisée pour calculer le DFGe dans la population pédiatrique[49].

Formule de Schwartz (Schwartz et al, 1976) :

DFGe (mL/min)= [K x taille]/ SCr (mg/dl)
K =0,35si age < 1 an et poids < 2,5 kg K = 0,55 si age > 13 ans et sexe féminin
K =0,45si age < 1 an et poids > 2,5 kg K =0,7 si &ge > 13 ans et sexe masculin
K = 0,55 si age compris entre 2 et 13 ans
Age (anneées) ; Poids (kg) ; SCr: Creatinine sérique.

Les résultats obtenus montraient une surestimation du DFG par la formule de Schwartz,
Une analyse de régression linéaire a conduit a développer une équation combinant la
créatininémie, la cystatine C, et 1’urée, en se basant également sur le sexe et la taille [14]

_ taille (m) 0,456 1,8 LAl 10,71\0079 si gracon
DFG =39,8 (Scr (mgldl)) (cystatin C (mglL)) (Urée) AL X
(taille (m))0'179
14

DFG (mL/min) [50] .
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Tableau 3:caractéristiques des différentes formules [7]

Formule * Caractéristiques

Cokcroft-Gault = N’est pas ajustée a la surface corporelle.

= Sous-estimation : patient age

= Surestimation : patient obése, sujet jeune
ayant un ediminution du DFG, cirrhose
hépatique, maladie rénale avancée, population
générale d’age moyen.

MDRD MDRD seulemnt

=  MDRD ne s’applique pas a la population sans
IRC, aux jeunes patients avec diabéte dee
typel sans microalbiminurie ou aux personnes
selectionnées pou un don de rein.

= Non validée chez les >85 ans.

CKD-EPI CKD-EPI seulement
= Plus précise que MDRD, en particulier chez les
patients avec DFGe élevé >60 mL/min/1.73 m2.

MDRD et CKD-EPI

= Surestimation : IMC faible, cirrhose
hépatique, régime végétarien, maladie rénale
avancée,nanisme, amputation et amyotrophie.

= Sous-estimation chez les patients ayant une
hypertrophie musculaire

= Non-validee :<18 ans, les femmes enceintes et
certains groupes ethniques (p.ex, hispaniques)

18



| CHAPITRE | : CREATININE ET FONCTION RENALE

2.3.3 ROle dans la classification de I’insuffisance rénale :

2.3.3.1 Cas de I’insuffisance rénale aigue :
L’IRA est une élévation significative et récente (< 1 mois) de la créatininémie

Tableau 4: Classification de I'lRA  [51]

Stade | Selon créatinine sérique/TFG | Selon diurése

KDGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes)

1 Augmentation créatinine sérique 1.5-1.9 x la valeur de | <0.5 ml/kg/heure sur
base sur 1-7 jours ou augmentation > 26.5 pmol/l (0.3 | 6-12 heures
mg/dl) sur 48 heures

2 Augmentation créatinine sérique 2-2.9 x la valeur de <0.5 ml/kg/heure sur
base >12 heures

3 Augmentation de 3 x la valeur de base ou <0.3 ml/kg/heure
augmentation de la créatinine sérique > 354 umol/l ou | pendant >24 heures
dialyse ou anurie sur > 12

heures

AKIN (Acute Kidney Injury Network)

1 Augmentation créatinine sérique 1.5-1.9 x la valeur de | <0.5 ml/kg/heure sur
base ou augmentation de la creatinine serique > 26.5 6 heures
pmol/l (>0.3 mg/l) sur 48 heures

2 Augmentation créatinine sérique 2-2.9 x la valeur de <0.5 ml/kg/heure sur
base 12 heures

RIFLE (Risk, Injury, Loss, of function, End-stage renal disease)

R Augmentation de la créatinine sérique >1.5 x ou <0.5 ml/kg/heure sur
diminution du TFG> 25% de la valeur de base (sur 1-7 | 6-12 heures
jours)

I Augmentation de la créatinine sérique >2 x ou <0.5 ml/kg/heure sur
diminution du TFG> 50% de la valeur de base >12 heures

F Augmentation de la créatinine sérique >3 x ou <0.3 ml/kg/heure
diminution du TFG> 75% de la valeur de base ou pendant >24 heures
créatinine sérique > 354 umol/l (>4 mg/dl) avec une ou anurie > 12 heures
augmentation aigue d’au minimum 44 pmol/l (0.5
mg/dl)

L IRA persistante = perte complete de la fonction rénale
> 4 semaines

E IRA terminale (> 3 mois)

IR: insuffisance rénale ; IRA: insuffisance rénale aigué ; TFG: taux de filtration glomérulaire.
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2.3.3.2 Casde I’insuffisance rénale chronique :

Tableau 5:Classification des stades d’évolution de la maladie rénale [35]

Stade | DFG (ml/mn/1.73m2) Définition

1 >90 Maladie rénale chronique* avec
DFG normal ou augmenté

2 entre 60 et 89 Maladie rénale chronique* avec
DFG légérement diminué

3 Stade 3A : entre 45et 59 Insuffisance rénale chronique
modérée
Stade 3B : entre 30 et 44
4 entre 15 et 29 Insuffisance rénale chronique
séveére
5 <15 Insuffisance rénale chronique
terminale

*Avec marqueurs d’atteinte rénale : albuminurie, hématurie, leucocyturie, ou anomalies
morphologiques ou histologiques, ou marqueurs de dysfonction tubulaire, persistant plus de 3
mois (deux ou trois examens consécutifs)

*Un patient dialysé est classé D sans stade.
*Un patient transplanté rénal est decrit : T 1, T2, T3, T4, T5 ; selon son DFG [25].

2.3.4 Autres intéréts de la créatinine :

La créatinine trouve son intérét aussi comme biomarqueur dans d’autres circonstances :
I’infarctus aigu du myocarde IDM, la transplantation hépatique, le dysfonctionnement de
I'allogreffe, la dystrophie musculaire, le cancer colorectal [46], la sarcopénie et aussi comme
prédicteur d’hémorragée intracranienne chez les patients ayant recus une CF-Lvad [47].

De plus, elle trouve sa place dans les programmes de biosurveillance, d’antidopage et de
recherche de métabolomique urinaire [46].
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CHAPITRE Il : LES METHODES DE DOSAGE DE LA CREATININE

1. Prélévement :

Tout échantillon destine aux analyses biochimiques subit un circuit qui commence depuis la
phase de prescription de 1’ordonnance par le médecin traitant et qui se termine par le rendu des
résultats aux patients par le laboratoire.

I1 est fondamental de fournir suffisamment d’informations pour I’identification du patient :

Nom, prénom, &ge et sexe du patient Diagnostic ou signes cliniques (+++++)
Nom du service Traitement médicamenteux en cours
Nom du médecin demandeur Examens demandés et nature du prélévement [s2]

1.2.Conditions du prélévement:
Préléevement sanguin :
-Patient a jeun de préférence (en dehors d’urgence)
-Sang prélevé sur tube hépariné ou sec (pour la créatininémie)
-A distance des repas et des exercices physiques.
-Eviter un jeun prolongé : la formation des corps cétoniques qui en résulte interfére avec la
méthode de dosage.
Prélevement urinaire :
-Recueille des urines des 24H ou spot urinaire.
-Prédilution des urines [53].

2. Méthodes de dosage utilisées :
La créatinine peut étre mesurée dans le sang et les urines [9] par différentes méthodes de dosage,
qui peuvent étre classées en trois grands groupes :

les méthodes colorimétriques basées sur la réaction de Jaffé, les méthodes enzymatiques et les
méthodes chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse qui sont beaucoup plus
lourdes et coliteuses a mettre en ceuvre, pour cette raison, elles ne sont utilisées quasi-
exclusivement qu’au sein des laboratoires de référence et des laboratoires nationaux de
métrologie [11].

2.1. Méthodes colorimétriques :

2.1.1 Méthode de Jaffé :

Jaffé décrit la réaction (qui portera son nom) entre le picrate et la créatinine qui, en milieu
alcalin, donne une solution de couleur rouge-orange [12] dont la vitesse de formation de la
coloration étant proportionnelle & la concentration en créatinine dans 1’échantillon [11]

et l'intensité de cette coloration est mesurée a une longueur d'onde de 510 nm [54].

En 1905 Folin était le premier a véritablement quantifier, par colorimétrie, la créatinine dans les
urines.

La détection puis la quantification de la créatinine dans le sang, initialement débattues, seront
décrites plus tardivement .En 1928 Hunter donne une liste de 38 composés théoriqguement
susceptibles d’interférer avec la réaction de Jaffé appelés pseudochromogenes (acétoacétate,
pyruvate, acides cétoniques, protéines) qui peuvent représenter 15 a 20 % de la réaction globale
pour une créatinine située dans les concentrations normales [12].Une étape de déprotéinisation
par I’acide trichloracétique, 1’acide sulfurique ou le tungstate de sodium est indispensable pour
¢liminer ’interférence des pseudochromogenes .
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Les principaux avantages de cette méthode sont la simplicité de mise en ceuvre et le faible colt
des réactifs [11].

«Point final ou cinétique

(NaOH)

Créatinine + Acide picrique Picrate de créatinine

2.1.2 Méthode de Jaffé en cinétique (modifiée) :

Pour minimiser I’impact des « pseudo-chromogenes » il faut d’abord mesurer I’augmentation de
la coloration sur un mode cinétique [26] dont le principe reste presque le méme :

-Reéaction colorimétrique (réaction de Jaffé, sans étape de pré-traitement du spécimen) de la
créatinine avec 1’acide picrique en milieu alcalin dont la cinétique de développement est mesurée
a490 nm (490-510) [55].

La variation d’absorbance de ce complexe est mesurée a des temps déterminés[56].

Cette méthode a été optimisée (spécificité, rapidité et adaptabilité) par le développement d’une
méthode cinétique 2 points [55].

2.1.3 Méthode de Jaffé compensée :
Roche Diagnostics a introduit en 2002 les « méthodes compensées »[26] Pour corriger le biais
induit par les réactions non spécifiques avec les « chromogenes non- créatinine »[11].

Récemment, plusieurs sociétés ont utilisé le concept de « Jaffé compensé »

L’idée est de recalibrer le dosage en soustrayant systématiquement 27 umol/L a tous leurs
résultats, concentration censee refléter la concentration moyenne de pseudochromogenes dans le
sang. Cette compensation est purement mathématique et ne reflete pas la concentration « vraie »
de pseudochromogeénes qui peut varier d’un individu a I’autre (de 0 a 44 umol/L) et n’est
absolument pas prédictible [12].

Par exemple, la concentration des principales chromogenes non-créatinines est plus basse chez
les nourrissons et les personnes agées que chez les patients ayant servis de base au calcul du
facteur correctif. Il en résulte I’obtention de résultats faussement négatifs dans certains cas, du
fait de la correction excessive [11].

2.2 Méthodes enzymatiques :
Plusieurs fabricants ont développe des méthodes enzymatiques pour surmonter le manque de
spécificité des méthodes colorimétriques de type Jaffe.

On distingue deux classes de techniques enzymatiques : celles qui reposent sur une détection

spectroréflectométrique et celles mettant en ceuvre une détection spectrophotométrique (dans
I’UV ou dans le visible).

Le principe de ces techniques est identique dans les deux cas et met en ceuvre une cascade de
réactions enzymatiques dont le produit final contient un chromogéne [11] .

Les deux grandes « familles » de réactions sont possibles.
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Dans la méthode enzymatique la plus utilisée de nos jours, la créatinine est d’abord dégradée en
créatine par la créatininase (ou créatinine amidohydrolase). La créatine est ensuite convertie par
la créatinase en sarcosine qui est, elle-méme convertie en formaldéhyde, glycine et eau
oxygénée par une sarcosine peroxydase. La production d’cau oxygénée est quantifiée par une
derniére réaction enzymatique (qui peut varier selon les fabricants). Le deuxiéme type de
réaction fait intervenir la créatinine iminohydrolase qui transforme la créatinine en
N-meéthylhydantoine et en ammoniac, ce dernier donnant une coloration bleue en réagissant avec
le bleu de bromo-phénol. Les méthodes enzymatiques s’avérent, aujourd’hui, significativement
plus précises que les méthodes basées sur la réaction de Jaffé [9].

- creatininase z
Creéatinine + H20 > creatine.

B B créatine : -
Créatine + H»0 m— > sarcosine + Urée.
amidinohydrolase

) sarcosine ) .
Sarcosine + 0z + H,0 ————> glycine + formaldéhyde + H30;
oxydase

. . , peroxydase ) ) .
H»0; + leucodérivé > coloration proportionnelle a la

concentration en créatinine.

Figure 9 Les réactions de la méthode enzymatique

La sensibilité et la spécificité analytiques des méthodes enzymatiques sont plus importantes que
celles des méthodes de Jaffé. La précision analytique (ou coefficient de variation analytique
CVA) s’avere systématiquement meilleur dans les méthodes enzymatiques.

La creatininémie étant liee au DFG par une relation hyperbolique, I’impact des différences entre
les résultats de créatininémie sera plus important pour des valeurs basses (en pédiatrie),
normales, ou proches de la normale, alors qu’a des valeurs importantes de créatininémie (et donc
des DFG réduits), cet impact est négligeable .De ce fait, les méthodes de mesure enzymatiques
sont a favoriser chez des populations spécifiques comme les patients pédiatriques ou chez les
patients en hyperfiltration ainsi que dans les situations ou les méthodes de Jaffé subiront des
interférences comme I’ictére ou 1’acidocétose [47] [57].

Jusqu’a présent, les méthodes enzymatiques avaient un prix de revient nettement supérieur aux
autres méthodes ; ce qui a vraisemblablement limité leur utilisation dans les laboratoires
d’analyse, les méthodes colorimétriques restant nettement majoritaires.
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Les recommandations des sociétés savantes (Société Francaise de Biologie Clinique et Société
de Néphrologie) déja publiées , ainsi que le rapport de contrble de marché de ’AFSSAPS en
termes de choix méthodologiques devraient influer en faveur des méthodes enzymatiques[11].

Concentration ~f* péthodes cols rimeEtricpse (81900 Méthodes Enoymmatioues [ 1894)
en créatinime —— - =y -
n
Skt
L3 F Y
A3pM b .__.________.__SJ'."P'_“?"_"'_'E_':______.____.__
allée e ctormelrise -
NIl Componsé frss Spectro.
o ":'"1!"_'}"":' photommatrie
(4%} 1374}

s
e

Figure 10 Résultat du controle national de qualité (CNQ) de I’ ANSM pour les
concentrations basses de créatinine

2.3 Méthode de dosage par chimiluminescence (CL) :
La méthode de chimioluminescence est utilisée pour détecter la créatinine dans des échantillons
d'urine humaine apres une simple dilution avec de I'eau [11].

La créatinine s'est avérée capable de réagir avec I'nydrogéne peroxyde pour genérer du CL
intense en présence d'ions cobalt. Cette méthode a permis une détermination sensible et sélective
de créatinine dans la matrice urinaire diluée (sans utiliser d'autre luminophore, enzyme et
technique de séparation) dont I'étude d'interférence démontre que certaines especes courantes
dans l'urine, telles que les acides aminés, I'acide ascorbique et la créatine, ont des effets
négligeables sur la détection de la créatinine [12]. Chaque mesure prend moins d'une minute, ce
qui permet un débit élevé de dépistage. La large plage linéaire et la réponse rapide peuvent avoir
une application dans le processus de dialyse. La créatinine étant un élément important et un
index clinique pour le diagnostic des maladies et la normalisation de la concentrations de
médicaments / métabolites, cette méthode peut trouver des applications en analyse clinique, dans
le dépistage toxicologique, la médecine légale, le diagnostic d'abus de drogues ainsi qu'en
métabolomique / métabonomie [11].

Cette méthode présente les avantages de sensibilité, sélectivité, simplicité, rapidité et du faible
codt.
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Figure 11:Mécanisme CL du systeme (créatinine/H202/Co2+)
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2.4 Méthode chromatographique :

2.4.1 La dilution isotopique associée a des methodes chromatographiques couplées a la
spectrométrie de masse DIMS:

Les méthodes de référence validées par le JCTLM (Joint Commitee for Traceability in
Laboratory Médicine) pour le dosage de la créatinine reposent exclusivement sur la dilution
isotopique associée a des méthodes chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse
(IDMS) : la dilution isotopique associée a la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-IDMS) et la dilution isotopique associée a la chromatographie en
phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC- IDMS) [11].

La spectrométrie de masse par dilution isotopique est une méthode hautement sensible capable
d'une grande précision et exactitude. Etant donné que les manipulations chimiques sont
effectuées sur une base de poids direct et que les déterminations par spectrométrie de masse
n'impliquent que des mesures de rapport de masse isotopique, cette méthode est directement
tracable a l'unité Sl pour la quantité de substance, la mole, et est donc considérée comme
primaire (ou définitive)[58].

La dilution isotopique consiste a déterminer la concentration d’un composé donné dans un
échantillon en ajoutant une quantité connue d’un analogue du composé d’intérét marqué avec un
ou plusieurs isotopes stables (°H, *C, 1°N, *80...). La mesure du rapport entre I’intensité

du signal de la molécule et celle de la molécule marquée permet de déterminer directement le
rapport de quantité de matiére entre les deux molécules et donc de déduire la concentration du
COMpOSé.

