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AIC : ratio Albuminurie sur Créatininurie
AUA : American Urological Association
BFG : Barriere de Filtration Glomérulaire
BU : Bandelette Urinaire

CE : Cellules Epithéliales

CIQ : Contréle Interne de Qualité

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
CMF : Cytométrie en Flux

CR : Core Channel

DSS : Depolarized Side Scatter Light

ET : Ecart-Type
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HM : Hématurie Microscopique

HMA : Hématurie Microscopique Asymptomatique
HPF : High Powered Field

IC : Intervalle de Confiance

P/C : ratio Protéinurie sur Créatininurie
PRO : Protéine

SF : Surface Channel

SFL : Side Fluorescence Light

TCP : Tube Contourné Proximal

TU : Tractus Urinaire

UP : Urine Primitive

URD : Urinary Red blood cell Distribution



INTRODUCTION

Sous le terme « d’uroscopie », 'examen de l'urine était considéré par les médecins de
I'antiquité comme un reflet du fonctionnement interne du corps et témoin de différentes
maladies (1). Par exemple, Hippocrate (460-355 av. J.-C.) dans ses « Aphorismes », décrit
des bulles a la surface de I'urine fraiche comme un signe de maladie rénale de longue
durée. Plus tard, Theophilus Protospatharius, un médecin du septiéme siécle qui a écrit le
premier manuscrit consacré exclusivement a l'urine « De Urinis », a déterminé que le
chauffage de l'urine précipitait les protéines, documentant ainsi la protéinurie comme un
état pathologique. Ces exemples montrent que I'analyse d'urine a été un des premiers
tests mis au point dans I'histoire de la médecine, qu’elle a été utilisée il y a plusieurs milliers
d’'années et a ce jour continue d’étre un outil en médecine humaine.

Chez 'Homme, I'urine excrétée apporte un ensemble d’informations biologiques qui aident
dans la compréhension de I'état physiologique ou pathologique d’un individu. L’acquisition
de ces informations se voit de plus en plus évoluer dans les différents aspects de I'analyse
urinaire. Par exemple, la numération des éléments dans l'urine qui jusqu’alors était
effectuée par microscopie optique a évolué grace a I'application de nouvelles méthodes
de mesure comme la cytométrie en flux (CMF). En effet, ces techniques quantitatives
automatisées ont amélioré la précision et I'exactitude du comptage des éléments urinaires
par rapport a la microscopie optique et permettent une cadence de passage élevée (2,3).
L'avénement de ces méthodes crée donc un besoin de revoir les intervalles de référence
physiologiques qui jusqu’ici ont été définis a I'aide de la microscopie optique. Ce travalil
s’inscrit donc dans l'optique de définir des intervalles de référence, en particulier des
hématies lors d’'une analyse urinaire par méthode de cytométrie en flux a l'aide de

'automate UF-4000 (Sysmex, Japon).
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1. Formation et composition de I’'urine chez ’Homme

1.1. L’appareil urinaire : siége de la formation et de I’excrétion de I'urine
L’arbre urinaire est constitué de quatre composants anatomiques essentiels (4,5)
(Figure 1) : deux reins situés au niveau du rétro-péritoine qui sécrétent I'urine, deux
uretéres qui conduisent I'urine des reins vers la vessie et un urétre qui permet I'excrétion

de ce fluide biologique en dehors du corps.

Reins

—— Ureteres

Vessie

Uretre —

Figure 1 : Représentation anatomique de I’appareil urinaire chez ’Homme

(Image issue de anatomiehumaine.net)




1.1.1. Echanges au niveau glomérulaire

Le siége de la formation de l'urine sont les reins au niveau d’unités fonctionnelles
appelées « néphrons », eux-mémes constitués de deux grandes parties, le glomérule et
le systéme tubulaire (Figure 2). La vascularisation du glomérule se fait par un « peloton
vasculaire » qui forme un systéme porte d’artérioles afférentes et efférentes permettant la
filtration du sang (6). A l'interface entre le capillaire glomérulaire et la chambre urinaire, la
barriere de filtration glomérulaire (BFG) est la structure au travers de laquelle le plasma
est filtré pour former un premier fluide appelé « urine primitive » (UP). Cette barriére est
constituée de cellules endothéliales glomérulaires, d’'une membrane basale glomérulaire
et de cellules épithéliales viscérales. L’ensemble des éléments histologiques formant la
BFG permet de former un maillage disposant d’une sélectivité a la fois de taille et de

charge vis-a-vis des substances plasmatiques (7).

Figure 2 : Structure glomérulaire rénale (Schéma issu de KAMINA 2éme édition, 2009)
1. Tubule contourné distal ; 2. Cellules juxta-glomérulaires ; 3. Artériole afférente ; 4. Cellules mésangiales ;
5. Réseau capillaire glomérulaire ; 6. Capsule du glomérule ; 7. Podocyte ; 8. Tubule proximal ; 9. Membrane

basale ; 10. Artériole efférente



La formation de I'UP fait intervenir deux principes physico-chimiques découlant des
descriptions anatomiques et histologiques précédentes qui sont [lultrafiltration (ou
convection) et la diffusion (Figure 3). La convection est le phénoméne majoritaire de la
filtration glomérulaire. Ce mécanisme va concerner essentiellement les molécules de
petite taille et les électrolytes (8). Les facteurs influengant la filtration glomérulaire sont :
les différences de pressions hydrostatique et oncotique entre le capillaire et la chambre
urinaire, le débit sanguin glomérulaire, la perméabilité et la surface glomérulaire ainsi que
le tonus des artérioles afférentes et efférentes (6,8). A I'état physiologique, I'eau, les
électrolytes ainsi que les molécules dissoutes de petite taille passent librement la BFG
avec un rapport de concentration entre le plasma et 'UP proche de 1 (8), les plus grosses
molécules passant en fonction de leur taille et de leur charge électrique. La BFG est
imperméable aux éléments figurés du sang (hématies, leucocytes, etc...), aux
macromolécules, aux lipides et aux protéines plasmatiques excédant une masse

moléculaire d’environ 68 KDa (4,7).
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Figure 3 : Formation de I'urine par filtration, réabsorption et sécrétion
(Schéma issu de The Massage Connection Anatomy and physiology: Lippincott Williams&W/ilkins,
2004)




1.1.2. Echanges au niveau tubulaire

L’'UP va cheminer le long du systéme tubulaire pour subir une série de mécanismes
complexes de réabsorption et de sécrétion tubulaire qui aboutiront a la formation de l'urine
excrétée dans les calices. Le tube contourné proximal (TCP) est le siége de la plupart des
réabsorptions notamment d’eau, d’électrolytes et de non-électrolytes (acides aminés,
glucose, etc). La réabsorption tubulaire est assurée par des mécanismes de transport
passif ou actif (nécessitant la consommation d’énergie pour déplacer les substances
contre un gradient électrochimique). On peut citer le sodium, le potassium, le calcium et
le phosphate comme exemples de substances réabsorbées par un mécanisme actif au
niveau tubulaire. A linverse, l'urée, 'eau et le chlorure sont eux réabsorbés par un
mécanisme passif. La sécrétion tubulaire est un phénomeéne actif qui a lieu tout au long
du tubule rénal et va assurer le transport des substances vers la lumiére du tubule. Il va
concerner par exemple, les ions hydrogéne (H+), le potassium (K+), 'urée ou encore la

sécrétion de substances exogénes comme les médicaments (4-6,8).

Chez 'adulte sain, le volume urinaire excrété par jour varie entre 1,2 et 1,5 L (4). De
plus, il existe une grande variabilité inter-individuelle physiologique dans le volume urinaire
ainsi que dans la capacité de concentration de 'urine (9,10). La formation de I'urine et sa
composition sont également sous contréle hormonal, qui représente un élément majeur
de la régulation. Par exemple :

- ['Aldostérone qui a pour réle de réguler la réabsorption de sodium et donc

indirectement la volémie ainsi que I'excrétion de potassium (11)

- [P'Arginine-Vasopressine qui régule la réabsorption d’eau au niveau du tube

contourné distal et du tube collecteur notamment par augmentation de la

perméabilité a I'eau.



1.2. Composition de I'urine
L'urine est un fluide biologique dont la composition varie tout au long de la journée selon
les apports alimentaires, lors d’un exercice physique ou encore par la présence de
médicaments. Cette variation est aussi dépendante de facteurs inter-individuels comme
I'age, le sexe et I'origine ethnique (12).

1.2.1. Composition physico-chimique et organique de I'urine

a- Electrolytes et composés organiques

La composition de 'urine en fait une matrice biologique complexe. En 2013, Bouatra
et al. décrivent plus de 2 500 métabolites (sucres, acides aminés, acyl-carnitines, lipides,
...) répertoriés dans une base de données « The Urine Metabolome Database », qui
constituent le métabolome urinaire de sujets présumés sains (12). Dans I'ensemble, en
termes de proportions, les ions potassium, sodium et chlore constituent 85% des solutés
présents dans I'urine. Parmi les autres composés, 11 sont dits « majeurs » ([C] > 1mM) et

leurs proportions sont exposées dans la figure 4 (13).

Uric acid, 1.6
Hippuric acid, 2.3

Citrate, 2.5
Magnesium, 2.8 \

Carbohydrates, 4.5

Ammonia, 28

Calcium, 4.8

Amino acids, 6.5

Phosphate, 10

Sulfate, 19

Creatinine, 10

Figure 4 : Répartition des composés dits « majeurs » dans I'urine

(Image issue de Reitzer et al. 2020). Les valeurs des composés sont exprimées en mM.



Concernant les protéines retrouvées dans les urines a I'état physiologique, leur
excrétion n'excéde pas un seuil de 150 mg/dL. Ces protéines sont de faible poids
moléculaire et représentent majoritairement la protéine de Tamm-Horsfall (14). Une
protéinurie est alors définie par une excrétion supérieure ou égale a 150 mg/dL et dans
les cas les plus fréquents signe une dysfonction rénale (15). Ce phénomeéne est induit par
différents mécanismes :

- une altération de la BFG

- une altération tubulaire résultant en I'excrétion importante de protéines de faible

poids moléculaire

- une filtration des protéines plasmatiques en raison d'une concentration

plasmatique trop élevée.