Elle permet de s’affranchir des effets de matrice et a démontré d’excellentes performances en
termes de répétabilité et de spécificité, permettant ainsi d’obtenir de trés faibles incertitudes[11].

La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible qui permet de
déterminer des structures moléculaires. Le composé organique est ionisé et 1’ion obtenu permet
la détermination de la masse molaire du composé[5].

Il s’agit d’une méthode de reférence trés complexe développée pour affecter des valeurs a des
matériaux de référence. Elle n’est disponible que dans quelques laboratoires hautement
spécialisés répartis a travers le monde[12].

L’utilisation de créatinine marquée au *3C est indispensable a la mise en ceuvre de I’approche par
Dilution Isotopique (DI).
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L’optimisation de la méthode a porté sur :

-1’étape de préparation des échantillons critique pour la mise en ceuvre de la DI
-I’étape de purification sur colonne échangeuse d’ions ;

-les conditions de dérivation préalables a la séparation par chromatographie gazeuse

-les conditions chromatographiques [5].

Ajoutl d une gquantité connue
de créatinine marguée au 7C

Furification par colonne éch angeuse de cations

* Biution de la créatine (solution tampon a pH 4,2)
* Elution de s créatinine par NH,OH
» Evapomtion de @ sedudion agueuse ae crdatining

|

Darlvation
[silyfation av MSTFA)

|

Separation par chromatographie en phase gazouse

| |

Détection par spectrométrie de masse
flomisation par impact clectronigoe)

Figure 12 Les différentes étapes de la méthode de détermination de la créatinine
par DI-GC/MS
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Tableau 6:Les différentes méthodes de dosage de la créatinine [59]

Méthodes de dosage

Modes opératoires

Interférences et limites

Chimiques
colorimétriques

Fondées sur la réaction
de Jaffé (mesure de
I’intensité de la
coloration rouge- orangé
du complexe que
forment la créatinine et
I’acide picrique en
milieu alcalin)

- Mesure en point final avec ou
sans déprotéinisation

-Mesure de la cinétique
réactionnelle le plus souvent en
temps fixe (ceci diminue les
interférences liées a la
présence de substances
chromogenes dont le délai
d’apparition est différent de
celui du complexe
(picrate/créatinine)

- Sensibles a I’influence de
composés endogenes et
exogenes

- Substances Jaffé positives :
majorent les résultats de
créatinine : ce sont certaines
lactamines, les corps cétoniques,
le glucose, les protéines...
-Substances Jaffé négatives :
minorent les résultats de
créatinine : par exemple la
bilirubine

Enzymatiques

- Utilisant la créatinine
amidohydrolase : Par
transformation en créatine
phosphate Par transformation en
sarcosine.

- Utilisant la créatinine
désaminase

- Bilirubine et hémoglobine sont
susceptibles de minorer les
résultats de créatinine dans les
techniques employant une
peroxydase

- Les composes réducteurs (acide
ascorbique) interférent dans ces
techniques

- La présence de créatine et
d’ammoniaque endogenes doit
étre prise en compte

chromatographiques

-Chromatographie liquide haute
pression en phase inverse.
-Chromatographie sur résine
échangeuse de cations ou par
formation de paires d’ions.

Inabordables en pratique courante

Sélectionnées

- Déprotéinisation tungstique et
purification sur terre de Fuller
puis réaction de Jaffé en point
final (AACC 1981)

- Jaffé cinétique (SFBC 1993)

- Qualité de la terre de Fller.
- Choix critique des paramétres de
la réaction a respecte.

Références

Purification par chromatographie

en phase gazeuse ou en phase
liquide couplée a une
spectrométrie de masse apres
dilution isotopique d’apres.
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1 Geénéralité :

La comparaison de deux méthodes analytiques a pour but d’évaluer leur concordance, et ceci, a
chaque fois que I’on souhaite remplacer une méthode usuelle par une nouvelle méthode de fagon
définitive (pour des caractéristiques opérationnelles meilleures), temporaire (méthode palliative
en cas de panne d’un analyseur), cyclique (dosage a des heures différentes) ou continue (dosage
simultané du méme parametre pour accroitre le débit analytique) [60].

2 Veérification/validation des performances d'une methode d'analyse :

e Histoire :
C’est en 1962, a la suite de malformations de nouveau-nés en Europe, liées a la prise de
thalidomide par des méres porteuses, que I’amendement Kefauver-Harris est signé aux Etats-
Unis. Cet amendement exige alors que les fabricants de médicament démontrent aupres de
la Food and Drug Administration (FDA) I’efficacité et les risques encourus par la prise de
medicaments.

Ainsi, le terme de ‘validation’ apparait et depuis, ne cesse d’évoluer et de se diversifier arrivant
a I’exiger sur tout ce qui se nomme « méthode » [61].

e Validation Versus Vérification :
On distingue deux cas :

* le cas ou les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro (DMDIV) utilisés dans les LBM
portent le marquage CE et donc garantissent que les performances annoncées par le fournisseur
résultent d'essais préalables. Dans ce cas, I'évaluation se limitera a vérifier la satisfaction des
performances dans les conditions réelles d'utilisation.

* les cas ou il n'existe pas de DMDIV ou il s'agit d'une méthode développée par le laboratoire,
cela nécessitera une validation des performances plus approfondie [62] .

2.1 Les parametres d’évaluation des performances analytiques :

2.1.1 Lafidélité (precision) :
La fidélité exprime I'étroitesse de I'accord entre les indications d'une valeur mesurée obtenues
par des mesures répétées du méme échantillon dans des conditions spécifiées [63].

La fidélité fournit une indication sur les erreurs aléatoires et permet de vérifier si la méthode,
sous certaines conditions d’essais, est capable de retrouver la donnée introduite [64].

Les échantillons testés sont ceux des échantillons biologiques « anonymisés » provenant de
patients (& condition d'avoir lI'assurance de leur stabilité pendant la durée de I'évaluation) ou des
échantillons du contrdle interne de Qualite (CIQ) [62].

Pour un méme analyseur, ce calcul doit étre effectué pour chaque analyte a mesurer et a plusieurs
niveaux de concentration, choisis en fonction des zones de décision médicale [65][62].

30



CHAPITRE 111 : LES PRINCIPES DE COMPARAISON DES METHODES DE DOSAGE

L'étude de la fidélité peut inclure celle de :
— la répétabilité ;

— la fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire).

2.1.1.1 Répétabilité (repeatability, within-run precision):

La répétabilité est I'étroitesse de I'accord entre les résultats des mesurages successifs du méme
mesurande effectués dans la totalité des mémes conditions, elle permet donc de déterminer la
variabilité intra-série en minimisant les sources de variation autant que possible: méme
procédure de mesure, méme opérateur, méme systeme de mesure, mémes conditions de
fonctionnement, méme milieu, méme objet de mesure pendant une courte période de temps
[66][67][68] [62].

Cette évaluation a pour objet de vérifier, dans les conditions réelles d'utilisation, le bon
fonctionnement du systéme analytique[62].

Elle est estimée par les parametres d'évaluation de la dispersion : écart type (s) et coefficient de
variation (CV) [66].

2.1.1.2 Reproductibilité /fidélité intermédiaire (intermediate precision) :
Elle se définit comme I'étroitesse de I'accord entre le résultat des mesurages du méme
mesurande, les mesurages étant effectués en faisant varier les conditions de mesure [66].

Les résultats d'essais indépendants sont obtenus par la méme méthode en utilisant des
échantillons identiques dans le méme laboratoire mais contrairement au cas précédent, les
sources de variations sont maximisées afin d’obtenir des mesures dans les conditions ou le plus
grand nombre de sources de variations sont intervenues pendant un intervalle de temps donné
[68][62].

Cette évaluation permet de connaitre la variabilité analytique d'une méthode [62].

Les modalités de calcul sont identiques a celles de la répétabilité, avec calcul de I'écart-type (s) et
du coefficient de variation (CV) sur les valeurs expérimentales de chaque série.

le CV calculé est comparé au CV limite admissible de fidélité intermédiaire choisi au préalable
(Fournisseur, SFBC, RICOS...) dont les valeurs peuvent évoluer dans le temps et en fonction
des pathologies [65].

Des résultats d'évaluations proches de ces 2 niveaux de fidélité (répétabilité et fidélité
intermédiaire) constituent une manifestation de la robustesse de la méthode [65].
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Figurel3 : Les différentes estimations de la fidélité d 'une méthode en fonction des sources de
variation impliquées

2.1.2  Justesse :

La justesse exprime I'étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a partir d'une série
de résultats d'essai et une valeur qui est acceptée soit comme une valeur conventionnellement
vraie (moyenne des valeurs obtenues par plusieurs laboratoires) , soit comme une valeur de
référence acceptée (valeur obtenue par titrage avec une méthode de référence) [67] [62].

Cette évaluation permet de mettre en évidence le biais (I’erreur systématique) d'une méthode ou
une différence systématique entre deux méthodes et de la quantifier [62]

Il existe plusieurs modes d’expression de la justesse car le parametre de validation qui la
caractérise est le biais, qui peut étre exprimé de fagon absolue ou relative[67].

2.1.3  Limite de détection :
La limite de détection (LOD) est la plus petite quantité a examiner dans un échantillon, pouvant
étre détectée mais non quantifiée comme une valeur exacte [62].

Cette évaluation permet de connaitre la valeur a partir de laquelle on peut affirmer avec un risque
donné que la substance est présente dans I'échantillon, et de ne pas communiquer une valeur qui
n'est pas significative sur le plan analytique [62][67].

Cette détermination ne présente un intérét que dans le cas des marqueurs qui sont normalement
non quantifiables (troponine, hCG, PSA, aprés prostatectomie, etc.)[62].

2.1.4  Limites de linéarité (linearity interval) :
L’¢tude de la linéarité porte sur la proportionnalité entre les concentrations calculées par la
fonction d’étalonnage et les concentrations théoriques.

Elle est en fait une évaluation du biais de justesse [67].

Les limites de linéarité (limite inférieure ou limite de quantification et limite supérieure)
définissent I'intervalle de mesure (exprime en concentration) a lI'intérieur duquel les mesures
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peuvent étre effectuées avec fiabilité et justesse, elles sont une caractéristique de la methode et
des conditions dans lesquelles elle est mise en ceuvre [62].

Au-dela de la limite supérieure, une dilution de I'échantillon dans un solvant approprié doit étre
pratiquée [62].

La linéarité de la méthode ne doit pas étre confondue avec la linéarité de la fonction de réponse
de I’appareillage de mesure qui caractérise la seule réponse instrumentale lors de 1’étalonnage et
qui n’est pas indispensable pour obtenir une quantification exacte [63].

- Limite de quantification :
La limite de quantification est la plus petite quantité a examiner dans un échantillon pouvant étre
dosée dans les conditions expérimentales décrites avec une fidélité et une justesse définies
[67][62].

Elle correspond généralement a la limite inférieure de linéarité de la méthode[62].

- Effet dilution (dilution effect) :
L'effet dilution résulte de la modification de la matrice par dilution du milieu biologique dans un
diluant de composition différente du milieu biologique et peut étre a l'origine de résultats
erronés.

Il doit étre testé dans le cas ou des valeurs physiopathologiques peuvent étre supérieures au
dernier point de la gamme.

La fidélité et la justesse de la dilution doivent étre évaluées, et la matrice de dilution définie [62].

2.1.5 Exactitude (accuracy) :
L’exactitude est définie comme 1’étroitesse de 'accord entre une valeur mesurée et la valeur de
référence acceptée « valeur conventionnellement vraie ».

Comme la justesse, I’exactitude devrait étre vérifiée a partir d’étalons primaires, de matériaux de
référence certifiés (MRC) ou de méthodes de référence tracables au Sl ou a des étalons
internationaux [62] [65].

A ce jour, les laboratoires évaluent I’exactitude a partir des résultats des Evaluations Externes de
la Qualité (EEQ) et ceci dans le cas ou I'évaluation de la justesse n'est pas possible

L’évaluation de I’exactitude est pertinente lorsque le nombre de participants a I’EEQ est
suffisant [62][65].

Une étude d’exactitude correspond a la comparaison du résultat d’un seul dosage d'un
échantillon inconnu a une valeur cible consensuelle.

L'écart observé correspond a I’inexactitude (erreur d’exactitude)[65].

Pour les méthodes analytiques quantitatives, 1’exactitude représente toujours la combinaison de
la justesse et de la fidélité (résultante de la somme des erreurs systématique et aléatoire, en
d'autres termes I'erreur totale liée au résultat) [62][67].
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2.1.6  Contamination inter-échantillons (carry-over) :
C'est un phénomeéne qui résulte du transfert d'une partie d'un échantillon dans un autre tel qu'il
produit une modification dont I'effet peut étre évalué et quantifié.

L'étude de la contamination d'un échantillon de concentration élevée de I'analyte a un autre
échantillon de niveau faible « effet mémoire » est importante car la contamination des
échantillons altére I'exactitude des mesures, et ceci, si le mode opératoire, ou ses modifications
sont susceptibles d'avoir un effet sur la contamination inter-échantillons [62] [65].

Le niveau de la contamination doit étre proche de zéro ou susciter la définition de régles de
veérification systématique [65].

2.1.7  Evaluation de l'influence de I'némolyse, de la bilirubine et de la turbidité des
échantillons :

Des substances dites « interférentes » altérent le signal de mesure pouvant entrainer des résultats
erronés [65].

L'influence de ces substances varie avec la nature de I'examen et la méthode de mesure ou de
recherche mise en ceuvre.

Le protocole d'évaluation propose d'apercevoir de facon quantitative I'influence de certains
composés d'origine endogene (hémoglobine, bilirubine, colorant, etc.) ou exogéne (médicaments,
aliments, toxiques, etc.) en surchargeant avec ceux-ci un échantillon de concentration connue de
’analyte [62] [65].

2.1.8  Etude de la stabilité des échantillons des réactifs et des étalons (stabilities)
La stabilité d'un produit est caractérisée par le maintien des mémes propriétés dans le temps pour
des conditions strictement définies.

Plusieurs types d'étude de stabilité peuvent étre conduits :
« Stabilité des réactifs et des étalons.
« Stabilité de I'analyte au cours des différentes étapes du prétraitement.

* Stabilité de 1'analyte dans I'échantillon biologique a différentes étapes du processus
(acheminement, conservation a différentes températures, etc.) [62].

L’objectif étant d’établir les critéres de stabilité du ou des analytes a chaque étape du mode
opeératoire et maintenir ainsi la performance du processus analytique [62][64].
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2.1.9  Spécificité analytique (specificity)/sélectivité (selectivity) :

« La spécificité analytique » permet de garantir que le signal mesuré provient seulement de la
substance a analyser[62].

Elle est liée & la justesse de la méthode, dans le sens ou les éventuelles interférences provenant
d’une non-spécificité de la méthode analytique vont entrainer un défaut de justesse, et donc un
biais de mesure [64].

«La sélectivité» d'une méthode analytique est sa capacité a établir de maniere univoque
I'existence de la substance a analyser en présence d'autres composés potentiellement présents [62].

Caractéristiques Paramétres Criteres Conclusions

Justesse » Biais —+'E_ Taux de récupération .—)|: < seuil I | 0K I

| CV de Répétabilité

- Répétabilité
Fidelite < -
idélité inteW CVdeF Intermédiair_e__—)l = %X % | | Pas OK |

Conclusion générale

Limite quantification Valaurds LOQ ____)l SreEy | | OK |
Quantification <Limite détection Valeur LOD
Linearite du modele i ==y
| Coefficient du modele I—)l oui | | OK |

Figurel4 : lllustration de la méthodologie de caractérisation des caractéristiques de
performance étudiées separément.

3 Evaluation de concordance des méthodes :
On distingue trois degrés de concordance :

-L’équivalence : les deux méthodes sont échangeables sans perte d’exactitude, puisque leurs
résultats sont identiques a I’imprécision analytique pres.

-La commutabilité : les méthodes ne sont pas rigoureusement équivalentes mais peuvent étre
échangées sans altération de la capacité diagnostique, c’est le critere de comparaison, le plus
économique ou I’erreur consécutive au changement n’est pas nulle mais reste tolérable.

-L’incompatibilité : les résultats des méthodes différent plus que la tolérance medicale autorisée
pour le parameétre [60].

Le protocole expérimental consiste a rassembler des échantillons a niveaux de concentrations
réparties de fagcon homogéne dans toute I'étendue du domaine d'analyse [62].

Ces échantillons sont ensuite fractionnés en deux parties afin de soumettre simultanément
chaque échantillon aux deux méthodes analytiques [60].

Une cohorte de 40 échantillons au minimum est constituée et les conditions de stabilité des
échantillons sont définies [62].
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3.1 Corrélation de Pearson :

Le coefficient de corrélation mesure I’intensité de la liaison entre deux variables indépendantes
x et y (ce qui n'est pas le cas lors d'une comparaison de technique) pour démontrer un lien entre
eux et non leur concordance.

Deux méthodes analytiques peuvent étre fortement corrélées tout en présentant un biais
considérable qui les rend totalement incompatibles [60][69].

La valeur du coefficient de corrélation n'a donc pas d'intérét pour la comparabilité des deux
méthodes [69].

3.2 Larégression de Passing et Bablok :

Les donnees pertinentes sont apportées par I'équation de la droite de régression dont la pente et
I'ordonnée a l'origine exprimeront la similitude des méthodes comparées (similitude optimale
avec pente égale a 1 et ordonnée a l'origine égale a 0)[69].

La méthode de Passing et Bablok permet de calculer les coefficients a et b (d'ou A et B par la
relation B=1/b et A=-a/b) ainsi qu'un intervalle de confiance autour de ces valeurs.

L'étude de ces valeurs permet de comparer les méthodes. Si elles sont tres proches, on aura
naturellement b proche de 1 et a proche de 0 [70].

* Présentation graphique : le diagramme de dispersion :

Les résultats de la nouvelle méthode sont reportés en ordonnée et ceux de 1I’ancienne méthode en
abscisse. On évalue la discordance entre les méthodes par 1’écart entre la droite de régression et
la bissectrice des axes (la ligne d’identité) [60].

3.3 Analyse graphique de Bland-Altman :
La méthode graphique de Bland et Altman repose sur la définition méme de la concordance
entre deux séries de mesures.

Les deux séries sont concordantes si I’une ne surestime ou ne sous-estime pas ’autre de fagon
trop importante, et si les écarts entre les deux séries pour chaque individu mesuré (deux fois) ne
sont pas trop importants [71].
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* Présentation graphique : diagramme des différences :

Pour calculer ce qu’on appelle les limites d’agrément (limits of agreement), il y a trois étapes :
1. Calculer d = moyenne des Différences

2. Calculer sdd = I’écart-type des Différences

3. Calculer la limite inférieure et supérieure = d + 2 sdd [72]

L’axe des abscisses est la moyenne des mesures des deux séries, et 1’axe des ordonnées est la
différence entre les mesures des deux séries (la série n°2 — la série n°1) [71].

Le diagramme de dispersion et le diagramme des différences sont complémentaires. Le premier
évalue la concordance globale moyenne de 1’ensemble des points, le second s’intéresse
individuellement a chaque couple [60].

Le CLSI (ancien NCCLS) a publié une directive pour comparer les méthodes dans laquelle les
deux diagrammes sont simultanément conseillés [60].
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Figure 13:Comparaison des méthodes : diagramme de dispersion a gauche et
diagramme des différences a droite.
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4 Performance clinique :

Les résultats discordants proches des limites de décision sont particulierement significatifs
lorsqu'ils affectent la classification des patients, affectant potentiellement les résultats
(performance clinigque).

Pour cette raison, il est souvent utile d'évaluer la concordance diagnostique entre deux dosages
par rapport a des limites de décision spécifiques[73].

Les décisions cliniques sont souvent prises par rapport a des limites de décision spécifiques, il
est donc important d'évaluer I'impact d'un test sur la classification des maladies

Le taux d'erreurs de classification est une mesure de performance importante; cependant, des
classifications erronées ne sont importantes que s'ils affectent 1’état de santé des patients.

Dans le cadre d'une étude diagnostique, le risque est déterminé par la probabilité de mauvaise
classification et le résultat associé a une mauvaise classification (produit de ces deux facteurs)
[74].

e Autres caractéristiques non techniques

I1 est aussi possible d’évaluer les méthodes comparées selon d’autres caractéristiques non
techniques (délai, rapidité, efficience, cott ...... )[67].
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PARTIE PRATIQUE

1 Obijectifs de I’étude :

Objectif principal :

-Comparer les valeurs de la créatinine sanguine dosée par les deux méthodes : la méthode de
Jaffée modifiée et la méthode enzymatique.

Objectifs secondaires :

-Evaluer les performances analytiques (fidélité, justesse, exactitude...) du COBAS INTEGRA®
400 plus pour les deux méthodes de dosage.

-Comparer les résultats du DFG calculé a partir de la créatininémie dosée par les deux méthodes
précédentes.

- Faire sortir 1’utilité de la méthode enzymatique dans certaines situations.
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2 Matériels et méthodes :

2.1 Cadre de I’étude :

Notre travail est une étude comparative réalisée prospectivement au sein du laboratoire central
du CHU Frantz Fanon de Blida, unité de biochimie, durant la période qui s’étale du Mars
jusqu’a Juillet 2021.

2.2 Echantillons biologiques :
2.2.1 Criteres d’inclusion :

e Tout patient ayant un sérum sur tube hépariné dont on a pu I’interroger, et ceci pour
toute les catégories d’ages et de sexe.

2.2.2 Critére d’exclusion :

e Tout manqgue des données obligatoires aux calculs effectués dans notre étude (age,
taille..) ainsi que tout sérum présentant un aspect pouvant fausser les résultats de
dosage (ictérique, turbidité, hémolysés)

e Femmes enceintes vu la non possibilité du calcul du DFG a partir de la
créatininémie.

2.2.3  Préléevement sanguin :

Le sang du patient était recueilli par ponction veineuse sur
tube hépariné et acheminé au laboratoire ou il a été centrifugé
a 4000 tours par minute pendant 3 min.

Les tubes sanguins qui ont été transportés ou doses aux jours
différents de celui du préléevement ont été séparés sur tube
Eppendorf et conservés a une température de 4C° jusqu’au
jour de leur dosage.

. Conservation des échantillons :
15-25 °C 7 jours
2-8 °C 7 jours
(-15)-(-25) °C 2 mMois

41



PARTIE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES

2.3 Recueil des donnes :

Les antécédents pathologiques, ainsi que des paramétres anthropométriques : le poids, la taille,
I’age ... ont été récolté par interrogation des patients sur une fiche de renseignement dont un
exemplaire est présenté ci-dessous :

Figure 14: Exemplaire de fiche de renseignement utilisée pour le recueil des données

Service: .....................

Nom & prénom: ..............

Taille: Dm

CHU FRANTZ FANON
UNITE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE BIOCHIMIE

N° d’identification: ...................... Pate: ... .

Année de naissance: .............

Sexe: H D F |:|
Poids: l:l Kg

Antécedents PersONNelS: . . e

Facteurs de MiSqUeS: .. e

Antécedents familiaux:

Sous traitement: ... ... ...

AULres remargqUes: .. ... ... e

w.......Derniéreprise :._...... ...

Taux de créatinine: (mgiL)

M.jaffée Ij M.enz. D
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2.4 Moyens et matériels :
2.4.1 Verrerie et petit matériel :

Micropipettes 1000 pl et 500pl Embouts

2.4.2 Appareillage :

Centrifugeuse ROTOFIX 32 AIHETTIC Automate analyseur : COBAS INTEGRA®
400 plus

43



PARTIE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES

e Présentation générale de COBAS INTEGRA® 400 plus :

Le systeme COBAS INTEGRA® 400 plus (Comprehensive Bio-Analytical System) est un
analyseur chimique informatise et entierement automatisé. Son utilisation est prévue pour la
détermination qualitative et quantitative d'une vaste gamme d'analytes (plus de 140 tests) dans
différents liquides corporels , permettant de consolider les activités de chimie clinique,
protéines spécifiques, médicaments, drogues sériques et urinaires.

Il utilise le concept réactif cobas ¢ pack qui assure des résultats des patients harmonisés pour
les laboratoires multi-sites [75].

e Avantages

*Un instrument de paillasse compact
pour un espace limité.

*Une cadence jusqu'a 400 tests/heure et
Jusqu’a 90 échantillons simultanément
dans le systéme, possibilité¢ d’échanger
les racks apreés le pipetage.

* 6 racks d’échantillons pour différents
tubes primaires et secondaires avec un
chargement en continu et lecture
simultanée.

*Chargement et déchargement flexible
des reactifs en cours de routine.

* Stockage réfrigéré pour une longue stabilité des réactifs et de plus longs intervalles de
calibration

Les réactifs liquides préts a ’emploi pratiques sont les mémes pour tous les analyseurs
COBAS, ce qui se traduit par un minimum de formation et une productivité optimale.

* Maintenance automatisée du systeéme ce qui réduit de maniere significative les interventions
réalisées par I’opérateur.

» Identification des échantillons positive par code-barres [75] [76].
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e Spécifications techniques :

Type d’échantillons

Sérum, plasma, urine, LCR, hémolysat et
sang total

Chargement échantillons

-Capacité de chargement de 90 tubes
primaires ou secondaires : 6 racks de 15
positions

-Prédilution automatique.

-Postdilution ou concentration

Lecture code-barres par scanner laser.
Gestion immeédiate des urgences

Tubes

Tubes primaires de 5,7 et 10 mL
Godets et micro-godets

Volume échantillon

2 a 10 pL par test en général

Consommation d’eau

1-2 litres/h de fonctionnement
Alimentation directe eau type I (selon
NCCLS) ou eau désionisée

Dimension d’analyseur

Largeur : 135cm
Profondeur : 66 cm
Hauteur : 75 cm

Poids

230 Kg

Certification

CE, UL, C-UL

e Principe du systeme :

Intégration de 4 principes de mesure :

Absorbance : Enzymes, substrats

Ce principe est appliqué au dosage de la créatinine.

C’est une méthode d’analyse basée sur le fait que les substances colorées absorbent une partie
du spectre lumineux, I’intensité de la lumiére traversée est alors réduite et ceci en fonction de
la concentration de la substance et 1’épaisseur traversée. On déduit ainsi la concentration de la

substance a doser [77].

Turbidimétrie : Protéines spécifiques.

Polarisation de fluorescence : dosage de médicaments et toxiques sériques.

Electrodes sélectives (ISE) : Na+, K+, Cl-, Li+

Technique KIMS : Dépistage de drogues urinaire.

45



PARTIE PRATIQUE : MATERIELS ET METHODES

2.4.3 Réactifs :

e CREJ2 (Creatinine Jaffé Gen.2) :
Composition et concentrations

e Composant SR:
Acide picrique : 38 mmol/L, pH = 6.5
Pas de tampon réactif.

e Composant R1:
Hydroxyde de potassium : 900 mmol/L.
Phosphate: 135 mmol/L.

- pH>135

Usage :

Test in vitro pour la mesure quantitative de la créatinine dans le sérum et le plasma humain sur
les systemes COBAS Integra, selon la méthode colorimétrique de Jaffé en cinétique.

e CREP2 (Creatinine plus Gen.2) :
Composition et concentrations

e Composant SR:

- Tampon TAPS (acide N-tris[hydroxyméthyl]méthyl3aminopropanesulfonique):
50 mmol/L, pH 8.0 ;

- Créatininase (de microorganismes) : > 498 pkat/L ;

- Peroxydase (de raifort) : > 16.6 pkat/L ; 4-aminophéenazone : 0.5 g/L ;

- Ferrocyanure de potassium (I1) : 60 mg/L ;

- Détergent ;

- Conservateur

e Composants R1
- Tampon TAPS (acide N-tris[hydroxyméthyl]méthyl3aminopropanesulfonique) :
30 mmol/L, pH 8.1
- Créatinase (de microorganismes) : > 332 pkat/L
- Sarcosine oxydase (de microorganismes) : > 132 pkat/L
- Ascorbate oxydase (de microorganismes) : > 33 pkat/L
- Catalase (de microorganismes) : > 1.67 pkat/L ;
- HTIB:1.2¢g/L
- Détergents
- Conservateur

Usage :

Test in vitro pour la mesure quantitative de la créatinine dans le sérum et le plasma humain sur
les systemes COBAS INTEGRA, selon la méthode enzymatique colorimétrique.
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e Conservation et stabilité

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir la date de péremption sur
I'étiquette du cobas c pack.

Sur I’analyseur, en cours d’utilisation = 8 semaines
entre 10 et 15 °C

e Préparation des réactifs

Préts a I'emploi.

2.4.4 Réactifs auxiliaires :

a- Contrdle interne de qualité QIC
e Precicontrol Clin Chem Multi 1 (PCCM 1)

PreciControl ClinChem Multi 1 est un sérum de contréle lyophilisé a base de sérum humain.

Les concentrations et les activités des constituants du controle sont habituellement situées
dans le domaine de la normale ou au seuil normal/pathologique.

Il s'utilise pour le contrdle de qualité et permet d'évaluer I'exactitude et la précision des tests
quantitatifs indiqués dans les fiches de valeurs.

e Precicontrol Clin Chem Multi 2 (PCCM 2)

PreciControl ClinChem Multi 2 est un sérum de contréle lyophilisé a base de sérum humain.

Les concentrations des constituants du contréle sont situées habituellement dans le domaine
pathologique.

PreciContro| ClinChem Multi 2

Roche systems e

PreciControl ClinChem Multi 1

Roche systems 5] 5137218 100 (e
(@) 0117000 10 G - 20
(Ga) 25 s
s s =
Aok O = =
Sachote Svasse g
um"“‘"" c€’\‘3‘,t/?"c

cob
cobas
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e Composition et concentrations

e Composants actifs du lyophilisat:
Sérum humain, additifs chimiques et matériaux d'origine biologique
Concentration de la créatinine :

CREJ2:
PCCM1 ........ceviinnn 10.6 mg/L
PCCM2 ..., 38.4 mg/L
CREP2 :
PCCM1 ........ceviinnn 9.68 mg/L
PCCM2 ..., 37.0 mg/L

L’intervalle des contrdles correspond a la valeur cible +£3 s (I’écart type retrouvé lors de
plusieurs déterminations de la valeur cible)

e Composants non-actifs du lyophilisat:
Stabilisateurs

e Préparation

Ouvrir un flacon avec précaution sans perdre de lyophilisat et y introduire exactement 5.0 mL
d’eau distillée ou d’eau désionisée.

Refermer le flacon avec soin et en dissoudre le contenu dans un délai de 30 minutes en
mélangeant occasionnellement par de lIégeres rotations. Eviter la formation de mousse

Sécurité :

Pas une substance ni un mélange dangereux mais manipuler comme potentiellement infectieux
car le risque de contamination ne peux étre exclu avec certitude.

e Fréquence des contréles :

La fréquence des contréles et les limites de confiance devraient étre adaptées aux exigences du
laboratoire. Les résultats devraient se situer dans les limites de confiance définies

e Conservation et stabilité

Conservation : entre 2 et 8 °C
Conserver les flacons de contrdles bien fermés et protégés de la lumiére aprés usage.
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Stabilité des constituants:

Sérum de contrdle lyophilisé

. Jusqu’a la date de
2-8°C péremption indiquée

Apres reconstitution

15-25°C 12 heures
2-8°C 5 jours
(-15) - (-25) °C 28 jours (une

congélation possible)

b- Calibration :
C’est un procédé permettant d’établir une
relation entre I’absorbance et la concentration Cfas.
du calibrateur correspondant [77].

e Domaine d'utilisation :

Calibrator for automated systems (C.f.a.s.)

est un calibrateur lyophilisé a base de sérum humain, il s’utilise pour calibrer les tests
quantitatifs de Roche sur les analyseurs de chimie clinique de Roche indiqués dans les fiches
de valeurs dont COBAS integra® 400 plus

e Composition et concentrations :
Composants actifs du lyophilisat:
Sérum humain, additifs chimiques et matériaux d'origine biologique.
Composants non-actifs:
Stabilisateurs
Concentration de la créatinine :

CREJ2 ... 40.2 mg/L
CREP2 ... 37.1 mg/L
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e Préparation :

Ouvrir un flacon avec précaution sans perdre de lyophilisat et y introduire exactement 3.0 mL
d’eau distillée ou d’eau désionisée. Refermer le flacon avec soin et en dissoudre le contenu
dans un délai de 30 minutes en mélangeant occasionnellement par de légéres rotations. Eviter
la formation de mousse.

e Fréquence des calibrations :

A chaque lot et si les résultats de contrdle de qualité I'exigent

e Conservation et stabilité

Calibrateur 2-8°C jusqu’a la date de
non reconstitué péremption indiquée
15 - 25 °C 8 heures
Calibrateur .
reconstitué 2-8°C 2 jours
o 4 semaines (une
(-15) - (-25)°C congélation possible)
*Exceptions

Conserver les flacons de calibrateur bien fermés et protégés de la lumiére apres usage.
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2.5 Méthodes :

2.5.1 Méthodes de dosage :
On a utilisée deux méthodes pour le dosage de la créatinine :

-Méthode de Jaffé modifiée qui a comme réaction :

Créatinine + acide picrique PHa%in___ complexe jaune orangé

-La méthode enzymatique dont la réaction se déroule comme suit :

créatinine + H2Q creatininase - créatine

créatine + H20  _Crédtinase, sarcosine + urée

sarcosine + 02 + H20 _S°P glycine + HCHO + H202

H202 + amino-4 phénazone + HTIB __POP dérivé coloré quinone-imine + H20 + HI

HTIB : acide 2, 4,6-triiodo-3-hydroxybenzoique

Les principes de ces deux méthodes ont été traités dans le chapitre Il : les méthodes de dosage
de la créatinine.