Dans le cas le plus fréquent, la protéine prédominante lors d’'une protéinurie est I'albumine
(15). D’autres protéines peuvent étre retrouvées dans les urines et sont utilisées comme
biomarqueurs urinaires d’'une pathologie tubulaire. Il s’agit de la « retinol binding protein »,
I'a-1-microglobuline, la g-2-microglobuline ainsi que les chaines légéres libres des
immunoglobulines (16). Par ailleurs, en plus d’étre un biomarqueur de dysfonction rénale,
il est a noter que le degré de la protéinurie aprés une transplantation rénale est un facteur
prédictif de la survie du greffon et du patient (17).

Concernant la présence d’albumine dans l'urine en conditions physiologiques, son
excrétion n’excéde pas les 10 mg/j et le ratio Albuminurie/Créatininurie (A/C), lui, est
inférieur a 29 mg/g de créatinine. Il est a noter que cette valeur peut étre impactée par des
conditions telles que I'exercice physique, la fievre ou encore linfection urinaire (16).
L’albuminurie est définie par 'augmentation du ratio A/C au-dela de 30mg/g de créatinine
(18). On distingue selon ce ratio plusieurs niveaux :

- la micro-albuminurie avec A/C compris entre 30-300 mg/g de créatinine

- la macro-albuminurie avec A/C supérieur a 300 mg/g de créatinine




L’albuminurie est un des biomarqueurs urinaires les plus utiles dans la maladie rénale
chronique (19).

Un marqueur biologique est une observation biologique qui prédit un critére
d'évaluation cliniquement pertinent (20). Plusieurs biomarqueurs urinaires ont été
développés au fil des années qui signeraient une dysfonction rénale parfois méme
précédant I'atteinte fonctionnelle. Globalement, l'albuminurie et plus largement, la
protéinurie, restent des marqueurs urinaires « conventionnels » robustes dans le
dépistage, le diagnostic et le suivi de la maladie rénale (15,21).

b- pH urinaire
La régulation du pH par le rein constitue un systeme tampon essentiel dans le maintien
d'un pH sanguin physiologique. Cette régulation passe par la réabsorption des
bicarbonates filtrés au niveau du TCP et I'excrétion de la charge acide (4,8). Le rein est
capable d’élaborer une urine avec une large gamme de variations de pH lorsqu’il est
sollicité, allant d’'un pH de 5 a 8 ([H+] de 10 nM a 10 uM) (22). Les variations du pH chez
un sujet, en plus d’étre rythmées par un cycle circadien, dépendent de plusieurs facteurs,
notamment alimentaires et hormonaux (23). Des variations chroniques du pH urinaire ont
été rapportées dans la littérature avec un impact sur la formation de cristaux d’acide urique

ou encore comme facteurs de risque de cancer de la vessie (24,25).

1.2.2. Composition cellulaire de I'urine
Plusieurs types cellulaires peuvent étre retrouvés dans l'urine. Dans la majorité des cas,
ils proviennent du tractus urinaire (TU) ou d’'une contamination proximale vaginale (4).

a- Erythrocytes et leucocytes
Si la BFP est imperméable aux éléments figurés du sang, il est néanmoins possible
d’observer la présence de leucocytes et d’hématies dans les urines. A I'état physiologique,
1 a 2 hématies/HPF (HPF : High Powered Field = champ a fort grossissement x100) et

moins de 2 leucocytes/HPF peuvent étre retrouvés dans l'urine (4).



b- Cellules épithéliales du tractus urinaire
Plusieurs cellules provenant du tractus urinaire peuvent étre visualisées dans un sédiment
urinaire. La figure 5 montre un exemple de cellules retrouvées dans l'urine. La présence
de cellules épithéliales (CE) a I'état physiologique serait le reflet de la desquamation et du
renouvellement de I'épithélium du TU (4,26). Pour exemple on peut citer :

- les cellules épithéliales rénales tubulaires

- les cellules épithéliales transitionnelles ou cellules urothéliales, qui sont des

cellules tapissant le bassinet, les uretéres et la vessie.

Figure 5 : Cellules du tractus urinaire visualisées par microscopie optique (x100)
(Image issue de : textbook of urinalysis and body fluids. Burlington, 2020)

A. Cellules épithéliales transitionnelles ; B. Cellules épithéliales rénales tubulaires ; C. Leucocytes

La modification qualitative et I'augmentation quantitative des cellules épithéliales
signent un état pathologique (inflammation, pathologie infectieuse ou tumorale).
Néanmoins il est difficile de distinguer tous les types cellulaires a I'aide de la microscopie
optique. De plus, la sensibilité de cette méthode est mise a défaut lors de pathologie

tumorale de bas grade (26).



1.2.3. Autres éléments figurés urinaires

D’autres types d’éléments peuvent étre retrouvés dans les urines :

les cristaux qui se forment lorsque l'urine se retrouve saturée en composés
cristallisants. Plusieurs types de cristaux urinaires comme les cristaux d’urates
amorphes ou encore les cristaux de sulfate de calcium n'ont que peu d’intérét
clinique. Néanmoins, d’autres types de cristaux, comme ceux de cystine, tyrosine
et leucine peuvent se former dans le tractus urinaire signant un état
pathologique (pathologie métabolique, calculs urinaires, intoxication
médicamenteuse, ...). Par exemple, I'observation de cristaux de cystine, qui ont
une forme hexagonale, signe une pathologie en rapport avec 'augmentation de
cystine dans les urines comme dans la cystinurie congénitale (Figure 6). Ces
différents types de cristaux peuvent étre identifiés par leur apparence a la
microscopie optique ainsi que par leurs propriétés de solubilité (4). La figure 6

montre un exemple de I'aspect microscopique et schématique de certains cristaux.

Microscopie optique Forme schématique

Leucine

7o0
Ia g

Tyrosine Cholestérol

Figure 6 : Aspect microscopique et schématique de cristaux dans l'urine

(Schéma a partir de textbook of urinalysis and body fluids. Burlington, 2020)
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les cylindres ou « Casts cells » sont des éléments cylindriques élancés avec deux
parois plus ou moins paralléles. L'observation morphologique des cylindres et la
description de leur contenu peuvent révéler des pathologies rénales ou des
modifications physiopathologiques. Ces cylindres se forment a partir de la
précipitation d’'une mucoprotéine présente dans les urines, la protéine de Tamm-
Horsfall (4). Les cylindres dits « hyalins » sont incolores, transparents et dont la
matrice contient moins de 3 éléments cellulaires. A contrario, les cylindres non
hyalins sont constitués de plus de 3 éléments cellulaires. Le cylindre prend alors
le nom de I'élément cellulaire I'entourant, comme un cylindre hématique (hématies)
ou encore un cylindre granuleux (leucocytes). Un exemple de cylindre hyalin est

présenté dans la figure 7.
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Figure 7 : Observation d’un cylindre hyalin au microscope optique (x100)

(Image issue de textbook of urinalysis and body fluids. Burlington, 2020)
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2. Méthodes d’analyse des urines au laboratoire

2.1. Echantillonnage urinaire

Différents types d’échantillons urinaires peuvent étre recueillis et conditionnent
linterprétation de I'analyse urinaire. On peut classer un échantillon urinaire selon son
mode de prélévement et par le moment de son recueil. Le choix d’'une méthode de recueil
va étre conditionné par I'hypothése diagnostique. Le recueil du milieu de jet urinaire est la
méthode non invasive la plus fréquemment utilisée par les laboratoires de biologie
médicale. Ce type d’échantillon est essentiellement utilisé dans [I'examen
cytobactériologique des urines, dans la réalisation de bandelette urinaire (BU) et pour
différents autres tests biochimiques de routine. D’autres analyses urinaires nécessitent un
échantillonnage d’urine différent. Par exemple, I'évaluation de certains biomarqueurs
urinaires comme la protéinurie et l'albuminurie nécessite un recueil sur 24h (27).
Néanmoins, il est important de souligner que devant les inconvénients d’un recueil urinaire
sur 24h, ces paramétres se voient de plus en plus remplacés par des ratios :
protéinurie/créatininurie (P/C), Albuminurie/Créatininurie (A/C). En effet, ces ratios

présentent 'avantage de pouvoir étre réalisés a partir d’urine ponctuelle (21,28,29).

2.2. Labandelette urinaire

La bandelette urinaire (BU) est une des premiéres étapes de I'analyse urinaire aprés
la visualisation de I'aspect macroscopique de I'urine (30). C’est une bande qui dispose de
plusieurs zones réactives permettant de rechercher d’'une maniére qualitative ou semi-
quantitative des biomarqueurs urinaires. Un changement de couleur survient en présence
d’'un substrat présent dans l'urine. Plusieurs bandelettes sont disponibles, elles différent
dans le nombre de paramétres évalués et parfois dans leurs performances. Nous
présentons les bandelettes MEDITAPE UC-12S (BU 12S) et UC-10S (BU 10S) (Sysmex,
Japon) qui seront utilisées dans notre étude. Il est a noter qu’a la différence de 'UC-12S,

la bandelette urinaire UC-10S n’inclut pas la détection de I'albumine et de la créatinine.
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La BU 12S permet d’évaluer un total de 12 paramétres incluant, la créatinine,
'albumine, les leucocytes, l'urobilinogéne, le sang, la bilirubine totale, les cétones, le
glucose, les protéines (PRO), les nitrites, le pH et la gravité spécifique. De plus, ces
mesures permettent de déduire d’une fagon semi quantitative les ratios A/C et P/C. Les
principales interférences notables issues de I'étude interne du constructeur pouvant influer
sur le résultat sont présentées dans lI'annexe 1. Concernant ces interférences, les
médicaments sont souvent la cause de faux positifs. Les psychotropes par exemple,
peuvent positiver des paramétres tels que l'urobilinogéne, la bilirubine ou encore le
glucose. Au contraire, la présence d’acide ascorbique est souvent incriminée comme
risque de faux négatif pour la détection du glucose, de la bilirubine ou encore d’une
hématurie. Pour I'albuminurie et la protéinurie, les pH extrémes ainsi que la variation de
la gravité spécifique peuvent induire un risque de résultat faussement négatif ou positif.