2.5.2 Analyses statistiques :

e Pour I’analyse des données nous avons utilisé :
- Le logiciel EXCEL.

- Le logiciel IBM SPSS Statistics version 25.
- Le logiciel MedCalc Version 20.008

e Les valeurs quantitatives ont été comparées par le test t de student
e Les valeurs qualitatives ont été comparées par le test X? de Pearson
e Lavaleur P<0.05 a été considérée comme significative.

v La concordance des résultats des deux techniques, a été appréciée par la droite de
régression (Passing & Bablok) et la droite de dispersion (Bland Altman)
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3 Reésultats :

3.1 Description de la population étudiée :
On a pu sélectionner et interroger au hasard 216 patients, La taille quotidienne des échantillons
était d'environ 4% des échantillons provenant des différents services :

54 Patients hospitalisés dans différents services du CHU Frantz Fanon de Blida dont :
e 19 du service de cardiologie et médecine interne.
e 06 du service de neurochirurgie.
e 20 du service de neurologie.

148 Patients externes qui viennent pour des analyses de routine

03 Patients hospitalisés aux différents services de I’EHS de transfusion des organes et
tissus (TOT) de Blida

e 2: Service de néphrologie.
e 1: Service d’hémodialyse.

- 11 Patients de population pédiatrique de I’'UHU Hassiba Benbouali de Blida

148

e X < AN X N X . . &
\.?}(\ O\OQ3 &Q}Q \ooo'b ‘\)‘\ %&O o\OQS Q),\Q} \OQO O Q‘eb\
+ & S D ©
I RO &8 S &
IO A SRR & o
¥ @ R
e 2
& X
\2\\)
N)

Figure 15: Répartition de la population selon les services
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3.2 Répartition de la population :

3.2.1 Selon le sexe :

= Femmes

39,35%
o\

- 51,39%

= Hommes

Figure 16: Répartition de la population adulte selon le sexe

3.2.2 Selon’age:

Tableau 7:Répartition de la population selon I'age

Total Minimum Maximum Moyenne Ecart type Classe

modale
Enfants 20 3 17 8,44 4,3 [0-10]
Femmes 111 19 87 45,2 17,57 [31-40]
Hommes 85 20 85 54,33 17,48 [61-70]
Toute population
confondue 216 3 87 45,7 20,89 [31'40]
30
8
25 7
20 6
5
15 4
10 3
2
> 1
0 0
<30 [31-40] [41-50] [51-60] [61-70] [71-80] [81-90] (0-5]  [6-10] [11-15]  >15

W Femmes ™ Hommes

Figure 18:Répartition des enfants selon les

Figure 17:Répartition des adultes selon les A
tranches d'age

tranches d'age
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3.2.3 Selon le poids :

Tableau 8: Classification de la population selon |’indice de masse corporelle (IMC) :

Moyenne Médiane Ecarttype Minimum  Maximum

Enfants 20,633 17,98 6,9471 14,4 40
Femmes 27,787 27,217 6,1547 16,4 47,2
Hommes 25,423 24,676 3,9148 17,3 34,5
Toute population 26,194 25,712 5,8357 14,4 47,2
confondue

L’interprétation des valeurs de I'IMC a été réalisée selon les normes de I’OMS pour les adultes et
pour les enfants [78][79].

Classification n (%)
Maigre 6 (2,8 %)
Normal 93 (43.1 %)
Surpoids 63 (29,2 %)
Obésité type | (modérée) 38 (17,6 %)
Obésité type 11 (sévére) 8 (3,7 %)
Obésité type 111 (massive, morbide) 8 (3,7 %)

= Maigre

29% = Normal
(]

/

18%

Obésité type |
(modérée)

= Obésité type Il (sévere)

m Obésité type Il
(massive, morbide)

Surpoids

Figure 19: Classification de la population selon le poids
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3.2.4 Selon les maladies atteintes :

Tableau 9:Répartition de la population selon les maladies atteintes

Maladies n (%)
Maladies pulmonaires 1 (0,46%)
Diabéte type 1 2 (0,93%)
Asthme 2 (0,93%)
Maladies génétiques 2 (0,93%) 90
Problémes hépatiques 2 (0,93%) 38
AVC 3(1,39%) &0
Maladies gynécologiques 3(1,39%) 50
Maladies auto-immunes 4 (1,85%) gg
Anémies 5(2,31%) 20
Maladies de la prostate 5(2,31%) 10
Maladies ophtalmiques 6 (2,78%) 0 O e
Maladies d'estomac et de célon 6 (2,78%) % E Gg r%: qé 03; % %: g § § 3
Maladies rénales 8 (3,70%) S & g3 2 £ % g ° é % =
Maladies inflammatoires 8 (3,70%) 3 < 5T Bl
Maladies rhumatologiques 8(3,70%) é % 5 g % e
Hypercholestérolémies/triglycéridémie 9(4,17%) = f:e B R
Cancer 11 (5,09%) = s s
Maladies neuronales 12 (5,56%)
Maladies thyroidiennes 12 (5,56%)
Cardiopathies 34(15,74%)  Figure 20:Répartition de la population selon
Diabéte type 2 47(21,76%) s différentes maladies
Hypertension 48 (22,22%)
Aucune 81 (37,50%)
3.2.5 Selon les valeurs de la creatinine sanguine :
Proposition de répartition des
concentrations pour les spécimens
utilisées pour les comparaisons de GRP A GRP B GRPC GRPD

technique

<7,9185 8,03-13,58 13,69-22,62 22,74-113,12
Intervalle (mg/L)

Recommandations 10% 30% 30% 30%
Population m.Jaffé 65,74% 29,17% 3,70% 1,39%
étudiée

m.enzymatique  68,06% 28,24% 2,31% 1,39%
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3.2.6  Seclon I’interprétation des valeurs de la créatinine sanguine mesurée :

3.2.6.1 Chez toute la population :

V.Normales V.pathologiques P
n (%) n (%)
Méthode de 191 o
Jaffé modifiée  (88,43%) 25 (11,57%) 0 255020
Méthode 199 17 (7,87%) ’
enzymatique (92,13%)
3.2.6.2 Chez les hommes :
V.Normales V.pathologiques P
n (%) n (%)
Méthode de 77 (90,59%) 8 (9,41%)
Jaffé modifiée
0,255424
Méthode 77 (90,59%) 8 (9,41%)
enzymatique
3.2.6.3 Chez les femmes :
V.Normales V.pathologiques P
n (%) n (%)
:\:ffzh;iz;fée 95 (85,59%) 16 (14,41%)
Méthod 0,202031
ethode 102 (91,89%) 9 (811%)
enzymatique
3.2.6.4 Chez les enfants :
V.Normales V.pathologiques P
n (%) n (%)
R I
Méthod 0,500000
ethode 20 (100%) 0 (0%)

enzymatique

Les valeurs sont classifiées selon les valeurs de référence annoncées par le fournisseur pour

chaque méthode de dosage (voir annexe 3).
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3.2.7. Selon la clairance et le DFG :
3.2.7.1 Casde laformule de CG:

Gradation des niveaux de Méthode de Jaffé Méthode
risqué en fonction de CICr modifiée enzymatique
n (%) n (%)
Gl >90 134 (68,4%) 137 (69,9%)
G2 60-89 42 (21,4%) 37 (18,9%)
CG G3a 4559 12 6,1%) 15 (7,7%)
(mI/mn/L1.73m2) = o554 T4 %) 4 %)
G4 15-29 3 (1,5%) 1 (0,5%)
G5 <15 1 (0,5%) 2 (1%)
3.2.7.2 Cas du DFG calculé par la formule MDRD :
Gradation des niveaux de risqué  Méthode de Jaffé Méthode
en fonction du DFG modifiée enzymatique
n (%) n (%)
Gl >90 126  (64,3%) 128 (65,3%)
G2 60-89 51 (26,0%) 51 (26%)
MDRD G3a  45-59 8 (4,1%) 7 (3,6%)
(m/mn/1.73m2)  G3b 29-44 | 7 (36%) 5 (2,6%)
G4  15-29 2 (1%) 3 (1,5%)
G5 <15 2 (1%) 2 (1%)
3.2.7.3 Cas du DFG calculé par la formule de CKD-EPI:
Gradation des niveaux de risqué  Méthode de Jaffé Méthode
en fonction du DFG modifiée enzymatique
n (%) n (%)
Gl >90 138 (70,4%) 139  (70,9%)
G2  60-89 = 39 (19,9%) 40 (20,4%)
CKD-EPI G3a 4559 8 (1%) 7 (1%)
(MVMn/L.73M2) oy 944 77 (1%) 6 (1%)
G4 15-29 2 (4,1%) 2 (3,6%)
G5 <15 2 (3,6%) 2 (3,1%)
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3.2.7.4 Cas du DFG calculé par la formule de BIS | :

Gradation des niveaux de risqué  Méthode de Jaffé Méthode
en fonction du DFG modifiée enzymatique
n (%) n (%)
Gl >90 1 (3,70%) 2 (7,41%)
G2 60-89 15 (55,56%) 14 (51,85%)
BIS| G3a 4559 8  (29.63%) 8  (29,63%)
(MIMN/L.73m2) oy 9.4 T2 T4%) 2 (7,41%)
G4 15-29 0 (0%) 0 (0%)
G5 <15 1 (3,7%) 1 (3,70%)
3.2.7.5 Cas du DFG calculé par la formule de Schwartz :
Gradation des niveaux de risqué Méthode de Jaffé Meéthode
en fonction du DFG modifiée enzymatique
n (%) n (%)
Gl >90 19 (95%) 20  (100%)
G2 60-89 1 (5%) 0 (0%)
Schwartz G3a 4559 0 (0%) 0 (0%)
(mi/mn) G3b  29-44 0 (0%) 0 (0%)
G4 15-29 0 (0%) 0 (0%)
G5 <15 0 (0%) 0 (0%)
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3.3 Relation entre La clairance/ DFG estimé et la créatinine sanguine :

3.3.1 Cas de formule Cockcroft & Gault (CG) :

Méthode enzymatique :

300

2

o
5]
T

DFGe-CG (mliminf1.73 m2)
= o
3 g

w
=]
1

o T T T T

Créat (mddI)

Figure 21: représentation graphique de la
relation clairance(CG) -Créat enzyamtique

3.3.2 Casde formule MDRD :

Méthode enzymatique :

250

A A M
g8 o g
1 CT' 1

DFGe-MDRD (ml/min/173 m2)

2

b o
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2 4 3 g 10

Créat (mg/dl)

Figure 24:représentation graphique de la
relation DFG (MDRD)-Créat enzymatique
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S

3

DFGe-CG (mlimni1.73m2)

Méthode de Jaffé modifiée

2
i

3

y T T T T

Créat (mgldI)

Figure 22:représentation graphique de
la relation clairance(CG)-Créat Jaffé

Méthode de Jaffé modifiée :

250

2007

1501

1007

DFGe-MDRD (mlimini1.73 m2)

o
=
1

4 g 8 10
Créat (mg/dl)

Figure 23:représentation graphique de la
relation DFG (MDRD) -Creéat Jaffé
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3.3.3 Cas de formule CKD-EPI :

Méthode enzymatique :

o

y T T T

Créat (mgldl)

Figure 25:représentation graphique de la

relation DFG (CKD-EPI)-Créat enzymatique

Méthode de Jaffé modifiée :

73 m2)

1004

DFGe-CKD-EPI (ml/min/1
2
e
)

4 [ 8
Créat (mgldl)

Figure 26:représentation graphique de la

relation DFG (CKD-EPI)-Créat Jaffé

3.3.4 Casde formule BIS I (sujets ages plus de 70 ans) :

Méthode enzymatique :

120

2
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™
T

DFGe-BIS-| (ml/min/1.73 m2)
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h
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Creéat (mgidl)

Figure 28:représentation graphique de la

relation DFG (BIS 1)-Créat enzymatique

Méthode de Jaffé modifiée :

DFGe-BIS-| (ml/imin/1.73 m2)
;5 8 = &
T S

5]
=}

0 T T T T

Creéat (mgldl)

Figure 27:représentation graphique de la

relation DFG (CKD-EPI)-Créat Jaffé
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3.3.5 Cas de formule de Schwartz (pour les enfants moins de 18 ans) :

Méthode enzymatique : Méthode de Jaffé modifiée :
350 350
e
8

3001 3007}
o T %
%250— o Ezsu— .
g o £ e
%200— o Ezoo— 00
q |89 3 e
3150 3150 ‘-
& %c & [°

[e]
L]
100+ 100+
L]
50 T T T T S0 T T T T
0 2 4 & 8 10 0 2 4 [ g 10
Créat (mgldl) Créat (mgldI)

Figure 30:représentation graphique de la Figure 29:representation graphique de la

relation DFG (Schwartz)-Créat enzymatique ~ relation DFG (Schwartz)-Créat Jaffé
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3.3.6 Corrélation entre I’age et le DFGe (Formule CKD-EPI) :

o Chez les adultes (Formule CKD-EPI) :
a- Méthode de Jaffé modifiee :
Variables Age (années)  DFGe (ml/min/1.73m?)
Age (années) Corrélation de 1 -0,754
DFEGe Spearman
(ml/min/1.73m?) 0,754 !
P

b- Méthode enzymatique :

Variables Age (années)  DFGe (ml/min/1.73m?)
Age (années) Corrélation de 1 -0,762
DFGe Spearman
(ml/min/1.73m?) 0,762 1
P
J Chez les enfants (<18 an) (Formule Schwartz):

a- Méthode de Jaffé modifiée :

Variables Age (années)  DFGe (ml/min)
Age (années) Correlation de 1 -0,265
DFGe (ml/min) Spearman 0265 1

P 0,259 0,259

b- Méthode enzymatique :

Variables Age (années)  DFGe (ml/min)
Age (annees) Corrélation de 1 -0,011
DFGe (ml/min) Spearman -0,011 1

P 0,965 0,965
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3.3.7 Corrélation entre I’IMC et le DFGe (Formule CKD-EPI) :

o Chez les adultes (Formule CKD-EPI):

a- Meéthode de Jaffé modifiée :

Variables IMC (kg/m?)  DFGe (ml/min/1.73m?)
IMC (kg/m?) Corrélation de 1 -0,152
DFGe Spearman
(mI/min/1.73m?) 0,152 !
P
b- Méthode enzymatique :
Variables IMC (kg/m?)  DFGe (ml/min/1.73m?)
IMC (kg/m?) Corrélation de 1 -0,158
DEGe Spearman
(MI/min/1.73m?) 0,158 !
P
J Chez les enfants (<18 an) (Formule Schwartz):
a- Méthode de Jaffé modifiee :
Variables IMC (kg/m?)  DFGe (ml/min)
IMC (kg/m?) Corrélation de 1 -0,155
DFGe (ml/min) Spearman 0155 1
P 0,514 0,514
b- Méthode enzymatique :
Variables IMC (kg/m?)  DFGe (ml/min)
IMC (kg/m?) Corrélation de 1 0,003
DFGe (ml/min) Spearman 0.003 1
P 0,990 0,990
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3.4 Evaluation de la performance analytique des deux méthodes :
L’¢évaluation a été faite selon les recommandations de la SFBC de la stratégie 1: vérification

des performances analytiques des méthodes quantitatives, les parametres concernés sont

résumeés dans le tableau présenté ci-dessous [62]:

Module Vérification des
performances
Fidelité Répétabilité BetE
Reproductibilité | B et E
Justesse B et E si possible

Limite de détection

B ou E si intérét

Intervalle de mesure

B

Limite inférieure de quantification

BouE

Effet de dilution

B ou E si intérét

Contamination inter-échantillon

B ou E si intérét

Evaluation de I’influence de I'némolyse, de la B si intérét

bilirubine et de la turbidité des échantillons

Spécificité analytique B

Selectivite B

Stabilités - Réactifs B ou E si intérét
- Etalons B ou E si intérét
- Echantillons biologiques B ou E si intérét

Exactitude B si possible

E : essai

B : bibliographie

3.4.1 La méthode de Jaffé modifiée :

3.4.1.1 Fidelité :

L’étude de la fidélité inclue celle de :

- Larépeétabilité

- La fidelité intermédiaire (reproductibilité)

a- Repétabilité :

On a préparé 2 pools :

- N : valeurs normales
- P : valeurs pathologiques

Ces pools sont testés 20 fois au cours d’une méme journée et dans les mémes

conditions.
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Tableau 10: Résultats de I'étude de la répétabilité de la méthode de Jaffé modifiee

CREJ2
(N) (P)

1 10,15 38,12
2 10,27 37,81
3 9,88 37,66
4 9,99 36,8
5 10,26 36,85
6 10,19 36,99
7 10,29 36,5
8 10,3 37,06
9 10,18 36,68
10 10,27 37,23
11 10 38,39
12 9,98 37,43
13 10,44 37
14 10,1 37,06
15 9,99 36,68
16 10,06 36,81
17 10,38 37,73
18 10,28 37,2
19 10,21 36,83
20 10,2 36,85
moyenne (mg/l) 10,171 37,184
Nombre de tests (n) 20 20
Ecart-type (s) 0,149 0,514
Coefficient de variation (CV) % 1,47% 1,38%
(CV)% annoncé par le fournisseur 1.4% 0.8 %
Coefficient de variation limite[62] 4,5% 2,6%
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* Représentation graphique :

Représenration de la répétabilité des valeurs (IN) - méthode Jaffé modifiée

Valews de la créatinme en mg/dL
(=)
f=)
o

.00

12,00
10,00 e e I S =)
2 g0
2
g
jé 6,00
g
2
E 4,00
=
2,00
00
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Nombre de répétitions
Représentation de la répétabilité des valeurs (P) - méthode Jaffé modifiée
12,00
10,00 | W—A‘W"—’—N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Nombre de répétirions
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b- Reproductibilité :

Le protocole appliqué pour I’étude de reproductibilité comprend 30 déterminations sur 5 jours
(séries) avec 6 déterminations pour chaque série et ceci pour chacun des pools :

- N : valeurs normales
- P : valeurs pathologiques

Le calcul des écarts-types de fidélité intermédiaire a été réalisé en effectuant I’analyse de la
variance (ANOVA) d’un mod¢le a effet aléatoire, selon les principes décrits de la norme

1SO 5725 [63]

Tableau 11:Reésultats de I'étude de reproductibilité de la méthode de Jaffé modifiée pour les

valeurs (N)
CREJ2 (N)
Les jours (séries) valeur1  valeur  valeur3 valeur valeur5 valeu
2 4 r6

série 1 10,15 10,27 9,88 9,99 10,26 10,19
série 2 10,01 9,82 10,03 9,93 10,06 9,48
série 3 10,52 10,32 10,12 10,41 10,34 10,10
série 4 9,83 9,91 9,99 9,94 9,94 10,39
série 5 9,07 9,03 8,88 9,06 8,86 9,12
Moyenne (mg/L) 9,86
Ecart-type (S) 0,545
Intervalle de confiance de Limite 0,74
1’écart-type 1C(S) supérieure

Limite 0,35

inférieure

Coefficient de variation 5,53%
(CV)%
Valeur annoncée 2,80%
par le fournisseur
(CV)% limite [59] 6.2
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Tableau 12:Résultats de I'étude de reproductibilité de la méthode de Jaffé modifiée pour les

valeurs (P)
CREJ2 (P)
Les jours (séries) valeur 1 valeur valeur3 valeur valeur valeur 6
2 4 5
série 1 38,12 37,81 37,66 36,80 36,85 36,99
série 2 38,32 36,48 37,73 36,64 35,34 36,34
série 3 37,90 39,16 38,16 38,32 37,98 38,35
serie 4 37,11 37,86 37,26 37,37 36,52 37,75
série 5
34,41 34,22 34,11 33,99 34,66 33,22
Moyenne (mg/L) 36,78
Ecart-type (s) 1,70
Intervalle de Limite 2,31
confiance de I’écart-  supérieure
type 1C(s)
Limite 1,09
inférieure
Coefficient de
variation (CV)% 5%
Valeur annoncée
par le fournisseur 1,30%
(CV)% limite [59] 6.2
e Représentation graphique :
12,00 e _\_/,_*\_\
% 800+ % r
é 610 E e
g 4,00 E
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3.4.1.2 Justesse :
La justesse est quantifiée par le biais relatif estimé en comparant la moyenne obtenue (m) lors
de I'étude de fidélité intermédiaire a la valeur conventionnellement vraie (v) de I'échantillon
testé.

Biais relatif (%) = 100 x ((m-v)/v)

On peut ainsi déduire la justesse pour chacun des deux niveaux (N) et (P)

Tableau 13:Résultats de I'étude de la justesse de la méthode de Jaffé modifiée

CREJ2
(N) (P)
Moyenne de fidélité intermédiaire (mg/L) 9,86 36,78
Valeur conventionnellement vraie (mg/L) 10,6 38,4
(mg/L) 074 11,62
Biais (biais relatif) : :
(%) -6,95%  -4,22%
0)
Justesse (%) 95.78%
Limite acceptable du biais relatif 7,8% 7,6%
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3.4.2 Laméthode enzymatique :

3.4.2.1 Fidelité :
L’étude de la fidélité inclue celle de :

- Larépetabilité
- Lafidélité intermédiaire (reproductibilite)
a- Repétabilité :

On a preparé 2 pools :

- N : valeurs normales
- P :valeurs pathologiques

Ces pools sont testés 20 fois au cours d’'une méme journée et dans les mémes

conditions.

Tableau 5: Résultats de I'étude de la répétabilité de la méthode enzymatique

CREP 2
(N) (P)

1 9,82 36,73
2 10,04 35,79
3 9,91 36,98
4 9,71 36,44
5 9,88 35,95
6 9,9 36,3
7 10,33 35,75
8 9,94 36,92
9 9,8 36,14
10 9,95 35,77
11 9,83 36,9
12 10,36 36,81
13 10 36,35
14 9,96 36,19
15 9,99 37,94
16 10,02 36,49
17 9,89 37,3
18 9,91 36,52
19 9,93 35,98
20 9,73 36,41
moyenne (mg/l) 9,945 36,483
Nombre de tests (n) 20 20
Ecart-type () 0,163 0,557
Coefficient de variation (CV) % 1,64% 1,53%
(CV)% annoncé par le fournisseur 1.6 % 0.7 %
Coefficient de variation limite[62] 4.5% 2,6%
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Représentation graphique :

Représenation de la reproductibilité des valeurs (IV) - méthode enzymatique

12,00}
10,00 | . . . - .
% 8.00|
g
I
% 6,00
g
g 4,00
2,000
00 |
Senie 1 Seéne 2 Sene 3 Sene 4 Sénie 5
Les séries
Représenation de la reproductibilité des valewrs (F) - méthode enzymatique
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b- Reproductibilité :
Le protocole appliqué pour 1’étude de reproductibilité comprend 30 déterminations sur 5 jours
(séries) avec 6 déterminations pour chaque série et ceci pour chacun des pools :

- N : valeurs normales
- P : valeurs pathologiques

Tableau 6:Résultats de I'étude de reproductibilité de la méthode enzymatique pour les

valeurs (N)
CREP 2 (N)
Les jours (séries)  valeur 1 valeur valeur 3 valeur valeur valeur
2 4 5 6
série 1 9,82 10,04 9,91 9,71 9,88 9,9
série 2 9,98 10,08 10,17 10,4 10,26 9,76
série 3 10,08 9,77 9,74 9,92 9,96 9,87
série 4 9,82 9,75 9,83 9,41 9,66 9,95
serie 5 9072 984 097 961 934 951
Moyenne (mg/L) 9,86
Ecart-type (S) 0,228
Intervalle de Limite 0,31
confiance de supérieure
1’écart-type 1C(S) Limite 0,15
inférieure
Coefficient de
variation (CV)%
Valeur annoncée 1,30%
par le fournisseur
(CV)% limite 6.2

[59]
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Tableau 7:Résultats de I'étude de reproductibilité de la méthode enzymatique pour les

valeurs (P)
CREP 2 (P)
Les jours (séries) valeur 1 valeur valeur3 valeur valeur valeur6
2 4 5

série 1 36,73 35,79 36,98 36,44 35,95 36,3
serie 2 38,48 35,98 38,08 36,19 35,82 37,96
serie 3 38,00 37,00 37,76 37,11 38,28 37,9
serie 4 36,91 36,21 36,22 35,93 36,1 37,04
série 5

37,59 36,69 34,42 37,53 36,71 35,76
Moyenne (mg/L) 36,80
Ecart-type (s) 0,96
Intervalle de Limite 1,31
confiance de supérieure
I’écart-type 1C(S) Limite 0,62

inférieure

Coefficient de o
variation (CV)% 2,61%
Valeur annoncée
par le fournisseur 0.9%
(CV)% limite 6.2

[59]

e Représentation graphique :

Représenation de la reproductiblité des valeurs () - méthode enzymatique

Moyerme des valews enmgidl.

Senz 4

Représenation de la reproductibilité des valeurs (F) - méthode enzymatique

40,00

Moyerme des valeus enmg/dL

—_— .

Seried

74



PARTIE PRATIQUE : RESULTAT

3.4.2.2 Justesse :

Tableau 8:Résultats de I'étude de la justesse de la méthode enzymatique

CREP 2
(N) (P)
Moyenne de fidélité
inte)r/médiaire (mg/L) 9,86 36,93
Valeur conventionnellement vraie ~ (mg/L) 9,68 36,80
(mg/L)

Biais relatif 0,18 0,13

(%) 0,35%
Justesse (%)

99,65%

Limite acceptable du biais relatif 7,8% 7,6%

3.4.3 Comparaison des performances analytiques :

3.4.3.1 Répétabilité :
Tableau 14: Résumé des résultats de répétabilité des deux méthodes étudiées

(N) P (P) P
CREJ2 CREP2 CREJ2 CREP2
Moyenne (mg/L) 10,171 9,945 37,184 36,483
Ecart-type (s) 0,149 0,163 0,514 0,557

Coefficient de

variation (CV) % 147%  1,64% 0638 138% 1,53% 0.657

3.4.3.2 Reproductibilite :
Tableau 15: Résumé des résultats de reproductibilité des deux méthodes étudiées

(N) P (P) P
CREJ2 CREP2 CREJ2 CREP2
Moyenne (mg/L) 9.86 9,945 36,78 36.80
Ecart-type (s) 0545 0,163 1.70 0.96
Coefficient de 5530%  1.64% 506 2.61%

variation (CV)%
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3.4.3.3 Justesse :

Tableau 16: Résumé des résultats de la justesse des deux etudiées

(N) P (P)
CREJ2 CREP2 CREJ2 CREP2
Moyenne de
fidélité 9,86 9,86 36,78 36,93
intermédiaire
-6,95% 1,81% -4,22% 0,35%

Biais (%)

Justesse (%) 95,78% 99,65%
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3.4.4 Autres parametres :

Les autres parametres d’évaluation sont extraits a partir des données bibliographiques :

Tableau 17:Tableau récapitulatif de I'évaluation bibliographique des autres parameétres

analytiques

Meéthode Meéthode
de Jaffé enzymatique
modifiée

Limite de détection

Cas des marqueurs qui sont
normalement non quantifiables

Limites de linéarité

Limite inférieure de
linéarité (limite de
quantification)

0,2mg/dL  0.057 mg/dL

Limite supérieure de
linéarité

14,7 mg/dL  30.5 mg/dL

Effet dilution

Sans intérét pour la créatinine

Exactitude

Contamination inter-échantillons

Manque de données
bibliographiques

Spécificité
analytique
(Influence d'autres
substances)

(*) : influence a
concentration
élevée

(+) : surestimation
(-) : sous-estimation

Pyruvate *

Acide ascorbique *
(+)

Antibiotiques
contenant du
céphalosporine.
Céfoxitine.

Corps cétoniques.
()

Hydroxocobalamine

Macroglobulinémie de
Waldenstrom (rare)
La créatine *

Acide ascorbique *
Phénindione

)

Rifampicine
Lévodopa

Dobésilate de calcium
L'étamsylate
méthyldopa
N-acétylcystéine et NAPQI *
métamizole

(+)

N-éthylglycine
DL-proline

Sélectivité

Mangque de données bibliographiques
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Méthode de Jaffé Méthode enzymatique
modifiee
Evaluation Ictére: Ictére:
de I'influence  Pas d'interférence Pas d'interférence significative
de significative jusqu'a jusqu'a concentration
I'hémolyse, concentration approximative 340 pmol/L ou 20
de la approximative 85 umol/L  mg/dL en bilirubine conjuguée et
bilirubine et  ou 5 mg/dL en bilirubine  non conjuguée (indice | de 20)
de la conjuguée et non
turbidité des  conjuguée (indice I de 5)
échantillons
Hémolyse: Hémolyse:
Pas d'interference Pas d'interference significative
significative jusqu'a jusgu'a concentration
concentration approximative 497 pumol/L ou
approximative 497 800 mg/dL en hémoglobine
pumol/L ou 800 mg/dL en  (indice H de 800)
hémoglobine (indice H
de 800)
Ne pas utiliser ce test
pour mesurer la
créatinine dans les
échantillons hémolysés
des nouveau-nées, des
enfants ou des adultes
avec HbF>60 mg/dL
Lipémie: Lipémie:
Pas d'interférence Pas d'interférence significative
significative jusqu'a un jusqu'a un indice L de 1000. Il n'y
indice L de 250. Il n'ya  a pas de concordance satisfaisante
pas de concordance entre la turbidité (indice L) et la
satisfaisante entre la concentration en triglycérides.
turbidité (indice L) et la
concentration en
triglycérides.
Etude de la Mentionnée dans la partie : matériels et méthodes ci-dessus
stabilité des
échantillons
des réactifs et
des étalons
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3.5 Comparaison technique et économique :

Meéthode de Jaffé Meéthode
modifiée enzymatique
Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Cinétique Point final
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 512/583 nm 552/659 nm
Unité (SI) pmol/L

Facteur de conversion

mg/dL x 88,40 = umol/L
mg/dL x 10 = mg/L

Parameétres de R1 13 uL + 71 pL(D) 77 pL
pipetage Echantillon 10 uL + 20 pL(D) 2 uL + 5 uL (D)
Diluant (D): H20 SR 17 uL + 16 pL(D) 38 pL
Volume total 147 pL 122 uL
Type d’échantillon Sérum, plasma
Durée de mesure 9 min 11 min
Nombre de tests par cassette 700 250
Prix/test 12,15 Da 72,88 Da
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3.6  Evaluation de concordance des deux méthodes :
3.6.1 Comparaison des deux méthodes de dosage de la créatinine :

Dans cette étape, on a dosé 216 échantillons des patients par les deux méthodes : la méthode
de Jaffé modifiée et la méthode enzymatique.

La régression de Passing et Bablok :

100

¥ = 0,350 + 0,941 x
| | n=216

m.enzvmatique (mg/1)

1] 20 40 [l R 104
m.Jaffée modifiée (mg/l)

Figure 31:Repreésentation graphique de la régression de Passing et Bablok

Variable X m.Jaffé modifiée
Variable Y m.enzymatique
Taille de I’échantillon 216
Variable X Variable Y
Valeur la plus basse 2,0000 1,6500
Valeur la plus élevée 94,9000 90,1200
Moyenne arithmétique 8,0675 8,0234
Médiane 7,0050 6,8950
Ecart type 7,3846 7,3432
Erreur type de la moyenne 0,5025 0,4996

Equation de regression

y =0,350356 + 0,940653 x
Differences systématiques

Intersection A 0,3504
ICa9% % 0,1770 40,5619
Différences proportionnelles

Pente B 0,9407
ICa9% % 0,9152 40,9621
Validité du modeéle linéaire

Test Cusum de linéarité Aucun écart significatif par

rapport a la linéarité (P=0.40)
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Analyse graphique de Bland-Altman :
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Figure 32:Représentation graphique du graph de Bland-Altman

Méthode A m.enzymatique
Méthode B m.Jaffé modifiée
Taille de I’échantillon 216

Moyenne arithmétique -0,04412
Intervalle de confiance 2a95%  -0,1673 a4 0,07909
P (Ho : Moyenne = 0) 0,4811

Limite inférieure -1,8448

Intervalle de confiance a 95%

-2,0557 a-1,6339

Limite supérieure

1,7566

Intervalle de confiance a 95%

1,5457 21,9675
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3.6.2 Comparaison des deux méthodes utilisées dans le calcul de chaque formule :

3.6.2.1 Casde formule (CG) (normalisee) :

La régression de Passing et Bablok :

¥y=2,302+0,988 x
n=196

0 50 100 150 200 250 300
CG-m.Jaffé modifiée (ml/min/1,73 m %)

Figure 33:Repreésentation graphique de la
regression de Passing et Bablok-formule CG

Différence (CG-m.enz.- CG-m.Jaff.)