La lecture de la BU peut se faire de maniére visuelle ou a l'aide d’'un automate de
mesure, par exemple, 'automate UC- 1000 (Sysmex, Japon). La mesure repose sur le
principe de la réflectance. Plus précisément, une caméra mesure la quantité de lumiére
réfléchie par chaque cible de la bandelette lorsqu’elle est exposée a une lumiére incidente.
La quantité de lumiére réfléchie est dépendante de la variation de couleur de la cible et de

son intensité (Figure 8).

Lumiére incidente Lumiére incidente
Lumiére Lumiere
réfléchie réfléchie

AV N4

A : bande colorée B : bande non colorée

Figure 8 : Principe de mesure par réflectance par ’'UC-1000 (Sysmex, France)
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Les performances des bandelettes fournies par le constructeur sont les suivantes.
Le taux de corrélation des paramétres évalués par la bandelette comparativement aux
méthodes de référence de mesure de chaque biomarqueur est excellent pour 'ensemble
des parameétres évalués. Pour I'albuminurie, la protéinurie et la créatininurie les taux de
concordance sont respectivement de 90,7%, 96,4%, 94,3%. Il est important de souligner
que la bandelette urinaire est un test de screening, ce qui signifie que ce test doit avoir
une bonne valeur prédictive négative dans la population ou elle s’applique et qu’une valeur
positive du test ne doit pas porter un diagnostic mais étre une porte d’entrée a une
exploration clinico-biologique. Dans la littérature, plusieurs études ont évalué les
performances de bandelettes urinaires associées a une lecture automatisée (31-33).
Globalement, ces études montrent des performances tout a fait satisfaisantes pour
'ensemble des paramétres évalués. Pour la détection de la protéinurie et I'albuminurie,
I'étude de Oyaert et al. (32) rapporte respectivement une sensibilité/spécificité de 94,2 /
88,2% et de 81,8/ 89,2%. De plus, I'étude de Currin et al. (33) a mesuré les performances
du rapport A/C de la bandelette UC-12S avec une lecture automatisée par 'dC-1000
comme marqueur de dysfonction rénale, comparé aux techniques usuelles de mesure
quantitative. Les auteurs rapportent une sensibilité de 79% et une spécificité de 83,5%
ainsi que trés peu de faux négatifs (17/700 ; 2%), faisant de ce test un outil de dépistage
et de screening performant. Il est par ailleurs intéressant de noter que les auteurs
rapportent un taux plus élevé d’hématurie dans le groupe ayant un rapport A/C supérieur
a 30 mg/g de créatinine.

En plus des marqueurs de dysfonction rénale, la BU fournit plusieurs autres
informations. Des exemples de pathologies pour lesquelles un ou plusieurs paramétres
sont détectés positifs par la bandelette urinaire sont listés dans I'annexe 2. Néanmoins, a
lui seul, un paramétre détecté nécessite une confirmation par une technique quantitative

précise avant d’entreprendre une investigation clinico-biologique.
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2.3. Lacytologie urinaire

La cytologie urinaire est un examen indispensable dans I'analyse urinaire et qui permet
la caractérisation qualitative et quantitative des différents éléments cellulaires.
Globalement, deux grandes méthodes sont actuellement disponibles pour la numération
et la caractérisation des éléments cellulaires, des cristaux et des cylindres : la méthode
par microscopie optique (manuelle ou automatisée) et les méthodes sur automates de
CMF.

2.3.1. La cytologie par microscopie optique manuelle

Cette méthode consiste en un compte manuel des éléments présents dans l'urine a
I'aide d’'un microscope et d’'un hématimeétre (cellules de Kova, cellules de Malassez, etc.).
Elle est de moins en moins utilisée par les laboratoires de biologie meédicale car elle
consomme beaucoup de temps technique et ne permet pas une grande cadence dans
'analyse des prélevements. Néanmoins, cette méthode présente I'avantage d’avoir un
colt inférieur aux méthodes automatisées et demeure a ce jour le « Gold Standard » dans

la numération et la caractérisation des éléments dans les urines.

-
Y oo

Figure 9 : grille de comptage en microscopie optique d’hématies dans les urines
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En pratique cette méthode consiste a :
- Homogénéiser I'échantillon et le diluer si besoin
- Ajouter un colorant pour mieux différencier les types cellulaires. Par exemple, le cristal
violet permet la coloration du noyau cellulaire en violet afin de différencier les cellules
nucléées des hématies.
- Réaliser une prise d’essai d’'un volume défini d’échantillon en fonction de la chambre de
comptage utilisée
- Compter les éléments sur la grille selon les modalités de chaque cellule (Figure 9).
En plus d’étre chronophage, les différentes étapes de préparation de la cellule de
comptage ainsi que la variabilité intra-essai et inter-opérateurs ajoutent a cette méthode

le désavantage d’avoir une haute imprécision dans les échantillons de faible cellularité.

2.3.2. La cytologie par automates de cytométrie en flux

La CMF est une méthode d’analyse qui permet de caractériser et compter des cellules
(ou particules) en suspension dans un flux liquidien (34). L’'UF-4000 (Sysmex, Japon) est
un automate de CMF développé pour l'analyse urinaire. |l permet de compter et de
caractériser les cellules et certains éléments, comme les cristaux et les cylindres dans un
échantillon urinaire.

Le principe de cette méthode repose sur I'exposition a un faisceau lumineux
(laser bleu, A = 488nm) de cellules ou d’éléments en suspension dans un flux liquidien. La
diffusion du faisceau laser fournit un signal permettant de déduire des informations comme
la taille et le contenu cellulaire. Ainsi, la diffusion de la lumiére émise dans I'axe de la
source lumineuse (Forward Scatter, FSC) renseigne sur la taille, et la diffusion de cette
lumiére a 90° (Side Scatter, SSC) renseigne sur la granularité et la structure cellulaire.
L’'UF-4000 integre une nouvelle technologie comparée a son prédécesseur I'UF-1000i,
permettant de différencier les globules rouges des cristaux et cela par I'ajout d’un filtre
polarisé en aval de la source lumineuse. La lumiére dépolarisée diffusée a 90° par les

cristaux (DSS : Depolarized Side Scatter Light) permet de renseigner sur l'intensité de la
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biréfringence des particules permettant cette différenciation (Figure 10). De plus, I'ajout de
fluorochromes renseigne sur la présence d’acides nucléiques dans la cellule (Side

Fluorescence Light, SFL) permettant de différencier les cellules nucléées des hématies.

Signal N
NS | llumineux Lumiere Analyse
Lumiére du laser — 3 @ é: > diffusee i Amqhaﬁe t;1es
— AN Fluorescence cane

O 3
Pl |

Liquide de gaine Liquide de gaine

FSC

e . v
Liquide avec cellules en suspension | Source i
lumineuse

Figure 10 : Principe de numération cellulaire par cytométrie sur 'UF-4000

L’ensemble de ces mesures sont effectuées a I'aide de deux canaux (Figure 11) :

- le canal « Surface channel, SF » qui permet la numération de cellules dépourvues
d’acides nucléiques telles que les globules rouges (GR) et certains éléments tels
que les cristaux.

- le canal « Core channel, CR » qui permet la numération de cellules contenant des
acides nucléiques comme les globules blancs, les cellules épithéliales ou encore

certains microorganismes (bactéries et champignons).

L’analyse urinaire comporte I'aspiration de 450 yL d’échantillon pour un volume

total requis de 2 mL. L’échantillon est ensuite réparti dans les deux canaux d’analyse ou

17




il est dilué au quart. Le diluant va entrainer la perforation des membranes cellulaires afin
que le fluorochrome puisse pénétrer dans la cellule et marquer les acides nucléiques. Une
étape de chauffage a 38°C précédant I'analyse par CMF est effectué par 'automate. Au
total, 'analyse porte sur un volume de 7,8 uL pour les éléments nucléés et pour les GR.
Les signaux de lumiére diffusée et leur intensité sont captés et traduits. Une fois le signal
traduit, les éléments sont répartis en fonction de leur taille et de leur contenu en acides

nucléiques générant des scattergrams (Figure 11).
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Figure 11 : Analyse des signaux permettant le classement des particules par I’'UF-4000
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Le débit maximum de passage d’échantillons urinaires est de 80 urines/h. Les limites

de blanc des globules blancs et des hématies ainsi que les limites de détection sont de

1/mm?3. La plage d’analyse est de 2 a 10 000 GB/mm? et de 15 a 99 999 GR/mm?.

Concernant les interférences, le fournisseur informe que la fiabilité des résultats n’est pas

garantie en cas de :

stockage prolongé des échantillons, les urines n’étant pas stables dans le temps
échantillons troubles

échantillons présentant un aspect hémorragique

échantillons présentant une forte concentration en filaments muqueux
échantillons contenant une matieére fluorescente en raison de linclusion de

produits chimiques

Deux grands types de paramétres sont mesurés par I'UF-4000 :

les parameétres évalués et validés, qui ont un apport diagnostic et qui sont
actuellement utilisés en routine. Ces paramétres sont : les leucocytes seuls ou en
amas, les hématies, les cellules épithéliales (squameuses, non-squameuses,
transitionnelles et rondes) et les cellules atypiques. Les cristaux, les cylindres, les
bactéries ainsi que les éléments fongiques sont eux aussi des paramétres
quantifiés.

les paramétres de recherche, qui ne sont pas encore validés comme marqueurs
biologiques et dont la signification et I'apport restent encore a investiguer. Ainsi le
rendu du résultat et son interprétation sont sous la responsabilité du biologiste. En
plus de la présence d’hématies lysées, qui représente le plus souvent des artéfacts
de la phase pré-analytique, il est intéressant de noter que plusieurs paramétres de
recherche concernant la morphologie érythrocytaire dans les urines sont mesurés.
Les hématies sont classées en petites hématies (Small-RBC), lorsque leur taille
est inférieure @ 5um et en grandes hématies (Large-RBC), lorsqu’elles sont

supérieures a 10um. Les hématies totales comptées par 'automate représentent
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la somme des petites hématies, des grandes hématies et des hématies lysées.
Lorsque le nombre d’hématies compté dans les urines est supérieur a 20
hématies/uL, leur répartition en taille et en forme est rendue par le paramétre
« RBC-Info ». La répartition est dite « isomorphique » lorsque leur distribution
suggeére des hématies non endommagées (RBC-Info ; Isomorphic). Au contraire,
la répartition est dite « dysmorphique » lorsque leur distribution est anormale
suggérant des anomalies de taille ou de morphologie (RBC-Info ; Dysmorphic).
Lorsque la distribution des hématies n’appartient a aucune des deux catégories
citées, l'automate rend « RBC-Info, Mixed » (Figure 12). De plus, d’autres
parameétres sont mesurés par 'automate comme le paramétre « RBC-Fsc DW »,
qui représente l'indice de la distribution en taille de 60% de la population des
hématies centrée sur la médiane, le paramétre « RBC-P70 Fsc » qui représente
un indice de taille des hématies (indice de taille de 70% des hématies les plus
petites) ainsi que I' « URD » qui représente le rapport des petites hématies

« Small-RBC » sur les hématies non lysées, exprimé en pourcentage (%).