Analyse graphique de Bland-Altman :

| ml/min/1,73 m

+1,96 ET
174

1,2

1,96 ET
-14,9

S0 ! I J I I I

Variable X CG-m.enzymatique
Variable Y CG-m. Jaffé modifiée
Taille de I’échantillon 196
Variable X Variable Y

Valeur la plus basse 7,0640 7,4387
Valeur la plus élevée 293,8637 310,6994
Moyenne arithmétique 120,0072 121,3521
Médiane 117,2039 117,6471
Ecart type 49,9347 49,0288
Erreur type de la moyenne 3,5668 3,5021
Equation de régression

y =1,758040 + 0,995398 x

Différences systématiques

Intersection A 1,7580

1ICa95 % -0,2099 2 4,0931
Différences proportionnelles

Pente B 0,9954

1Ca95 % 0,9712 41,0200

Validité du modele linéaire

Test Cusum de linéarité

Aucun écart significatif par
rapport a la linéarité (P=0,89)

0 50 100 150 200 250 300
ml/min/1,73 m

Moyenne [(CG-m.enz.+CG-m.Jaff.)/2]

Méthode A CG-m.enzymatique
Méthode B CG-m. Jaffé modifiée
Taille de I’échantillon 196

Moyenne arithmétique 1,2431

Intervalle de confiance a95%  0,07994 & 2,4062

P (Ho : Moyenne = 0)

Limite inférieure -14,9398

Intervalle de confiance a95%  -16,9310 a -12,9487
Limite supérieure 17,4259

Intervalle de confiance a 95% 15,4348 4 19,4171

Figure 34:Représentation graphique du graph de Bland-Altman-formule CG
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MDRD-m.enzymatigque (ml/min/1,73 m?)

| PARTIE PRATIQUE : RESULTAT

3.6.2.2 Cas de formule MDRD :
La régression de Passing et Bablok :

250
n=19%

¥=3,359+ 0,978 x

e
"84 droite de régression

50 100 150 200 250
MDRD-m.Jaffé modifiée (ml/min/1,73 m z)

Figure 35: Représentation graphique de la
régression de Passing et Bablok-formule MDRD
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Analyse graphique de Bland-Altman :

. 2
ml/min/1,73 m =

+1,96 ET

17,7

- Moyenne
e 1.4

196 ET

14,9

Variable X MDRD-m. Jaffé modifiée
Variable Y MDRD-m. enzymatique
Variable X Variable Y
Valeur la plus basse 5,4956 5,8334
Valeur la plus élevée 199,1397 211,2624
Moyenne arithmétique 102,5028 103,9160
Médiane 100,6716 104,6212
Ecart type 35,6865 34,9191
Erreur type de la moyenne 2,5490 2,4942
Equation de régression
y =3,358662 + 0,978426 x
Différences systématiques
Intersection A 3,3587
ICa9% % 0,6852 46,1441
Différences proportionnelles
Pente B 0,9784
ICa95 % 0,9479 41,0105

Validité du modeéle linéaire

Test Cusum de linéarité

Aucun écart significatif par
rapport a la linéarité (P=0,68)

Méthode A MDRD-m. enzymatique
Méthode B MDRD-m. Jaffé modifiée
Taille de I’échantillon 196

Moyenne arithmétique 1,4131

Intervalle de confiance a95%  0,2416 a 2,5847

P (Ho : Moyenne = 0)

Limite inférieure -14,8870

Intervalle de confiance a 95%

-16,8926 a -12,8814

Limite supérieure

17,7133

50

100 150 200 250
Moyenne [(MDRD-m.enz+MDRD-m.Jaff)2] ml/min/1.73m ?

Figure 36:Représentation graphique du graph de
Bland-Altman-formule MDRD

Intervalle de confiance a 95%

15,7077 & 19,7189
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3.6.2.3 Cas de formule CKD-EPI :

La régression de Passing et Bablok

160 Variable X CKD-EPI-m. Jaffé modifiée
;‘:?’::Hﬂ’m ' o ‘ Variable Y CKD-EPI-m. enzymatique
NTE‘ 1401~ i derégession Taille de I’échantillon 196
g Variable X Variable Y
3 Valeur la plus basse 4,8599 5,1733
% w0k Valeur la plus élevée 149,0839 150,1739
E Moyenne arithmétique 98,8523 99,7893
g w Médiane 100,7985 101,8002
§ Ecart type 27,0452 26,4959
g or Erreur type de la moyenne 1,9318 1,8926
5 w0k Equation de régression
a y =3,706940 + 0,969886 x
5 20}k Différences systématiques
Intersection A 3,7069
b i i | | ICa95% 2,0315 45,5410
0 50 100 150 200 Différences proportionnelles
CKD-EPl-m. Jaffé modifiée (ml/min/1,73 m %) Pente B 0,9699
ICa95 % 0,9517 40,9872

Figure 37:Représentation graphique de la régression

de Passing et Bablok -formule CKD-EPI

Analyse graphique de Bland-Altman :
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Moyenne [(CKD-EPI-m.enz+CKD-EPI-m.Jaff.)/2]

200,
ml/min/1,73m ~

Figure 38: Représentation graphique du graph de

Bland-Altman-formule CKD-EPI

Validité du modeéle linéaire

Test Cusum de linéarité Aucun écart significatif par
rapport a la linéarité (P=0,68)

Méthode A CKD-EPI-m. enzymatique
Méthode B CKD-EPI-m. Jaffé modifiée
Taille de I’échantillon 196

Moyenne arithmétique 0,9370

Intervalle de confiance 8 95%  0,4274 & 1,4465

P (Ho : Moyenne = 0)

Limite inférieure -6,1524

Intervalle de confiance a 95%

-7,0247 4 -5,2801

Limite supérieure

8,0263

Intervalle de confiance a 95%

7,1541 48,8986
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3.6.2.4 Cas de formule BIS | (pour les sujets de plus de 70 ans) :
La régression de Passing et Bablok :

1201 ¢ = 1,200+ 1,000 » Variable X BIS I-m. Jaffé modifi¢e

n=27 Variable Y BIS I-m. enzymatique
1ol / Taille de I’échantillon 27
NE y / doite dc régression Variable X Variable Y
-~ -
:; “ ! Valeur la plus basse 8,8392 9,2458
E Valeur la plus élevée 102,3893 102,4508
£ Moyenne arithmétique 63,4022 64,8996
§osr Médiane 65,4201 64,7782
E Ecart type 18,7527 19,1482
3 gk Erreur type de la moyenne 3,6090 3,6851
E
E Equation de régression
T = y =1,200057 + 1,000128 x

Différences systématiques
o | Intersection A 1,2001
: o — : : ICa95 % -3,8431 27,0497
0 20 40 60 80 100 120 _ :
N . Différences proportionnelles
BIS-I- m.Jaffé modifiée (ml/min/1,73 nf)

. ) _ _ Pente B 1,0001
Figure 39 : Représentation graphique de la C305% 0.9040 5 10951
régression de Passing et Bablok-formule BIS | Validité do moddle Tnéaire

Test Cusum de linéarité  Aucun écart significatif par rapport
. a la linéarité (P=1,00)
Analyse graphigue de Bland-Altman :
15 | mlmin/1,73 ot
o Méthode A BIS_I-m. enzymatique
g Méthode B BIS_I-m. Jaffé modifiée
= 10 +1,96 ET
E O 9,5 Taille de I’échantillon 27
w
2 J o . o . Moyenne arithmétique 1,4974
N o L[]
g ........................ - L Intervalle de confiance a95%  -0,1246 a 3,1194
- - ® - Moyenne
g e . °° i L5 P (Ho : Moyenne = 0) 0,0689
=1 [ ]
g ¢ Limite inférieure -6,5389
£ ® o e
) L
E st © ° Intervalle de confiance a 95%  -9,3457 4 -3,7321
= -1,96 ET
-6,5 Limite supérieure 9,5337
a0 L T T S L ! Intervalle de confiance 8 95%  6,7269 a 12,3406
0 20 40 60 80 100 12!]1
ml/min/1,73 ot

Moyenne |(BIS-1-m.enz.+BIS-1-m.Jaff.)/2|

Figure 40 : Représentation graphique du graph de
Bland-Altman-formule BIS |
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Schwartz- m.enzymatique (ml/min/1,73 m?)

Figure 41:Figure 42: Représentation graphique de la
régression de Passing et Bablok -formule Schwartz

Différence (Schwartz-m.enz.- Schwartz-m.Jaff.)

Figure 42:Représentation graphique du graph de Bland-Altman-formule Schwartz

| PARTIE PRATIQUE : RESULTAT

3.6.2.5 Cas de formule de Schwartz (pour les enfants) :
La régression de Passing et Bablok :

350

300

250

200

150

100

50

y= 105403 + 0,260 x
n=20
K °
L droite de régression
®
ul T | | | | |
50 100 150 200 250 300 350

Schwartz- m.J affé modifiée (ml/min/1,73 m 2)

Analyse graphique de Bland-Altman :

150

100

50

-50

-100

-150

-200

-250

ml/min/1,73 m ?

B +1,96 ET
e 86,6

Moyenne
-41,9

-1L9GET
-170,3

Variable X Schwartz-m. Jaffé
modifiée
Variable Y Schwartz-m. enzymatique
Taille de I’échantillon 20
Variable X  Variable Y
Valeur la plus basse 89,5349 116,0156
Valeur la plus élevée 326,4840 242,1384
Moyenne arithmétique 202,5254 160,6635
Médiane 188,9085 158,3302
Ecart type 71,2903 30,6690
Erreur type de la moyenne 15,9410 6,8578
Equation de régression
y =105,403270 + 0,259527 X
Différences systématiques
Intersection A 105,4033
ICa95 % 47,3515 2 139,2125
Différences proportionnelles
Pente B 0,2595
ICa95 % 0,07849 20,5973

Validité du modele linéaire

Test Cusum de linéarité

Aucun écart significatif par
rapport a la linéarité (P=0,72)

Méthode A Schwartz-m. enzymatique
Méthode B Schwartz-m. Jaffé modifiée
Taille de I’échantillon 20

Moyenne arithmétique -41,8619

Intervalle de confiance a 95%

-72,5280 4 -11,1958

P (Ho : Moyenne = 0)

Limite inférieure -170,2886
Intervalle de confiance 2 95%  -223,5973 a -116,9799
Limite supérieure 86,5648

Intervalle de confiance a 95%

33,2561 & 139,8736

100 150 200 250

Moyenne [(Schwartz-m.enz.+ Schwartz-m.Jaff.)/2]

300
ml/min/1,73 m 2
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Différence Enz-Jaff modif. (mg/1)

PARTIE PRATIQUE : RESULTAT

3.6.3 Effet de I’hyperbilirubinémie sur la concordance des deux méthodes :

Pour étudier I’effet de la bilirubine sur la concordance des deux méthodes de dosage de la
créatinine nous avons récolté et congelé apres séparation du sérum 42 prélévements sanguins

ictériques prélevés sur tube sec ou hépariné, puis on leur a dosé simultanément et le méme jour

la teneur en créatinine par les deux méthodes (la methode de Jaffé modifiée et la méthode

enzymatique) et en bilirubine totale.

95,24% des valeurs de la créatinine (40 échantillons sur 42) sont comprises dans les valeurs

normales de chacune des deux méthodes.

Les résultats sont présentés sur le graphique ci-dessous :

60,00 60,00

5000 50,00

Q
£ an 01 g
g :
g M
g am a0 E
E‘ -]
: a 5
g an o P Moyenne |N cart P
i E type
9] L]
g
100 — 1000 CREJ2 58105 (42 7,504
)
© ® CREP2 6,9207 |42 8,192

Bilirubine (mg/l)

Figure 43:représentation graphique de I'effet de
I'hyperbilirubinnémie sur la concordance des deux
méthodes du dosage de la créatinine

R Linéaire = 0,168

y=0,61+0,01%

1} 50 100 150 200

Bilirubine total mg/l

Figure 44:représentation graphique de la différence entre les deux
méthodes de dosage de la créatinine en fonction des valeurs de la
bilirubine totale
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3.7 La performance clinique :

La procédure a suivre est celle établie par (Robert L. Schmidt et al), il faut comparer les DFGe
basés sur les mesures de la créatinine sérique obtenues par les méthodes de Jaffe et
enzymatiques, on analyse par la suite la discordance dans les DFGe a I’'une des limites de
décision ((15, 30, 45 ou 60 ml/min/1,73 m ?).

Il faut désigner chacune des méthodes : établie (E) et nouvelle (N) (E=m.Jaffé et
N=m.enzymatique dans le cas de notre laboratoire) mais les calculs mathématiques sont les
mémes quelle que soit la methode désignée comme établie

Cette méthode nécessite la collecte des données suivantes :

e Les valeurs historiques pour la méthode établie (X g) :

On calcul la médiane des valeurs du DFG estimé par CKD-EPI et celle de la SCr mesurée par la
méthode N (Jaffé modifiée), cependant notre laboratoire ne dispose pas des données historiques
du DFG ce qui empéche d’appliquer cette procédure dans son total.

e Les profils de précision pour chaque méthode (s E (x), s N (X)) :
On les obtient a partir des équations de régression des tracés CV=f(SCr) pour chaque méthode
de dosage et on estime ainsi 1’écart-type sur la plage des valeurs de SCr et du DFGe

Les coefficients de variation (CV) sont extraits a partir des essais de fidélité lors de la validation
des méthodes de dosage.

e le taux de discordance observé,DRS2S, a partir des données de comparaison

des méthodes :
C’est le nombre d'observations discordantes divisé par le nombre total d'observations

On calcule ainsi le taux de discordance conditionnel selon la formule établie par (Robert L.
Schmidt et al) [73][74].
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| DISCUSSION

4 Discussion :

La mesure de la créatinine sanguine constitue un acte de routine souvent demandé au laboratoire
pour s’assurer du bon fonctionnement de la fonction rénale mais aussi un acte important sur le
plan d’urgence et de pronostic vital surtout au niveau des soins intensifs et du service de
néphrologie.

Il est donc intéressant d’avoir la valeur la plus exactement possible du DFG, en choisissant la
formule la plus optimisée mais avant tout, obtenue par la méthode de mesure de créatinine la
plus efficiente, ¢’est-a-dire en terme du codt et du performance analytique, et ceci pour optimiser
la prise en charge des patients.

L’influence des deux méthodes sur la classification des patients :

Les résultats obtenus lors du dosage de la créatinine sanguine par les deux méthodes ont montré
une différence de classification des patients ayant des valeurs normales et pathologiques, et ceci
pour toute la population en générale et pour chacune des catégories : femmes et enfants a
I’exception de la catégorie des hommes qui montre une égalité. A noter que cette différence n’est
pas significative (P>0.05 dans les quatre cas).

La clairance et le DFGe ont eté estimés en utilisant les formules (CG,MDRD,CKD-EPI) pour les
patients adultes, on remarque que la différence de classification se trouve a tous les stades sauf
les stades G 3b (CG), G5 (MDRD), G4 et G5 (CKD-EPI) sachant que cette différence est
significative (P<0.05).

Pour la formule de BIS 1, la différence se trouve aux deux premiers stades et pour la formule de
Schwartz les deux stades sont différents, a prendre en considération le nombre réduit des patients
pour ces deux formules.

Relation entre la clairance/ DFGe et la créatinine sanguine :

Les graphiques tracés pour les deux méthodes de dosage dans chacune des formules montrent la
relation non linéaire (hyperbole inverse) conformément aux études élaborées qui montrent que la
CLCr estimée et le DFGe sont une fonction de I’inverse du taux de la créatinine [1] [74], cette
relation est visible dans les graphiques de toutes les formules utilisée.

La corrélation entre le DFGe, I’age et ’'IMC :

Le coefficient de corrélation linéaire r donne une mesure de l'intensité et du sens de la relation
linéaire, plus ce coefficient est proche de -1 ou +1, plus 1’association entre les deux variables est
forte, jusqu’a étre parfaite.

Le DFGe choisi pour 1’étude de la corrélation est celui du CKD-EPI pour les adultes et celui du
Schwartz pour les enfants

Les variables ne suivent pas la loi normale donc la corrélation utilisée est celle de Spearman.
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e La liaison entre 1’age et le DFG estimé par chacune des deux méthodes de dosage est
forte mais elle est négative ce qui signifie que le DFGe diminue significativement en
avangant dans 1’age (P<0.05).

e Cette liaison est trés faible pour les enfants et n’est pas significative (P>0.05).

e La liaison entre I’'IMC et le DFG estimé par les deux méthodes de dosage est négative
mais elle est faiblement significative, ce qui signifie que I’obésité fait diminuer le DFGe
mais de fagon faible.

e Cette corrélation n’est pas significative pour la catégorie des enfants

L’age et I’obésité sont donc des facteurs de risque de I’insuffisance rénale chez les adultes.

Evaluation des performances analytiques :

Selon les recommandations de la SFBC pour la vérification des performances analytiques des
méthodes quantitatives le CV calculé pour la fidélité est évalué (en tenant compte de l'intervalle
de confiance) par rapport au CV limite annonceé dans la notice d'utilisation du dispositif produit
par le fournisseur et également comparé aux CV limites acceptables annoncées par les
différentes recommandations, les biais de la justesse ont été traités par le méme principe.

Commencant par la fidélité, 1’évaluation est réalisée pour la répétabilité et la reproductibilité
intra-laboratoire:

Concernant la répétabilité: les CVs sont:

Au niveau normal : 1,47% pour la méthode de Jaffé modifiée et 1,64% pour la méthode
enzymatique (inférieurs a 4.5% (SFBC))

Au niveau pathologique: 1,38% pour la méthode de Jaffé modifiée et 1,53% pour la méthode
enzymatique (inférieur a 2,6% (SFBC))

Dans le cadre de notre étude, nos résultats sont supérieurs aux valeurs annoncées dans la fiche
techniqgue COBAS INTEGRA® 400 plus mais sont jugés conformes selon les recommandations
de la SFBC.