Figure 12 : Scattergrams de différentes populations du paramétre « RBC- Info »
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3. L’hématurie microscopique

3.1. Définition et terminologies

L’hématurie est définie par une excrétion anormale d’hématies dans les urines (35).

On distingue deux types d’hématurie :

- I'nématurie macroscopique qui correspond a une excrétion anormale d’hématies
dans les urines associée a un changement de la coloration de I'urine vers le rouge.
Elle est visible a I'ceil nu lors de 'examen macroscopique de l'urine.

- I'nématurie microscopique (HM) ou micro-hématurie correspond a la détection
d’'une excrétion anormale d’hématies dans un sédiment urinaire ou dans un
échantillon urinaire par microscopie optique ou par CMF. En I'absence de tableau
clinique évocateur d’une étiologie sous-jacente, 'hématurie microscopique est dite

asymptomatique (HMA).

3.2. Prévalence de I’hématurie microscopique

L’hématurie microscopique est souvent retrouvée dans la pratique. Les études sur sa
prévalence ont pour la plupart été conduites en Amérique du Nord. L’association
d’Urologie américaine (AUA) fait mention d’'une prévalence d’hématurie microscopique qui
varie de 2,4% a 31,1% (36). Cette variation est dépendante de I'dge, du sexe, de la
présence ou non de facteurs de risque de néoplasie et du seuil de définition d’'une HM.
Lorsqu’elle est isolée et asymptomatique, 'HM est le signe le plus fréquent d’'une
pathologie urologique néoplasique, notamment le cancer de la vessie (37,38). Mohr et al.
(39) en 1986, dans une étude observationnelle sur une cohorte de 2697 patients
américains retrouvent une prévalence dHM de 13%. L’incidence d’une pathologie
urologique chez ces patients était de 2,3% et moins de 1% d’entre eux présentaient un
carcinome de la vessie. Les auteurs rapportent également une tendance a retrouver une
atteinte urologique proportionnelle au degré d’hématurie. Ces résultats ont par la suite été
confirmés dans plusieurs études observationnelles (38,40). La majorité des

recommandations actuelles sur la prise en charge des patients avec une HMA préconisent
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une investigation urologique seulement en présence de facteurs de risque de néoplasie
comme le tabac, I'dge avancé ou encore I'exposition chimique. La nouvelle mise a jour
des recommandations de I'AUA, publiée en 2020, va plus loin en proposant une gradation
en risque faible, intermédiaire ou élevé, prenant en compte I'dge, limportance de

I'hématurie, les antécédents et la présence de facteurs de risque de cancer (36).

3.3. Principales causes d’hématurie microscopique

La figure 13 expose les principales causes d’hématurie microscopique (37,41). L'HM
est souvent le signe d’une pathologie sous-jacente. Dans certains cas, lorsque 'HM est
associée a d’autres signes clinico-biologiques, la pathologie en cause est facilement
identifiable (infection urinaire, colique néphrétique, etc). L'HM peut aussi étre le signe
d’appel isolé et fortuit d’'une pathologie grave comme un cancer des voies urinaires. Dans
d’autres cas, malgré un bilan approfondi et un interrogatoire exhaustif, aucune étiologie

sous-jacente n’est retrouvée.

Glomérulaire e F——— » Non-Glomérulaire
Néphropathie 4 IgA Maladie polykystique du rein
Syndrome d'Alport Drépanocytose
Maladie des membranes nécrose papillaire
basales minces Néphrolithiase
Néphropathie 4 C3 Tumeurs
Glomérnlonéphrite post- Leucémie
nfectieuse Traumatisme
Exercice physique Infection
intense
Uretere
Calculs urinaires
Infections
Traumatisme
Tumeurs
Vessie
Prostate & Uretre <« m—
Infections urinaires
Saignement prostatique Irritation & radiation
Saignement vaginal Tm}lem'
Endométriose des voies Corps etranger
urinaires
Infection

Figure 13 : Principales causes d'hématurie microscopique

(figure a partir de Longo et al. 2021)



3.4. Point sur les recommandations de prise en charge d’'une HMA

Les différentes recommandations sur la prise en charge de 'HMA se basent sur la
balance codt/efficacité associée au rapport bénéfice/risque d'une exploration
complémentaire lors de la découverte d'une HMA. Les explorations recommandées
incluent en fonction des pays la réalisation d’'une imagerie, notamment une cystoscopie,
un uroscanner ou une échographie des voies urinaires, une cytologie urinaire a la
recherche de cellules anormales ainsi qu'une recherche biologique de marqueurs de
dysfonction rénale (Tableau 1). Le risque de complications de ces examens est faible mais
néanmoins génant pour le patient et présente un colt a leur réalisation. La plupart de ces
recommandations débutent par un socle commun qui est la définition d'un seuil
d’hématurie microscopique. Le tableau 1 récapitule ces différents seuils ainsi que les
critéres associés devant motiver une exploration complémentaire a la recherche d’'une
pathologie rénale ou urologique. |l existe une grande hétérogenéité dans le monde
concernant les critéres motivant une exploration et un suivi lors d'une HMA. Il est important
de noter que les variations observées dans ces recommandations reflétent I'absence d’'un
niveau de preuve suffisant ainsi que les différences dans les priorités entre les systémes
de santé (37). De plus, selon les pays, différents seuils d’'HM sont utilisés, tous établis par
microscopie optique et allant de 1 a 5 hématies/uL. A l'instar de I'hétérogénéité des critéres
cliniques motivant une exploration et un suivi, ces seuils présentent un faible niveau de
preuve et la définition d’hématurie qui en découle se base le plus souvent sur un avis
d’expert. Il est a noter que ces seuils de définition représentent des valeurs établies a partir
de populations présumées saines et ne représentent pas des seuils diagnostiques. Etant
donné le risque pour le patient et les colts pouvant étre engendrés par une prise en charge
tardive d’un cancer vésical, le développement et la validation d’'une meilleure stratification

des risques semblent étre des perspectives intéressantes.
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Tableau 1 : Définition d’HM et critéres motivant une exploration complémentaire et

de suivi des patients selon les pays

Seuil de . .
. Seuil de . . Cytologie .
Pays définition . Imagerie Cystoscopie o Suivi de 'HMA
I'age urinaire
d'une HM
> 3/HPF sur 1 Non Suivi annuel
USA >35ans  Uroscanner Siage > 35 ans .
prélevement recommandée  pendant 2 ans
(2020) (36)
Si age > 35 ans et
présence de
Canada > 3/HPF sur 2 facteur de risque Non Suivi annuel
> 35 ans Uroscanner
(2020) (42) prelevements de cancer vésical recommandée  pendant 2 ans
(Tabac, exposition
chimique, etc.)
Seulement si
Japon > 5/HPF sur 2
>50ans Echographie Si age > 40 ans Non statuée hématurie
(2014) (43) prélevements .
macroscopique

> 3/HPF sur 2

Uroscanner si

Allemagne > 50 ans avec L Si > 50 ans avec une imagerie
ou3 >50ans | ) Si 4ge > 50 ans L
(2014) . échographie négative
prélévements »
positive
Ecosse
Non statuée  >50ans  Non statuée Non statuée Non statuée Non statuée
(2009) (44)
Suivi annuel si :
> 1/HPF + 1 ) o
signes urinaires,
test de Si > 40 ans. )
UK o . _ . hématurie
screeningala >40ans Méthode non Si > 40 ans Non statuée .
(2008) (45) o macroscopique
BU sur2 ou 3 spécifiee
ou HMA
prélévements )
persistante
Suéde ] Non Non . Non Non
Non statuée Non recommandée
(1999) (46) statuée recommandée recommandée recommandé

3.5.

3.5.1.

Intervalles de référence d’hématies dans les urines

Intervalles de référence définis a I’aide de la microscopie optique

Plusieurs études se sont intéressées a la question de la présence physiologique de

cellules et de cristaux dans les urines. L'étude d’Addis (47) en 1926 était une des

premiéres a s’intéresser aux valeurs physiologiques d’éléments comme les leucocytes,

25



les hématies et a la présence de cristaux dans un sédiment urinaire. La population de
référence décrite dans cette étude correspond a 74 sujets hommes présumés sains avec
une restriction hydrique de 24h appliquée au groupe de référence. Les urines ont été
récoltées aprés un délai de 12h sans miction. Un seuil limite normal de 5 hématies/HPF
correspondant a une excrétion de 65 750/12h, est alors proposé. A linverse, I'étude de
Wright et al. (48) en 1959, n’a pas observé d’hématies dans les urines récoltées. Cette
étude a inclus des patients présumés sains (lors d’'un contréle médical avant embauche),
5000 hommes et 1000 femmes. L’auteur conclut néanmoins a la présence occasionnelle
d’hématies dans les urines, correspondant a moins de 1 hématie/HPF. Par la suite, une
revue de la littérature 1990, portant sur 9 études ayant rapporté la présence d’hématies
dans les urines, propose une limite de 3 hématies/HPF pour laquelle une HM pourrait étre
définie (49). Les valeurs d’hématies rapportées par les études citées varient de 1 a 5
hématies /HPF. De plus, il n'apparait pas de différences dans ces valeurs en fonction du
sexe et de la centrifugation de l'urine. Cette revue est a la base de plusieurs
recommandations internationales récentes de la prise en charge de I'hématurie chez
'adulte, notamment américaines (36,50), canadiennes (42) et japonaises (43). A notre
connaissance, depuis 1990, aucune autre étude n’a cherché a déterminer une valeur de

référence d’hématies dans les urines a I'aide de la microscopie optique.