» On remarque que pour la répétabilité, la méthode de Jaffé modifiée présente une moindre
variation par rapport a la méthode enzymatique mais sans que cela soit significatif
(P>0.05)

Concernant la reproductibilité intra-laboratoire:
Les CVs sont tous inférieurs a 2,6% (SFBC)

Au niveau normal : 5,53% pour la méthode de Jaffé modifiée et 2,32% pour la méthode
enzymatique

Au niveau pathologique: 5% pour la méthode de Jaffé modifiée et 2,61% pour la méthode
enzymatique

Dans le cadre de notre étude, nos résultats sont superieurs aux valeurs annoncées dans la fiche
technique Cobas integra 400 plus mais sont jugées conformes selon les recommandations de la
SFBC.
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e On remarque que pour la reproductibilité, la méthode enzymatique présente
significativement une moindre variation et donc une meilleure reproductibilité que la
méthode de Jaffé modifiée (P<0.05)

Pour la justesse, nos études ont montré que :
Pour la méthode Jaffé modifiée:

Cobas integra 400 plus présente une justesse de 93,05% et 95,78% avec un biais de -6,95% et
-4,22% pour les valeurs normales et les valeurs pathologiques respectivement.

Pour la méthode enzymatique:

Il présente une justesse de 98,19% et 99,65% avec un biais de 1,81% et 0,35% pour les valeurs
normales et les valeurs pathologiques respectivement.

Les limites acceptables selon les recommandations de la SFBC sont 7,8% et 7,6% pour le niveau
moyen et le niveau élevé respectivement, nos résultats donc sont jugés conformes et les deux
méthodes sont par la suite justes.

Il est clair que la méthode enzymatique est plus juste que la méthode de Jaffé modifiée et ceci
dans le cadre de notre étude (P<0.05)

On peut expliquer cela par la grande spécificité de la méthode enzymatique.

Les parametres restants ont été rapportes bibliographiquement:

Pour les limites de linéarité: on a extrait les données a partir des essais annoncées dans les
fiches techniques du COBAS INTEGRA® 400 plus pour les deux méthodes

La limite inférieure de la méthode de Jaffé modifiée est de 2,0 mg/L contre 0,57 mg/L pour la
méthode enzymatique et la limite supérieure est de 147 mg/L contre 305 mg/L pour les deux
méthodes respectivement.

On peut remarquer ainsi la largeur de la linéarité (et donc de I’intervalle de mesure) de la
méthode enzymatique, ce qui la rend la méthode de choix pour le dosage des valeurs trop petites
(la population pédiatrique) ou trop grandes.

Pour I’évaluation de I’exactitude et de la contamination inter-échantillons: aucune données
bibliographique a été trouvé sur ces essais sur COBAS INTEGRA 400 plus pour les deux
méthodes

Pour I’évaluation de I’interférence avec la bilirubine on remarque une interférence moindre de la
méthode enzymatique (indice | de 20 contre un indice de 5 pour la méthode de Jaffé modifiée)

Aussi pour la lipémie (indice L de 1000 contre 250 pour la méthode de Jaffé modifiée)

Cependant, pour I’hémolyse on remarque la méme influence de son interférence (méme indice H

de 800)
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Evaluation de la concordance entre les deux méthodes étudiées :

» Pour la créatinine sanguine :
Graphique de régression

On remarque avec la régression de Passing & Bablok ayant 1’équation de régression suivante:
y =0,350356 + 0,940653 x que:

e L’IC a95% de I’intersection (a) n’inclut pas la valeur 0 (0 0,1770 a 0,5619) et donc il
existe une différence significative entre a (0.35) et la valeur 0

L’erreur systématique (la différence constante) par conséquence existe.

e L’IC a 95% de la pente (b) n’inclut pas la valeur 1 (0,9152 a 0,9621) et donc il existe une
différence significative entre b (0,94) et la valeur 1

L’erreur proportionnelle par conséquence existe.

La relation entre les deux méthodes est stable sur le domaine d’étude, cela est vérifié par le test
CUSUM, et donc on peut conclure sur la concordance.

Les deux méthodes sont donc statistiquement différentes et donc on ne peut pas assumer qu’y=x.

Les deux méthodes utilisées ne sont pas interchangeables.

e Graphique de dispersion de Bland-Altman :

Les valeurs de différence ne suivent pas la loi normale, ceci est probablement dd a la taille
d’échantillon et donc on pourra poursuivre notre étude, cela est impliqué aussi sur les formules
CG, MDRD et CKD-EPI.

On remarque que plus que 95% des points (96,3%) sont inclus dans I’intervalle des limites
d’agréments (£1.96 ET) ce qui indique une bonne concordance.

La moyenne des différences est égale a -0,04412 (n’est pas nulle) ce qui signifie que la méthode
de Jaffé modifiée surestime de 0,04 mg/l la méthode enzymatique de fagcon non significative
(P>0.05).

Ce résultat différe de ce que a été trouvé dans les travaux de Robert L. Schmidtl et al [74] ou la
moyenne des différences était nulle.
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» Pour la clairance de la créatinine (CLCr) et les DFGe :

La CLCr et Les DFG estimés a partir de chacune des deux méthodes de dosage de la créatinine
ont été comparé ensemble et ceci pour chaque formule :

Pour la formule de CG :
Graphique de dispersion de Bland-Altman :

On remarque que plus de 95% (97.45%) des points sont inclus dans I’intervalle des limites
d’agrément ce qui indique une bonne concordance.

La moyenne des différences est égale a 1,243 1au lieu d’étre nulle ce qui signifie que la formule
calculée par la méthode de Jaffé modifiée sous-estime de 1.24 ml/min/1,73 m? celle calculée par
la méthode enzymatique, de fagon significative (P<0.05).

Graphique de régression :
On remarque avec la régression de Passing-Bablok ayant 1’équation de régression suivante:
y=1,758040 + 0,995398 x que:

» L’IC a 95% de I’intersection (a) inclut la valeur 0 (-0,2099 a 4,0931) et donc pas de
différence significative entre a (1.75) et la valeur 0.
L’erreur systématique (la différence constante) par conséquence n’existe pas.

» L’IC 2 95% de la pente (b) inclut la valeur 1 (0,9712 a 1,0200) et donc il n’existe pas de
différence significative entre b (0,995 et la valeur 1.
L’erreur proportionnelle par conséquence n’existe pas.
La relation entre les deux méthodes est stable sur le domaine d’étude, cela est vérifié par le test

CUSUM, et donc on peut conclure sur la concordance.

Les deux formules estimées a partir des deux méthodes ne sont donc pas statistiquement
différentes et donc on peut assumer qu’y=x.

Les deux méthodes utilisées sont interchangeables pour le calcul de la formule CG.
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Pour la formule MDRD :
Graphique de dispersion de Bland-Altman :

On remarque que plus de 95% (95,9%) des points sont inclus dans I’intervalle des limites
d’agrément ce qui indique une bonne concordance.

La moyenne des différences est égale a 1,4131(n’est pas nulle) ce qui signifie que la méthode de
Jaffé modifiée sous-estime de 1,41 ml/min/1,73 m? la méthode enzymatique de fagon
significative (P<0.05).

Graphique de régression :
On remarque avec la régression de Passing-Bablok ayant 1’équation de régression suivante:
y =3,358662 + 0,978426 x que:

» L’IC a 95% de I’intersection (a) inclut la valeur 0 (0,6852 a 6,1441) et donc pas de
différence significative entre a (3,36) et la valeur 0

L’erreur systématique (la différence constante) par conséquence n’existe pas.

e [’IC a95% de la pente (b) inclut la valeur 1 (0,9479 a 1,0105) et donc il n’existe pas
d’erreur proportionnelle.

La relation entre les deux méthodes est stable sur notre domaine d’étude, cela est vérifié par le
test CUSUM, et donc on peut conclure sur la concordance.

Les deux DFG estimés a partir des deux méthodes ne sont donc pas statistiquement différents et
on peut donc assumer qu’y=x.

Les deux méthodes utilisées pour 1’estimation de la formule MDRD sont interchangeables.
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Pour la formule CKD-EPI :
Graphique de dispersion de Bland-Altman :

On remarque que plus de 95% (97.45%) des points sont inclus dans I’intervalle des limites
d’agrément ce qui indique une bonne concordance.

La moyenne des différences est égale a 0,9370 (n’est pas nulle) ce qui signifie que la méthode de
Jaffé modifiée sous-estime de 0.94 ml/min/1,73m? la méthode enzymatique de fagon
significative (P<0.05).

Ce résultat differe de ce qui trouvé dans les travaux de Robert L. Schmidtl et al [74] ou la
moyenne des différences était nulle.

Graphique de régression
On remarque avec la régression de Passing-Bablok ayant 1I’équation de régression suivante:
y =3,706940 + 0,969886 x que:

» L’IC a 95% de I’intersection (a) n’inclut pas la valeur 0 (2,0315 a 5,5410) et donc il
existe une grande différence significative entre a (3.7) et la valeur 0.

L’erreur systématique (la différence constante) par conséquence existe.

e [’IC a95% de la pente (b) n’inclut pas la valeur 1 (0,9517 4 0,9872) et donc il existe
une erreur proportionnelle.

La relation entre les deux méthodes est stable sur le domaine d’étude, cela est vérifié par le test
CUSUM, et donc on peut conclure sur la concordance.

Les deux DFG estimés a partir des deux méthodes sont donc statistiquement différentes et on ne
peut pas assumer qu’y=x.

Les deux méthodes utilisées pour I’estimation de la formule CKD-EPI ne sont pas
interchangeables.
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Pour la formule de BIS | :
Graphique de dispersion de Bland-Altman :

Apreés vérification de la normalité des différences par le test de Kolmogorov, on remarque que
plus de 95% des points (99,6%) sont inclus dans I’intervalle des limites d’agrément (+1.96 ET)
ce qui indique une bonne concordance.

La moyenne des différences est égale a 1,4974au lieu d’étre nulle ce qui signifie que la formule
calculée par la méthode enzymatique surestime de 1.5 ml/min/1,73 m? celle calculée par la
méthode de Jaffé modifiée, mais de facon non significative (P>0.05).

Graphique de régression :
On remarque avec la régression de Passing-Bablok ayant 1I’équation de régression suivante:
y =1,200057 + 1,000128 x que:

e L’IC a 95% de I’intersection (a) inclut la valeur 0 (-3,8431 & 7,0497) et donc pas de
différence significative entre a (1.20) et la valeur 0.

L’erreur systématique (la différence constante) par conséquence n’existe pas.

e Lavaleur de la pente (b) inclut la valeur 1 (0,9040 a 1,0951) et donc il n’existe pas
d’erreur proportionnelle.

La relation entre les deux méthodes est stable sur le domaine d’étude, cela est vérifié par le test
CUSUM, et donc on peut conclure sur la concordance.

Les deux DFG estimés a partir des deux méthodes sont donc statistiquement tres proches et on
peut assumer qu’y=xX.

Les deux méthodes utilisées pour I’estimation de la formule BIS I sont interchangeables dans le
cadre de notre étude puisque le nombre d’échantillons étudiés (27) est inférieur au nombre
minimum de comparaison (40).
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Pour la formule de Schwartz :
Graphique de dispersion de Bland-Altman :

Apreés vérification de la normalité des différences par le test de Kolmogorov, on remarque que
plus de 95% des points (100% des points) sont inclus dans I’intervalle des limites d’agrément ce
qui indique une bonne concordance.

La moyenne des différences est égale a -41,8619 au lieu d’étre nulle ce qui signifie que la formule
calculée par la méthode enzymatique sous-estime de 41,9 ml/min calculée par la méthode de
Jaffé modifiée, de facon significative (P<0.05).

Les deux méthodes présentent donc une grande différence qui influence sur le plan clinique.
Graphique de régression :

On remarque avec la régression de Passing-Bablok ayant 1I’équation de régression suivante:
y =105,4+0,3x que:

e [’IC a 95% de I’'intersection (a) n’inclut pas la valeur 0 (47,3515 & 139,2125) et donc il
existe une grande différence significative entre a (105,4) et la valeur 0.

L’erreur systématique (la différence constante) par conséquence existe.

e [’IC a95% de la pente (b) n’inclut pas la valeur 1 (0,07849 a 0,5973) et donc il existe
une grande différence significative entre b (0,3) et la valeur 1.

L’erreur proportionnelle existe par conséquence.

La relation entre les deux méthodes est stable sur le domaine d’étude, cela est vérifié par le test
CUSUM, et donc on peut conclure sur la concordance.

Les deux DFG estimés a partir des deux méthodes sont donc statistiquement différents et on ne
peut pas assumer qu’y=Xx.

Les deux méthodes utilisées pour I’estimation de la formule Schwartz ne sont pas
interchangeables dans le cadre de notre étude puisque le nombre d’échantillons étudiés (20) est
inférieur au nombre minimum de comparaison (40)
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L’influence de I’hyperbilirubinémie sur la concordance des deux méthodes :

Les valeurs de la créatinine dosées par les deux méthodes ont été comparées en fonction des
valeurs de la bilirubine totale obtenues. On remarque que plus la valeur de la bilirubine
augmente plus 1’écart entre la méthode de jaffé modifiée et la méthode enzymatique augmente
significativement (P<0.05) (c’est-a-dire que plus les valeurs de la créatinine dosées par la
méthode de Jaffé modifiée sont minorées), ce qui signifie que la méthode enzymatique présente
une moindre influence par la bilirubine et donc une meilleure spécificité analytique en présence
d’hyperbilirubinémie, cela correspond avec les études faites sur ce contexte y compris 1’étude de
Laura J Owen & Brian G Keevil [80].

Comparaison technique :

Les deux méthodes sont mesurées par I’absorbance mais le mode de calcul et la longueur
d’onde d’absorption se different (la méthode de jaffé modifiée mesure a 512/583 nm en
cinétique alors que la méthode enzymatique mesure a 552/659 nm en point final), la durée de
mesure est de 9 min pour la méthode de Jaffé modifiée et est de 11 min pour la méthode
enzymatique.

Concernant les parametres de pipetage ,on remarque que la méthode enzymatique consomme
plus de réactifs (R1:77ul , SR :38 ul) et moins de diluant (5 ul) et d’échantillon (2 pl) par
rapport a la méthode de jaffé modifiée qui mesure avec un volume de réactif de 13 pl de R1 et
17 ul de SR alors qu’elle consomme 10 ul d’échantillon et 107 pl de diluant ce qui inverse la
balance du volume total consommé vers la méthode de jaffé modifiée.

Comparaison économique :

Si on compare les deux méthodes sur le plan économique on trouve que pour la méthode de
Jaffé modifiée le nombre de tests par cassette est de 700 avec un prix de 12.15 Da par test alors
que pour la méthode enzymatique le nombre de tests par cassette est de 250 avec un prix de
72.88 Da par test,

La méthode de jaffé modifiée est donc plus économique.
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CONCLUSION

Les deux méthodes : la méthode de Jaffé modifiée et la méthode enzymatique sont concordantes
pour la mesure de la créatinine mais avec une différence systématique et proportionnelle.

Elles sont concordantes et interchangeables pour le calcul des formules CG, MDRD et BIS I,
mais ne sont pas interchangeables dans le cas des formules CKD-EPI et Schwartz

La méthode enzymatique est plus performante que la méthode de Jaffé modifiée en termes de
reproductibilité, justesse, largeur de I’intervalle de mesure, et interférences de la bilirubine et des
lipides.

Elle est plus adaptée pour le calcul du DFGe selon la formule Schwartz que la méthode de Jaffé
modifiée et est privilégiée dans les cas d’hyperbilirubinémie.

La méthode de Jaffé modifiée reste plus économique en termes de consommation des réactifs et
du codt, donc plus adaptée aux cas des sujets ne présentant pas de problémes rénaux.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Tableau des données brutes :

» Données des 216 patients :

N° S| Age Taille Poids jaffée enzymatique

E modifiée | mg/L

X mg/L

E
1 H| 75 1,77 60 8,41 9,07
2 F 36 1,75 85 3,73 4,28
3 H| 41 1,8 86 7,75 8,01
4 H| 59 1,7 95 8,06 7,73
5 H| 68 1,77 62 9,07 9,37
6 H| 62 1,7 80 7,43 7,39
7 H| 68 1,75 70 6,25 6,67
8 H| 54 1,75 80 8,04 8,2
9 F 19 1,65 57 4,87 5,15
10 F| 37 1,65 59 6,47 6,85
11 H| 58 1,75 94 12,9 12,43
12 F| 70 16 90 7,36 7,76
13 H| 85 1,85 80 11,43 10,16
14 H| 21 15 65 6,98 7,67
15 E| 3 0,5 10 <2,03 1,65
16 F| 58 1,55 50 20,07 19,19
17 F 76 1,6 75 7,02 6,1
18 H| 76 1,65 60 8,64 8,47
19 H| 47 17 90 8,91 8,84
20 H| 26 1,81 70 6,64 6,84
21 F 69 1,57 94 8,23 1,7
22 F| 40 1,67 88 6,58 6,35
23 F| 76 1,58 88 9,63 9,33
24 F 21 1,63 70 4,68 4,48
25 F| 77 1,65 69 8,62 8,29
26 F| 22 1,65 64 9,28 9,09
27 E 8 1,1 25 4,6 4,59
28 H| 33 1,65 64 11,33 11,33
29 F| 57 1,54 70 6,04 581
30 F 23 1,65 53 43 4,69
31 H| 76 1,7 75 9,74 8,79

32 33 1,65 65 5,81 5,88
33 47 1,7 70 7,43 7,35
34 19 1,64 55 5,81 5,75
35 61 18 98 6,29 5,96
36 59 17 65 6,49 6,4

37 83 18 80 16,55 16,53
38 44 1,65 75 6,11 5,94
39 71 18 75 12,47 12,27
40 74 1,6 59 7,44 7,29
41 64 1,75 75 9,51 8,71
42 67 1,76 59 7,09 6,71
43 51 1,73 95 9,59 9,31
44 36 1,85 70 6,06 58

45 83 1,78 90 11,69 11,47
46 25 1,58 55 5,92 5,58
47 61 1,53 63 10,69 11,12
48 69 1,67 80 11,91 11,33
49 40 1,78 70 8,02 7,54
50 53 1,61 74 7,33 6,98
51 35 1,65 110 9,13 8,67
52 25 1,65 50 6,35 6,23
53 72 1,65 68 8,66 79

54 9 1,05 30 3,97 4,1

55 79 15 56 5,92 6,21
56 25 1,7 71 7,18 712
57 24 1,62 65 6,2 6,24
58 82 1,6 82 11,96 11,38
59 39 1,76 85 9,33 9,01
60 63 1,65 80 797 7,48
61 20 1,74 73 7,29 7,13
62 20 1,73 58 8,86 8,94
63 80 1,55 50 4,93 5,22
64 26 1,75 65 6,79 6,38
65 72 1,65 56 9,37 9,13
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66 F| 31 1,74 87 5,22 512 105 | H| 79 17 54 5,29 5,46
67 F| 56 1,68 62 4,42 3,66 106 | F| 29 1,68 92 6,81 6,66
68 F| 70 1,6 68 9,55 9,61 107 | H| 55 1,72 80 10,12 9,79
69 F| 27 14 64 4,67 4,81 108 | F| 48 17 74 9,32 8,67
70 H| 70 1,6 56 7,33 7,27 109 [ F| 70 1,65 70 11,07 10,36
71 F| 33 1,7 56 5,26 5,43 110 | F| 22 1,56 40 9,02 8,54
72 E|l 14 1,55 39 5,78 5,19 111 | H| 49 1,71 70 9,13 8,41
73 H| 69 1,7 68 7,19 7,13 112 | H| 66 1,72 90 7,61 7,14
74 F| 47 1,75 90 14,25 13,2 113 | H| 65 1,72 102 10,2 9,16
75 F| 41 1,63 82 4,92 521 114 | F| 26 1,65 72 571 5,23
76 F| 36 1,74 98 6,83 7,36 115 | F| 36 1,68 90 5,81 5,25
7 H| 69 1,68 90 9,31 9,28 116 | F| 54 1,55 80 9,08 8,47
78 H| 58 1,68 56 18,53 17,63 117 | F| 24 1,58 57 5,37 5,32
79 F| 23 1,75 86 4,19 3,81 118 | F| 36 1,6 50 3,79 39

80 E 6 1,02 15 2,68 3,04 119 | F| 55 1,7 95 7,01 6,04
81 F| 42 1,6 46 6,67 5,97 120 | F| 51 1,6 63 49 44

82 F| 33 161 60 4,62 4,54 121 | H| 41 1,6 70 7,93 7,52
83 F| 76 1,55 85 6,2 572 122 | F| 64 1,63 75 6,06 5,38
84 F| 38 1,75 80 6,04 5,84 123 | F| 34 17 75 6 5,34
85 F| 47 1,7 95 7,15 6,82 124 | F| 35 1,63 90 5,65 5,28
86 F| 47 1,6 120 6,43 6,28 125 | F| 56 1,6 72 4,46 4,25
87 H| 52 1,66 90 7,95 8,07 126 | H| 46 1,76 96 8,71 8,09
88 F| 20 1,49 45 4,11 4,02 127 | H| 57 1,74 84 6,8 6,42
89 F| 34 1,62 54 4,52 4,64 128 | F| 76 1,55 51 8,44 8,66
90 F| 63 1,63 56 6,37 5,45 129 | F| 54 15 69 8,95 8,66
91 H| 67 1,62 72 13,98 13,24 130 | F| 36 1,6 85 573 5,53
92 F| 34 1,58 72 5,63 5,89 131 | F| 37 1,6 100 6,14 5,99
93 H| 65 1,75 70 7,37 7,13 132 | f 39 1,65 75 6,13 5,49
94 F| 52 1,62 58 6,64 6,7 133 | F| 45 1,6 79 7,58 7,42
95 F| 38 1,65 67 6,16 6,14 134 | F| 43 1,75 80 5,97 5,82
96 F| 49 1,68 90 6,91 6,31 135 | H| 81 1,65 70 6,95 6,83
97 H| 72 1,72 60 6,85 5,85 136 | H| 52 1,65 70 9,24 9,04
98 F| 26 1,63 60 8,37 7,15 137 | H| 66 1,72 83 10,68 10,39
99 H| 52 1,65 80 10,13 9,08 138 | F| 34 1,65 86 6,83 5,72
100 | H| 56 1,6 60 6,35 573 139 | H| 58 1,78 65 8,66 8,8

101 | H| 73 1,68 62 9,65 9,76 140 | F| 52 1,75 95 5,66 5,99
102 | F| 58 1,6 55 6,31 6,42 141 | H| 72 1,76 75 9,59 10,09
103 | F| 33 1,65 65 6,21 6,28 142 | H| 43 1,78 70 8,74 8,61
104 | F| 55 1,6 60 5,32 5,28 143 | F| 52 1,63 75 13,85 13,93
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144 | F| 59 1,6 75 6,42 6,98 183 | H| 31 1,84 86 10,66 10,3
145 | F| 24 1,68 90 5,86 6,22 184 | H| 66 1,61 60 4,48 4,5
146 | H| 65 1,76 75 8,21 8,12 185 | F| 25 1,68 52 6,17 5,98
147 | F| 47 1,57 90 7,7 7,66 186 | H| 50 17 85 7,25 7,46
148 | E| 10 13 54 4,22 4,52 187 | H| 35 1,83 96 8,64 8,77
149 | F| 39 1,66 130 5,37 5,58 188 | H| 30 1,78 83 7,52 7,67
150 | F| 80 1,65 65 7,25 78 189 | H| 44 1,85 103 11,12 11,15
151 | H| 66 17 70 8,03 8,11 190 | E 5 11 22 4,24 4,18
152 | F| 60 1,65 75 5,27 5,47 191 | F| 33 1,67 76 6,37 6,86
153 | F| 51 1,58 80 7 7,38 192 | H| 40 17 70 7,62 7,57
154 | E| 11 14 45 2,86 3,18 193 | H| 29 1,75 73 7,45 7,54
155 | H| 29 1,6 85 7,48 8,01 194 | E| 17 15 40 5,48 6,28
156 | F| 45 1,56 60 5,65 6,17 195 | F| 64 1,6 110 6,88 6,93
157 | H| 40 1,72 76 10,67 11,38 196 | H| 58 1,7 85 8,25 8
158 | F| 69 1,66 75 13,82 13,36 197 | F| 81 15 60 9,44 8,6
159 | F| 48 1,81 100 6,37 6,05 198 | F| 51 1,65 84 48,41 55,05
160 | F| 50 1,75 61 8,97 8,79 19 | F| 23 1,65 100 18,96 22,11
161 | F| 40 1,68 65 5,52 5,97 200 | F| 58 1,57 85 7,22 7,42
162 | F| 27 1,65 125 8,57 9,05 201 | H| 66 1,78 70 6,87 6,98
163 | H| 20 17 55 7,73 8,19 202 | F| 87 15 60 5,55 5,26
164 | F| 46 1,67 83 5,26 5,44 203 | H| 48 17 50 6,11 6,28
165 | F| 47 1,55 75 6,38 6,51 204 | H| 51 1,65 75 7,75 7,61
166 | H| 20 1,72 73 8,82 9 206 |E| 11 13 35 2,19 3,87
167 | H| 74 1,72 73 94,9 90,12 206 | E| 12 1,35 30 4,08 6,4
168 | H| 25 1,79 88 7,45 751 207 | E 9 1,31 25 2,75 4,35
169 | F| 29 1,7 60 4,62 512 208 | E 5 1,19 30 2,06 4,13
170 | H| 55 1,75 75 8,19 8,38 209 | E 7 1,03 17 2,98 4,55
171 | H| 67 1,75 85 13,05 12,62 210 | E 3 0,86 12 <2,03 2,77
172 | H| 27 1,71 78 7,44 7,44 211 | E 5 0,98 14 <2,03 2,89
173 | F| 26 17 70 5,64 5,99 212 | E 3 0,78 9 <2,03 3,13
174 | F| 39 1,6 65 3,69 3,98 213 | E 6 1,13 40 <2,03 4,18
175 | H| 33 18 75 5,27 5,45 214 | H| 47 1,65 66 34,97 39,02
176 | F| 70 1,62 70 541 5,69 215 | E| 17 1,6 52 10,37 6,52
177 | H| 64 17 90 9,88 9,34 216 |E| 11 14 335 8,6 5,51
178 | F| 28 1,69 93 4,17 5,06

179 | F| 36 1,65 64 5,38 5,38

180 | H| 60 1,75 73 8,12 7,67

181 | H| 59 1,65 80 8,71 9,09

182 | F| 37 1,68 90 6,56 6,01
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» Données du dosage des sérums ictériques :

N° CREJ2 | CREP2 B”'mé),'_q?;"ta'e
1 50,92 56,72 232
2 2,82 471 244
3 8,88 10,38 245
4 4,31 5,44 319
5 8,65 11,02 149,2
6 3,78 4,78 39,7
7 9,72 11,16 791
8 7,36 7,66 36.1
9 2,03 2,83 32
10 4,57 4,97 255
11 5.8 491 15,9
12 3,29 4,16 361
13 9,55 9,48 20
14 2,19 3,32 27
15 3,23 4,89 36.7
16 2,04 4,03 28
ol 5,64 5,56 24,2
18 2,92 4,57 19,6
19 7,24 8,13 35.1
20 2,03 3,77 50
i 2,03 3,32 952
22 5,37 5,63 253
23 3,65 6,61 177,2
24 6,19 6,73 11.9
25 2,63 3,54 23,6
26 4,21 4,67 18,6
27 2,73 3,51 27,2
28 4,83 5,99 678
29 6,63 6,82 184
30 2,63 3,52 64
31 6,56 8,54 104,3
32 2,73 4,42 243
33 5,53 5,64 18,7
34 6.1 6,89 20,6
35 3,84 4,58 16
36 2,03 2,71 245
37 8,89 8,59 18
& 4,09 4,78 14,2
39 3,17 4,06 22,3
40 3,04 3,96 51,6
41 8,15 9,67 32,1
42 2,04 4 63
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Annexe 3 : Valeurs de référence annoncées par le fournisseur:

Méthode de Jaffé modifiée :

Méthode enzymatique :

Femme 5-9 mg/L

Homme 7-12 mg/L

Enfant 3-<5ans 3,1-4,7 mg/L
5-<7ans 3.2-5,9 mg/L
7- <9 ans 4-6 mg/L
9-<11ans 3,9-7,3mg/L
11-<13ans |5,3-7,9 mg/L
13-<15ans |5,7-8,7 mg/L

Femme 5,1-9,5 mg/L

Homme 6,7-11,7 mg/L

Enfant 3-<5ans 2,6-4,2 mg/L
5- <7 ans 2,9-4,7 mg/L
7- <9 ans 3,4-5,3 mg/L
9-<l1lans | 3,3-6,4mg/L
11- <13 ans | 4,4-6,8 mg/L
13- <15ans | 4,6-7,7 mg/L
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Annexe 3 : prospectus CREJ 2
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Annexe 4: prospectus CREP 2
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RESUME

De nos jours, la créatinine reste encore le principal bio-marqueur utilisé pour le calcul des
formules permettant d’estimer la clairance de la créatinine endogéne (formule de Cockcroft) ou
du débit de filtration glomérulaire (formules MDRD,CKD-EPI,BIS | et Schwartz) pour mieux
évaluer la fonction rénale. 1l existe plusieurs méthodes pour le dosage de la créatinine dans le
sang qui sont réparties en méthodes enzymatiques, colorimétriques et chromatographiques
couplées a la spectrométrie de masse(IDMS).

L’objectif de notre étude est de comparer principalement entre les deux méthodes du dosage de
la créatinine : la méthode de Jaffé modifiée et la méthode enzymatique, qui sont par la suite
utilisées pour comparer les résultats pour chacune des différentes formules, ajoutant a cela
I’évaluation des performances analytiques (fidélité, justesse...) pour les deux méthodes de
dosage sur COBAS INTEGRA® 400 plus et enfin déceler I’intérét de chacune de ces méthodes.

Dans ce cadre, on a recueilli et dosé 216 échantillons par les deux méthodes au sein du
laboratoire central du CHU Frantz Fanon de Blida, unité de biochimie.Les tracés établis de
Passing-Bablok et de Bland-Altman nous ont permis d’analyser la concordance et les biais
existants entre les deux méthodes d’une part et pour chaque formule d’autre part. Les
performances analytiques ont été évaluées par des essais de répétébilité et de reproductibilité en
plus des évaluations bibliographiques suivant le protocole de la SFBC

Les résultats obtenus retrouvent une bonne concordance entre les deux méthodes de dosage de la
créatinine mais avec une différence proportionnelle et systématique. La différence entre les
formules concerne celles de Schwartz et CKD-EPI, elle influe donc sur la classification de
I’insuffisance rénale chronique.

Nos résultats ont montré aussi une meilleure performance de la méthode enzymatique dans
quelques parametres analytiques, elle est plus reproductible avec un CV de 2,32% et 2.,61%
contre 5,53% et 5% (méthode de Jaffé modifiée) et ceci pour les valeurs normales et
pathologiques respectivement, elle est aussi plus juste avec un pourcentage de 98.19% et de
99.65% contre une justesse de 93.05% et de 99.78% (méthode de Jaffé modifiée) pour chacune
des valeurs normales et pathologiques respectivement. L hyperbilirubinémie a été
significativement plus interférente sur les valeurs de la méthode de Jaffé modifiée que sur ceux
de la méthode enzymatique.

Malgré la concordance qu’on trouve entre les deux méthodes, la méthode enzymatique reste
donc plus sensible et sélective d’ou son utilisation privilégiée dans certaines situations (en
pédiatrie, dans les cas des sérums ictériques, quantité basse d’échantillon...), sans oublier aussi
que la méthode de jaffé modifiée garde toujours son intérét économique et donc son utilité pour
les situations non pathologiques.

Mots-clés : insuffisance rénale, estimation de la fonction rénale, méthodes de dosage, Jaffé
modifiée, comparaison des techniques, concordance, CG, CKD-EPI, MDRD, BIS I, Schwartz,
répétabilité, reproductibilité, performance analytique, DFG.



ABSTRACT

Nowadays, creatinine is still the main biomarker used for the calculation of formulas to estimate
the clearance of endogenous creatinine (Cockcroft's formula) or glomerular filtration rate
(formulas MDRD, CKD-EPI, BIS I and Schwartz) to better assess kidney function. There are
several methods for the determination of creatinine in the blood which are divided into
enzymatic, colorimetric and chromatographic methods coupled with mass spectrometry (IDMS).

The objective of our study is to compare mainly between the two methods of the determination
of creatinine: the modified Jaffé method and the enzymatic method, which are subsequently used
to compare the results for each of the different formulas, adding to this the evaluation of the
analytical performances (precision, accuracy, etc.) for the two assay methods on COBAS
INTEGRA® 400 plus and finally detect the interest of each of these methods.

In this context, 216 samples were collected and assayed by the two methods in the central
laboratory of the CHU Frantz Fanon in Blida, biochemistry unit. The established paths of
Passing-Bablok and Bland-Altman enabled us to analyze the concordance and existing biases
between the two methods on the one hand and for each formula on the other hand. Analytical
performances were evaluated by repeatability and reproducibility tests in addition to
bibliographic evaluations following the SFBC protocol.

The results obtained find a good agreement between the two methods of assaying creatinine but
with a proportional and systematic difference. The difference between the formulas is those of
Schwartz and CKD-EPI, so it affects the classification of chronic renal failure.

Our results also showed a better performance of the enzymatic method in some analytical
parameters, it is more reproducible with a SD of 2.32% and 2.61% against 5.53% and 5%
(modified Jaffé method) for both normal and pathological values respectively, it is also more
accurate with a percentage of 98.19% and 99.65% against an accuracy of 93.05% and 99.78%
(modified Jaffé method) for each of the normal and pathological values respectively.
Hyperbilirubinemia was significantly more interfering with the values of the modified Jaffé
method than those of the enzymatic method.

Despite the agreement found between the two methods, the enzymatic method therefore remains
more sensitive and selective, hence its preferred use in certain situations (in pediatrics, in case of
icteric sera, low quantity of sample, etc.), without forgetting that the modified jaffé method still
retains its economic interest and therefore its usefulness for non-pathological situations.

Keywords: renal failure, estimation of renal function, assay methods, modified Jaffé,
comparison of techniques, concordance, CG, CKD-EPI, MDRD, BIS I, Schwartz, repeatability,
reproducibility, analytical performance, DFG.

KAHOUL Kenza TIRICHINE Amina Zoulikha
kahoulkenza5@gmail.com az.tirichine@gmail.com