3.5.2. Intervalles de référence définis a I’aide de la CMF
A notre connaissance, il n’existe a ce jour, pas d’intervalle de référence d’hématies défini
dans les urines a l'aide d’automates de CMF de nouvelle génération. Actuellement,
seulement deux études se sont intéressées aux valeurs de référence d’élément figurés
dans les urines, I'une utilisant un prototype d’automate de CMF, 'UF-1000 (51) et l'autre,
publiée en 2007 dans une revue interne au constructeur (Sysmex International Journal)
(52). La premiére étude, de Hyodo et al., décrit un intervalle de référence respectivement
pour les hommes et les femmes de 8 et 9 hématies/uL et cela sur un groupe de référence

de 133 volontaires présumés sains, 92 hommes et 41 femmes. Sachant qu’un facteur de
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0.297 peut étre utilisé dans la conversion des éléments par HPF en microscopie optique
vers un compte par yL par CMF (53), ces résultats correspondent a environ 2 a 3
hématies/HPF. Par la suite, une étude interne au constructeur a inclus 2433 sujets
présumeés sains, 1319 hommes et 1114 femmes dont la moyenne d’age était de 53 ans.
Les valeurs de référence d’éléments cellulaires ont été déterminées par une méthode de
cytométrie en flux a l'aide de I'UF 1000i et les valeurs en dehors de la limite supérieure de
mesure ont été exclues. Les limites de référence d’hématies et de cellules épithéliales
(CE) chez 'lhomme et la femme étaient respectivement de 13 et 30 hématies/uL et de 5
et 45 CE/uL. Ces intervalles correspondent respectivement a 9 hématies/HPF chez la
femme et 4 hématies/HPF chez I'homme. De plus, les auteurs rapportent une

augmentation des limites de référence en fonction de I'age chez les sujets masculins.

3.6. Apport de la morphologie érythrocytaire dans la détermination de
I'origine d’une hématurie

L’analyse par microscopie optique de la morphologie érythrocytaire lors d’'une hématurie
permet de différencier 'origine du trouble (Figure 14). Cette observation a été rapportée
pour la premiére fois en 1979 par Fairley et Birch (54) en comparant les hématies de
patients atteints de glomérulopathie avérée par biopsie, aux hématies de patients ayant
une pathologie urologique. Les auteurs observent dans cette étude que 95% des patients
atteints de glomérulopathie avaient des hématies dysmorphiques. En 1991, Kohler et al.
(55) apportent une caractérisation plus précise de la dysmorphie érythrocytaire. En effet,
il apparait que les acanthocytes (Figure 14) étaient la forme dysmorphique la plus associée
a une glomérulopathie. Par la suite, plusieurs études ont évalué les performances de la
microscopie optique dans le diagnostic de la source de 'hématurie (56,57). Globalement,
la sensibilité et la spécificité de la présence d’hématies dysmorphiques dans le diagnostic
d’'une glomérulopathie varient respectivement de 62% a 95% et de 24% a 85% selon le

pourcentage d’hématies dysmorphiques retenu. A ce jour, quelle que soit la technique
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employée dans l'analyse urinaire, la majorité des recommandations préconisent une

évaluation microscopique de la morphologie érythrocytaire afin d’évaluer 'origine de 'HM

(3,36,42).
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Figure 14 : Images et schéma d’hématies dysmorphiques
(Images issues de saha et al. 2022). La figure A : amas d’hématies dans les urines ; B : acanthocytes.
C : acanthocytes vus par microscopie a contraste de phase.
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Dans une aire de transition des techniques d’analyse urinaire, passant de la
microscopie optique vers des techniques automatisées, I'utilisation des automates de
CMF pour discriminer des populations érythrocytaires dysmorphiques est possible (58,59).
Récemment, une étude coréenne évalue I'utilisation de paramétres morphologiques des
hématies dans les urines a l'aide d’'un automate de CMF de 3°™® génération ('UF-5000) et
leurs performances dans l'identification de la source de 'hématurie. Ainsi, les paramétres
comme I'« URD » (urinary red blood cells distribution), les « small-RBC » ainsi que le
paramétre « RBC-P70FSC », permettent de distinguer une origine glomérulaire d’'une
non-glomérulaire lors d'une HM , avec une excellente sensibilité mais une spécificité
moyenne, qui augmente proportionnellement au degré de 'hématurie. Néanmoins, il est
important de souligner que la place de ces paramétres et leur utilisation en routine clinique

reste encore a établir précisément.
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

L’'HM est un marqueur biologique important dans le dépistage et le diagnostic d’'une
pathologie rénale ou urologique. Actuellement, la numération des éléments, dont les
hématies dans les urines, est effectuée au laboratoire de bactériologie a l'aide d’un
automate de cytométrie en flux, 'UF-4000 (Sysmex, Japon). Du fait d'une mauvaise
corrélation avec la numération manuelle par microscopie optique observée dans les
basses valeurs d’hématies lors de la validation de cette méthode, le rendu des hématies
se limite a une valeur basse de 25/uL. Néanmoins, ce rendu des hématies ne représente
pas un intervalle de référence contrairement au seuil limite de 10 leucocytes/pL (3).

La norme NF EN ISO 15 189 spécifiant les exigences de qualité et de compétences
applicables aux laboratoires de biologie médicale, stipule que les résultats des examens
biologiques doivent étre associés a des intervalles de référence : « 5.8.3. Le compte rendu
doit comprendre, sans y étre limité, les renseignements suivants : [...] i) les intervalles de
référence biologiques, [...] » (60). En France, la détermination d’un intervalle de référence
repose sur des protocoles établis par les experts du Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), considéré comme le « gold standard » (61). Ces recommandations
mentionnent qu’une valeur de référence doit étre établie pour chaque laboratoire dans le
but d’étre représentative de sa population.

Ce travail a donc été réalisée dans le but d’établir un intervalle de référence
d’hématies dans les urines de sujets adultes considérés comme normo-rénaux. Dans un
second temps, nous avons voulu tester cette limite de référence sur la population globale
d’échantillons d’urines regues au laboratoire sur la période de I'étude. Enfin, nous avons
comparé les parameétres de recherche renseignant sur la morphologie des hématies entre
les groupes de patients présentant une hématurie associée ou non a un marqueur de

dysfonction rénale, comme la protéinurie.
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MATERIELS & METHODES

1. Définitions et terminologies

Tout d’abord, il important d’exposer les terminologies utilisées car elles peuvent étre
la base d’ambiguités dans l'interprétation et l'utilisation des intervalles de référence en
routine clinique. Les terminologies qui sont utilisées dans cette étude, sont celles
approuvées par la Fédération Internationale de Chimie Clinique et de Médecine de
Laboratoire (IFCC-LM), par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et par le Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (62,63) :

- une valeur de référence est une valeur mesurée chez un individu de référence.
L’ensemble des valeurs de référence mesurées permet d’estimer un intervalle de
référence.

- un intervalle de référence est défini comme étant lintervalle spécifié de la
distribution des valeurs obtenues a partir d’'une population de sujet sains. Il est
généralement défini par un intervalle correspondant a 95% de la population, centré
sur la médiane. Il est a noter que dans certains cas, seule une limite de référence
est retenue, qui est habituellement la limite haute « x ». Son intervalle de référence
sera alors de 0 a x.

- une limite de référence est une valeur dérivée de la distribution de référence et

utilisée dans un but descriptif.

2. Matériels

Les échantillons de I'étude ont été obtenus dans le laboratoire de bactériologie du CHU
de Rouen, au cours d’un recueil prospectif d’'octobre 2022 a mars 2023 portant sur
'ensemble des urines de milieu de jet acheminées au laboratoire dans le cadre de la
routine. Les échantillons urinaires ont été prélevés dans des tubes stériles, BD Vacutainer

(BD Franklin lakes, USA), contenant un mélange d’additifs permettant la conservation de
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I'urine (acide borique, formate de sodium et le borate de sodium). Les échantillons étaient
analysés le jour méme du prélévement aprés acheminement et conservation a
température ambiante (20-25°C).

Pour établir un intervalle de référence d’hématies dans les urines, nous avons inclus
les urines présentant une numération normale de leucocytes (< 10 leucocytes/uL) et un
compte bactérien inférieur a 10 bactéries/uL. Ces critéres ont été appliqués dans le but de
limiter les contaminations de l'urine ainsi que les échantillons provenant d’individus
présentant une pathologie inflammatoire du tractus urinaire dont les infections urinaires
(64).

Ensuite, nous avons appliqué la limite de référence établie sur le reste des échantillons
recueillis, hors groupe de référence et service de Pédiatrie.

Enfin, dans l'objectif de s’intéresser aux parameétres morphologiques évalués par
'automate lors d’'une hématurie associée ou non a la présence d’'une protéinurie, deux
groupes ont été constitués :

- le groupe Aincluant les échantillons avec une protéinurie associée a une

hématurie de plus de 20 hématies/uL

- le groupe B incluant les échantillons sans protéinurie associée une hématurie

de plus de 20 hématies/uL

Un seuil d’hématurie de 20 hématies/uL a été choisi car il représente le seuil pour lequel
lautomate communique des informations complémentaires sur la répartition
morphologique des hématies, notamment les paramétres « URD », « RBC-Info », « RBC-

Fsc DW » et « RBC-P70 Fsc ».

3. Méthodes

3.1. Analyse urinaire

3.1.1. Cytologie urinaire

Les urines ont été analysées par cytométrie en flux a l'aide de l'automate UF-4000
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(Sysmex, Japon). Les paramétres relevés étaient le nombre/uL des hématies, des
leucocytes, des cellules épithéliales, des cylindres ainsi que des bactéries.
D’autres paramétres dits de « Recherche », qui concernaient les hématies, ont de méme

été recueillis :

le paramétre « RBC-Info » qui renseigne sur la répartition globale, en taille et

forme, des hématies

- le paramétre « RBC-P70 Fsc » qui représente un indice de taille des hématies
(correspondant a la taille de 70% des hématies les plus petites)

- le paramétre « RBC-Fsc DW » qui est un indice de la distribution de taille de 60%
de la population d’hématies centrées sur la médiane

- le parameétre « URD » qui est le rapport des petites hématies « Small-RBC » sur

les hématies non lysées, exprimé en pourcentage (%)

3.1.2. Bandelette urinaire

L’analyse par bandelette urinaire (BU) a été effectuée a l'aide des bandelettes
MEDITAPE UC-10S ou UC-12S (Sysmex, Japon). Les paramétres évalués par ces
bandelettes incluaient les leucocytes, l'urobilinogéne, le sang, la bilirubine totale, les
cétones, le glucose, les protéines, les nitrites, le pH et la gravité spécifique. En plus de
ces paramétres, la bandelette 12S incluait la mesure de l'albumine et de la créatinine
permettant de déduire les ratio albumine/créatinine (A/C) et protéine/créatinine (P/C). La
lecture a été faite a 'aide de 'automate UC-1000 (Sysmex, Japon) qui permettait de se

défaire des biais de lecture visuelle de la BU liés au manipulateur.

Dans notre étude les contréles internes de qualité (ClQ) étaient passés sur I'UF-4000
trois fois par jour (en début, milieu et fin de série) et les CIQ de I'analyse urinaire par
bandelette a une fréquence de 2 fois par jour (début et fin de série). L’ensemble des CIQ
comprenaient deux niveaux d’analyse : haut et bas. La validation et la gestion des CIQ a

été réalisée selon les régles de Westgard (65).
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3.2. Détermination d’un intervalle de référence
3.2.1. Nombre de sujets nécessaires
Selon la méthodologie recommandée par le CLSI, les méthodes statistiques
classiques imposent un nombre minimal d’au moins 120 valeurs par classe ou sous-classe
de valeurs de référence (66). Néanmoins, lorsque I'effectif des sous classes n’est pas
suffisant, cette méthodologie propose des méthodes statistiques alternatives pour
I'estimation des intervalles de confiance, comme la méthode « Robust » que nous avons
utilisée dans ce travail (63). De plus, afin de nous assurer que I'effectif était suffisant pour
le calcul des IC, nous avons calculé le ratio de la largeur des IC a 90% et a 95%. Un ratio
acceptablement bas était en faveur d’'un nombre de sujets de référence suffisant (67).

3.2.2. Constitution d’un groupe de référence et récolte des données

Dans le but d’établir une valeur de référence des éléments figurés, en particulier des
hématies dans l'urine, les critéres d’exclusion biologiques appliqués étaient les suivants :
la présence d’au moins un marqueur biologique positif a la bandelette urinaire (BU),
notamment les marqueurs de dysfonction rénale comme la protéinurie, I'albuminurie ou
les rapports P/C et A/C lorsqu’ils étaient disponibles. De plus, les urines provenant des
services de Pédiatrie ont été exclues. Enfin, les urines provenant des services d’Urologie
et de Néphrologie-Hémodialyse-Transplantation n‘ont pas été inclues, afin d’exclure de
'analyse des individus ayant pathologie néphrologique ou urologique.

3.2.3. Mise en évidence et élimination des valeurs aberrantes « outliers »

Plusieurs méthodes statistiques existent pour mettre en évidence et éliminer des

valeurs aberrantes. Nous avons suivi, dans cette étude, la procédure suivante :

- une inspection visuelle de la distribution de fréquence des valeurs d’hématies/uL
et des cellules épithéliales/uL, permettant d’appréhender l'importance du
phénoméne.

- une analyse statistique a I'aide de la méthode décrite par Tuckey et al. (68), selon

la méthodologie recommandée par le CLSI.
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3.2.4. Détermination des intervalles de référence et calcul des intervalles de

confiance.

Le calcul des intervalles de référence a été établi sur la population de valeurs allant
jusqu’au 95°m percentile. En supposant un échantillonnage aléatoire des valeurs de la
population de référence, les intervalles de confiance a 90% et 95% des limites de
référence ont été calculés par la méthode « Robust » avec un rééchantillonnage de
ni=10000, décrite par Horn et Pesc (69), qui se base sur un modéle statistique de
« bootstrap ».

De plus, une estimation des limites de référence a été réalisée lorsque la différence
entre les moyennes des parameétres (hématies et cellules épithéliales) des différents sous-

groupes étaient statistiquement significatives ( pour une probabilité a 5%) (63).

3.3. Autres analyses statistiques

Les données quantitatives ont été analysées sous forme de moyenne et d’écart-type
a la moyenne (ET) et les données qualitatives sous forme de pourcentage (%). Le test de
Kolmogrov-Smirov a permis de tester 'hypothése d’'une distribution normale des variables
continues, notamment de la distribution des éléments urinaires (hématies, cellules
épithéliales et cylindres). Le test de Wilcoxon Mann Whitney nous a permis de comparer
les variables continues dont la distribution ne suivait pas une loi normale. En supposant
lindépendance des sous-groupes testés, le test non paramétrique d’ANOVA de Kruskal-
Walllis a été utilisé pour comparer plusieurs distributions de variables continues. Enfin, le

test de x? nous a permis de tester I'indépendance des variables catégorielles.

Tous les tests statistiques étaient bilatéraux et un risque a de 0,05 a été considéré
comme significatif. Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel MedCalc
(22.005, MedCalc software Ltd, Belgium) et les tableaux et graphiques a I'aide du logiciel

Prism (version 9.4.0, GraphPad Software, San Diego, Californie, Etats-UniS)
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RESULTATS

1. Détermination d’un intervalle de référence

1.1. Sélection des valeurs de référence

Cette étude a été réalisée sur la période d’octobre 2022 a mars 2023. Durant cette
période, nous avons inclus 1003 échantillons d’urines qui présentaient un nombre de
leucocytes et de bactéries strictement inférieur a 10 /uL. Parmi ceux-ci, 482 (48 %) ont été
exclus du fait de leur provenance d’'un des services suivants: Urologie (n = 27),
Néphrologie (n = 98), Transplantation rénale (n = 289), Dialyse (n= 7) et Pédiatrie (n = 61).
Parmi les 521 (52%) échantillons restants, un marqueur biologique urinaire lors du
screening a la BU était retrouvé pour 297 (57 %) d’entre eux dont 238 (80 %) présentaient
au moins un marqueur de dysfonction rénale. Précisément, 81 (63 %) échantillons
présentaient une protéinurie positive a la BU 10S et 157 (92 %) un rapport P/C et/ou A/C
positif a la BU 12S. L’ensemble de ces échantillons ont été exclus pour la constitution du
groupe de référence de patients. Au total, seuls 224 (22 %) échantillons urinaires ont été
retenus pour la détermination d’un intervalle de référence. Un diagramme de I'étude est
présenté dans la figure 15. Dans un second temps, les échantillons non inclus dans le
groupe de référence (hors service de pédiatrie) soit 718 échantillons, ont été utilisés pour
tester la limite de référence ainsi que les paramétres de morphologie érythrocytaire en cas

d’hématurie microscopique.
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Figure 15 : Diagramme de I'étude
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1.2. Caractéristiques des sujets de référence

Les caractéristiques démographiques des sujets de référence ainsi que les services
de provenance des échantillons en fonction des différentes tranches d’age sont présentés
dans le tableau 2. Parmi les 224 individus, 151 (67,5 %) étaient de sexe masculin et 73
(32,5%) de sexe féminin, soit un sexe ratio (H/F) de 2. La moyenne et la médiane d’age
étaient respectivement de 56,7 / 60,5 ans chez les hommes et de 57,5/ 61 ans chez les
femmes. Environ un tiers des individus étaient agés de moins de 40 ans. Parmi les 99
sujets agés de plus de 65 ans, 37 (37%) étaient &gés de plus de 80 ans.

La provenance des échantillons d'urine était majoritairement des services de
médecine et seulement un échantillon provenait d’'un service de Soins Intensifs. De plus,
parmi les services de médecine, le service de Médecine Interne et celui des Urgences
étaient les plus représentés avec respectivement 15% (25/169) et 26% (44/169) des
échantillons. Les services de Chirurgie et de Soins de Suite Réadaptation représentaient

chacun environ 10% de la provenance des échantillons.

Tableau 2 : Caractéristiques démographiques des sujets de référence et services

de provenance des échantillons en fonction de I'age

Nombre de sujets Age
N (%) 18 - 39 40-65 > 65 Total
Hommes 34 (23%) 51 (33%) 66 (44%) 151 (67%)
Femmes 20 (28%) 20 (27%) 33 (45%) 73 (33%)
Services de Médecine 43 61 64 168 (75%)
Services de Réanimation 0 1 0 1(<1%)
Service de Chirurgie 0 7 16 23 (10%)
Service de Long Séjour (SSR, SLD, ...) 0 2 19 21 (9%)
Service de Gynécologie-Obstétrique 11 0 0 11 (5%)
Total 54 71 99 224
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1.3. Conditions pré-analytiques des échantillons urinaires

Le tableau 3 présente les délais entre I’heure de prélevement de I'échantillon urinaire
et celle de I'analyse par CMF ou par BU. La numération par CMF a été effectuée en
moyenne dans les 5 premiéres heures suivant le prélévement avec une médiane de 2
heures. Pour 'analyse par BU, la moyenne et la médiane étaient d’environ 5 heures. Les
échantillons étaient acheminés et conservés a température ambiante (20-25°C) avant

analyse sur tubes boratés, et leur volume était controlé.

Tableau 3 : Délai d'analyse des échantillons urinaires du groupe de référence par

rapport a I'heure de prélévement

Moyenne (h) Médiane (h)
Délai de passage sur I'UF-4000 4,9 (+/-5.8) 2
Délai de passage sur I'UC-1000 5,4 (+/-3.7) 5

1.4. Distribution des éléments urinaires

La distribution des valeurs d’hématies selon leur fréquence et en fonction du sexe est
exposée dans le tableau 4. Concernant la répartition des hématies, les valeurs de
référence s’étendaient de 1 a 37 hématies/uL. Au total, 14 échantillons avaient des valeurs
supérieures a 20 hématies/pL (6%) et la fréquence de ces valeurs était trés faible, allant
de 1 a 3. Nous avons observeé une proportion plus importante de sujets de sexe masculin
ayant des valeurs supérieures a 20 hématies/uL par rapport aux sujets de sexe féminin,
soit respectivement 9% et 1%. De plus, la moyenne du nombre d’hématies lysées « RBC-
L » était trés basse, soit 1 hématie/pL (+/- 1). Parallélement, la valeur moyenne du nombre
total d’hématies/uL était de 7/uL (+/- 6) qui correspondait majoritairement a des hématies
non lysées « RBC-NL » (moyenne de 8 hématies non lysées/pL (+/- 5)).

Par ailleurs, la distribution des autres éléments notamment des cellules épithéliales et
des cylindres est présentée dans les tableaux en annexe 3. Enfin, 'automate n’a détecté

aucune cellule anormale dans 'ensemble des échantillons de référence.
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Tableau 4 : Fréquence de distribution des hématies dans I'urine dans notre groupe
de référence

Fréquence
Hématies/uL Hommes  Femmes Total
1 3 3 6
2 13 6 19
3 16 14 30
4 17 7 24
5 20 11 31
6 13 7 20
7 9 6 15
8 12 2 14
9 6 3 9
10 5 4 9
11 6 0 6
12 5 2 7
13 4 2 6
14 1 0 1
15 3 0 3
16 1 2 3
17 0 1
18 1 2
19 2 3
20 1
21 2
23 2
24 1
25 3
26 1
27 1
29 2
33 1
37 1

Les valeurs colorées en rouge sont les outliers identifiés dans le groupe de référence et les valeurs colorées
en orange sont les outliers identifiés par sous-groupe en fonction du sexe.
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La figure 16 présente les distributions des fréquences des valeurs/pL des GR, CE et
CYL selon le sexe. Aucune de ces distributions n’était gaussienne (p < 0.0001). La majorité
des échantillons (86 %) présentaient des valeurs inférieures ou égales a 5 /uL de CE et

87% ne présentaient pas de CYL.
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Figure 16 : Distribution des valeurs/uL d’hématies, de cylindres et de cellules

épithéliales par fréquence et selon le sexe
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La figure 17 représente la distribution du nombre d’hématies totales/pL et pour chaque
sexe ainsi que des cellules épithéliales et des cylindres dans le groupe de référence. Pour
les hématies, la médiane était de 6/uL avec un intervalle interquartile de [4-9] et les
médianes en fonction du sexe étaient de 6/uL [4-10] chez les hommes et de 5/uL [3-8]
chez les femmes. La moyenne des hématies dans I'ensemble de nos échantillons de
référence était de 7 hématies /UL (+/- 6). De maniére intéressante, nous n’avons pas
observé de différence significative entre les moyennes d’hématies par sous-groupe
d’hommes et de femmes, qui étaient respectivement de 8 (+/- 7) et 6 hématies /uL (+/- 6)
(p < 0,05; p = 0,05). Concernant les cylindres et les cellules épithéliales, les médianes

étaient respectivement de 0,2 et 1/pL.
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Figure 17 : Diagrammes en violon des valeurs de référence (N/uL) des hématies,

des cellules épithéliales (CE) et des cylindres (CYL)

Une représentation par sous-groupe en fonction du sexe est représentée pour les hématies (H : hommes ;
F : femmes). La ligne continue représente la médiane de la distribution et les deux lignes discontinues
représentent respectivement de bas en haut, le 1°" interquartile et le 3¥™ interquartile.
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Le tableau 5 présente les valeurs moyennes (N/uL) selon le sexe et par tranches d’age
des hématies (GR) et des cellules épithéliales (CE). Nous n’avons pas observé de
différence significative des moyennes d’hématies selon I'dge (p > 0,05; p = 0,17).
Concernant les autres éléments figurés dans les urines, les moyennes observées de
cellules épithéliales et de cylindres dans notre groupe de référence étaient respectivement
de 3 CE/uL (+/- 2,6) et de 0,4 CYL/uL (+/- 0,6). De méme, pour I'ensemble de ces
paramétres, aucune différence significative n’a été observée dans les différents sous-

groupes de sexe et de tranches d’age (p > 0.05).

Tableau 5 : Moyennes observées a partir des échantillons de référence des

Hématies (GR) et des cellules épithéliales (CE).

Valeurs moyennes N/uL (Ecart-type)

Masculin Féminin
Tranches d’age
GR CE GR CE
> 65 8 (+/- 2) 2 (+-2) 6 (+/-3) 5 (+/- 3)
18-39 9 (+-7) 2 (+-2) 5 (+/- 6) 3 (+-2)
40-65 8 (+/- 4) 2 (+/-1) 8 (+/-6) 8 (+/- 6)
Total 8 (+/- 6) 2 (+-2) 6 (+/- 4) 6 (+/-4)

1.5. Mise en évidence et élimination des valeurs aberrantes « outliers »

L’analyse visuelle du tableau 4 (p.43) révéle la présence de valeurs élevées ayant
néanmoins une fréquence de distribution basse. L’analyse statistique par la méthode de
Tuckey (70) nous a permis de mettre en évidence et d’exclure 20 (9%) échantillons
présentant des valeurs aberrantes (valeurs colorées en rouge dans le tableau 4). De plus,
'analyse et la mise en évidence des « outliers » en fonction du sexe a identifié 14 (9%)

échantillons dans le sous-groupe des hommes contre 4 (5%) dans le sous-groupe des
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femmes (valeurs colorées en orange dans le tableau 4). Concernant la distribution de
cellules épithéliales dans les urines, 16 (6.4%) échantillons contenant des outliers ont été
mis en évidence par I'analyse statistique (Tableau annexe 3).

Au total, 204 échantillons ont été utilisés pour établir un intervalle de référence
d’hématies dans les urines tous sexes confondus. Pour 'estimation de l'intervalle de

référence selon le sexe, 137 échantillons d’hommes et 69 de femmes ont été utilisés.

1.6. Détermination des intervalles de référence

Aprés élimination des outliers, les résultats des limites de référence d’hématies du
groupe et des sous-groupes en fonction du sexe sont présentés dans le tableau 6. Au
total, I'estimation de la limite de référence des hématies dans les urines était de 10/uL
avec un IC90% de [10 - 11] et de 12/uL avec un IC95% de [11 - 13]. ll est a noter que le
calcul du ratio entre les différences des intervalles de confiance a 90% et 95% étaient de
0.5 pour le groupe de référence. Concernant les sous-groupes en fonction du sexe, la
limite de référence était de 11 hématies/pL associé a un IC90% de [10 - 12] pour le sexe

masculin et de 9/pL pour un IC90% de [8 - 10] pour le sexe féminin.

Tableau 6 : Estimation des intervalles de référence et des intervalles de confiance
des hématies/pL dans I'urine dans notre groupe d’échantillons de référence et par

sous-groupe en fonction du sexe

Limite de référence des hématies/pL
Echantillons de référence

(hors outliers)* 1IC90% 1C95%
Total (N = 224) 10 [10 - 11] 12 [11-13]
Hommes (N = 151) 11 [10-12] 13 [12 - 14]
Femmes (N = 73) 9[8-10] 11[9-12]

*Selon le sexe, les outliers éliminés étaient de 14 chez les hommes et 4 chez les femmes.
Dans le groupe de référence (indépendamment du sexe), les outliers éliminés étaient de
20
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Par ailleurs, pour les cellules épithéliales, nous obtenons une limite de référence de 4
cellules/puL associée a un IC a 90% et 95% de [4 -5]. L’estimation d’'une limite de référence

pour les cylindres n’a pas été effectuée.

2. Evaluation de l’intervalle de référence

En appliquant la limite de référence obtenue de 10 hématies/uL au sein de la totalité
de nos échantillons (hors groupe de référence et services de Pédiatrie) soit N = 718, nous
avons observé que 71% (510/718) d’entre eux ne présentaient pas d’hématurie, contre
29% (208/718) présentant plus de 10 hématies/uL (Tableau 7). Parmi les 208 échantillons
ayant une valeur supérieure a 10 hématies/uL, 58% (121/208) présentaient une
protéinurie associée contre 37% (189/510) de ceux ayant moins de 10 hématies/uL. Enfin,
la proportion d’échantillons ne présentant pas d’hématurie et pas de protéinurie était de
45% (321/718) contre 17 % (121/718) qui présentaient une protéinurie associée a une
hématurie. L’analyse statistique suggére un lien significatif, en analyse univariée, entre
ces deux variables (protéinurie et hématurie) (p < 0,0001). Ces observations étaient

similaires lorsqu’un seuil de 20 hématies/pL était appliqué (p < 0,005).

Tableau 7 : Tableau de contingence entre la présence ou non d’une protéinurie

selon deux seuils d’hématurie : 10 et 20 hématies /pL

Total p-value
Numération des hématies Protéinurie Protéinurie
(N/uL) positive négative
<10 189 321 510 < 0,0001
>10 121 87 208 < 0,0001
<20 253 366 619 < 0,005
<

> 20 56 43 99 0,005
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3. Evaluation des parameétres de morphologie érythrocytaire

Les parameétres morphologiques ont été comparés entre deux groupes dont les valeurs
d’hématies étaient supérieures a 20/uL : le groupe A présentant une protéinurie et le
groupe B sans protéinurie. Nous avons observé en analyse univariée, plusieurs
différences dans les proportions ainsi que dans les moyennes des paramétres évaluant la
morphologie des hématies entre les groupes A et B (Tableau 8). Concernant le paramétre
« RBC info » qui renseigne sur la répartition en taille des hématies, nous avons observé
une proportion plus élevée d’hématies isomorphiques (19/44 ; 43%) en l'absence de
protéinurie (groupe B) contre 16% (9/55) en présence d’'une protéinurie (groupe A). De
méme, nous retrouvons une différence significative entre les deux groupes pour la
moyenne de l'indice « RBC-P70Fsc », (qui renseigne sur la taille de 70% des hématies
les plus petites) qui étaient respectivement de 95 (ch) dans le groupe A et de 120 (ch)
dans le groupe B. De plus, concernant les pourcentages de petites hématies et d’hématies
lysées dans les deux groupes, nous avons observé une moyenne de petites hématies
significativement plus élevée dans le groupe A (55% vs 35% ; p < 0.005) mais pas de
différences dans le pourcentage d’hématies lysées (11% vs 8% ; p > 0,05). De méme, le
parameétre « URD », qui correspond au rapport des petites hématies sur les hématies non
lysées, était également significativement plus élevé dans le groupe A (64% vs 40% ; p <

0,0001).
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Tableau 8 : Caractéristiques morphologiques des hématies dans les échantillons

présentant une hématurie supérieure a 20 hématies /pL

Groupe A : Groupe B :
> 20 hématies/pL > 20 hématies/pL
avec protéinurie sans protéinurie p-value
Paramétres morphologiques N =55 N =44
« RBC-Info »
Isomorphique 9 19 < 0,005
Dysmorphique 12 6
y Pl < 0,005
Mixte 34 19
« URD » (%) 64 (+/-25) 40 (+/- 32) < 0,0001
« RBC-Fsc-DW » (ch) 57 (+/-29) 53 (+/- 39) > 0,05
« RBC-P70Fsc » (ch) 95 (+/-31) 120 (+/-36) < 0,0001
« Small RBC » (%) 55 (+/- 20) 35 (+/- 27) < 0,0001
« Lysed RBC » (%) 11 (+/-11) 8 (+/-12) > 0,05

Les parametres « RBC-Fsc-DW » et « RBC-P70Fsc » sont exprimés en moyenne (+/- écart type). Le
parameétre « URD » est exprimé en pourcentage (%) moyen du rapport de petites hématies sur les hématies
non lysées. Les parametres « Small RBC » et « Lysed RBC » sont exprimés en moyenne de pourcentage des

hématies totales.

47



DISCUSSION

L’analyse urinaire est un examen biologique des plus fréquents en laboratoire de
biologie médicale. Dans le domaine de la cytologie urinaire, de nouvelles méthodes
quantitatives et automatisées comme la cytométrie en flux ont révolutionné I'analyse
urinaire. En effet, ces automates ont permis un gain en termes de précision et d’exactitude
tout en permettant une cadence de passage trés élevée (2). De plus, les automates de
CMF permettent I'acquisition de nouvelles informations, comme la taille ou encore les
différentes répartitions morphologiques des cellules présentes dans l'urine. L’avénement
de ces méthodes crée le besoin de revoir les définitions des valeurs physiologiques de
ces éléments afin d’'une part, d’améliorer la détection d’anomalies, et d’autre part
d’optimiser les stratégies diagnostiques en termes de colt/efficacité. Compte tenu de la
multitude de parameétres pouvant étre évalués par les automates de CMF mais dont la
pertinence clinique reste encore a établir, le comité d’experts de 'ECLM (European
Confederation of Laboratory Medecine) a proposé une liste d’éléments d’intérét clinique,
dans lesquels le compte des hématies urinaires est présent (71). Actuellement, la
définition d’'une hématurie microscopique est fondée sur la base d’intervalles de référence
établis a I'aide de la microscopie optique, qui vont de 3 a 5 hématies /HPF selon les séries
publiées. A notre connaissance, il n’existe actuellement pas de valeurs de référence
connues de ce paramétre mesuré par CMF, pouvant étre utilisées dans la définition d’une
hématurie microscopique en routine. De ce fait, cette étude a été réalisée dans le but de
déterminer un intervalle de référence d’éléments figurés dans les urines, notamment des
hématies, a laide d'un automate de CMF de nouvelle génération, I'UF-4000
(Sysmex,Japon).

Sur la période d’octobre 2022 a Mars 2023, notre étude a porté sur plus de 1000
échantillons urinaires analysés par CMF et présentant moins de 10 leucocytes et 10
bactéries/uL. Concernant les considérations pré-analytiques, cette étude a été effectuée

dans les conditions d’'un recueil en routine au laboratoire sur des urines regues en tube
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boraté avec un volume adéquat et analysées le jour méme. Le délai moyen entre I'heure
du prélévement et 'analyse sur 'UF-4000 et par BU étaient d’environ 5 heures ce qui est
un délai satisfaisant pour I'analyse cytologique et chimique de l'urine par BU. En effet,
I'utilisation de tubes contenant des conservateurs comme le borate ainsi que le délai
d’analyse sur la cytologie et la chimie urinaire ont été évalués dans une étude
multicentrique publiée par Kouri et al. (72) qui montre une stabilité des parameétres
chimique et cytologique durant 6 a 24h aprés le recueil en présence de borate. Si le borate
est considéré comme un bon conservateur cellulaire, notamment pour la numération des
hématies, il est néanmoins moins performant comme agent stabilisant pour les protéines
urinaires (73). En effet, 'étude de Kouri et al. a rapporté la présence de faux négatifs dans
I’évaluation de la protéinurie en présence de borate dans les 24h suivant le recueil mais
en faible proportion (4%). De plus, concernant l'influence de la température sur la stabilité
des hématies, une température ambiante permet une stabilité des hématies de 1 a 24h
(14). Enfin, la présence d’'un faible nombre d’hématies lysées dans nos échantillons (en
moyenne 1 hématies/pL) est en faveur de la bonne conservation de nos échantillons.
Pour la constitution d’'un groupe de référence, nous avons exclu les échantillons
présentant un marqueur positif a la BU, en particulier un marqueur de dysfonction rénale.
Parmi ces marqueurs, la protéinurie ainsi que le rapport P/C et A/C représentaient les
principales causes d’exclusion des échantillons, soit 80% (238/297). En effet, ces
paramétres ont été décrits dans littérature comme robustes dans le dépistage d’'une
maladie rénale (15,21). De plus, 'emploi de la BU 12S associé a une lecture automatisée
par UC-1000, que nous avons utilisée dans notre étude, ont été rapportés comme trés
performants vis-a-vis de la détection de ces marqueurs. En effet, 'étude de Delanghe et
al. (74) a montré que [lutilisation d’'un automate de lecture permettait d’améliorer
considérablement la détection d’'une micro-albuminurie par ces bandelettes. De méme,
I'étude de Currin et al. (33) qui avait pour objectif d’évaluer les performances du rapport
A/C dans le dépistage d’'une maladie rénale a I'aide d’'une BU 12S et d’'une lecture par un

UC-1000, rapporte une bonne sensibilité de ce rapport pour le dépistage de la maladie
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rénale. Au total, notre groupe de référence comportait 224 échantillons présentant moins
de 10 leucocytes et bactéries/uL, sans marqueurs positifs a la BU, notamment un
marqueur de dysfonction rénale et ne provenaient pas de service d’Urologie ou de
Néphrologie.

Concernant ce groupe, nous avons observé une différence dans le nombre
d’échantillons entre les deux sexes (sexe ratio H/F = 2). Nous expliquons cette différence
par I'application de nos critéres d’inclusion (< 10 leucocytes/uL et < 10 bactéries/uL). Ces
crittres ont été choisis dans le but de ne pas inclure d’'urines présentant des
contaminations vaginales, notamment des hématies provenant de ce compartiment. Nous
supposons alors qu’une large proportion des urines prélevées chez les femmes étaient
probablement contaminées par des micro-organismes et/ou des leucocytes vaginaux. La
limite de référence des cellules épithéliales (4 CE/uL) obtenue dans les urines de la sous
population de sexe féminin, trés inférieure comparée aux valeurs décrites (45,6 CE/uL)
dans la série de Terajima et al. (52) est un argument en faveur de cette hypothése. De
plus, I'incidence des infections urinaires chez les femmes étant plus élevée que chez les
hommes (12,6% chez la femme vs 3% chez 'lhomme) (75), nous supposons aussi qu’une
proportion supérieure a celle du sexe masculin a été exclue du fait de la présence de
leucocytes lors d’'une infection urinaire (64). Le petit effectif de la sous population de sexe
féminin (n <120 ; n = 73) ne représente cependant pas une limite au calcul d’un intervalle
de référence des hématies du fait de la présence de modéles statistiques alternatifs,
comme la méthode « Robust », adaptée aux petits échantillons (63,69). En ce qui
concerne les tranches d’age, celles-ci avaient une répartition homogéne quel que soit le
sexe.

Les limites de référence supérieures dans les urines calculées dans notre étude
étaient de 10 et 13 hématies/uL respectivement pour un IC a 90% et 95%. Le calcul de
l'intervalle de référence dans la sous-population de tranches d’age n’était pas justifié dans
notre étude car nous n’avons pas retrouvé de différence significative de la moyenne entres

ces sous-groupes. Dans I'ensemble, nos résultats sont équivalents aux intervalles de
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référence établis dans d’anciennes études en microscopie optique qui varient de 3 a 5
hématies/HPF, correspondant respectivement a des valeurs de 11 a 17 hématies/uL selon
le facteur de conversion (0.297) proposé par Wang et al.(53). Concernant la détermination
d’'un intervalle de référence par CMF, seules 2 études a notre connaissance, avaient pour
objectif de déterminer un intervalle de référence, dont une étude interne au constructeur
(Sysmex, Japon) (51,52). Les résultats retrouvés dans notre étude étaient équivalents aux
limites de références proposées par I'étude de Hyodo et al. (51) en 1997, qui sur un groupe
de référence de 133 volontaires sains (41 femmes et 92 hommes) proposaient une limite
de 11 hématies/uL. De méme que dans notre travail, il n'avait pas été retrouvé de
différence de ce seuil en fonction du sexe. Néanmoins, malgré la cohérence des résultats,
cette étude en plus d’étre ancienne, a été réalisée sur un des premiers prototypes
d’automates de CMF (prototype UF-100) dont les performances sont inférieures a celles
des automates de nouvelle génération actuellement utilisés en routine (2). Une autre étude
interne au constructeur a cherché a déterminer des intervalles de référence d’éléments
figurés dans l'urine. Il s’agit de I'étude de Terajima et al. (52), qui sur un groupe de
référence de 2433 individus présumés sains (1319 hommes et 1114 femmes), propose
une limite de référence de 13 hématies/uL pour les hommes et d’'une maniére étonnante,
une limite de 30 hématies/puL pour les femmes. Globalement, les limites proposées par
cette étude sont plus élevées que celles retrouvées dans notre étude et dans celles de
Hyodo et al. ou encore celles définies a l'aide de la microscopie optique. Les auteurs
discutent lintervalle particulierement élevé chez les femmes en suggérant qu’une
contamination vaginale aurait pu avoir lieu du fait d'un nombre élevé de bactéries et de
cellules épithéliales observé. Concernant l'intervalle de référence établi chez I’homme,
I'absence de mention des intervalles de confiance dans cette étude rend la comparaison
avec nos résultats difficile.

En ce qui concerne les autres éléments figurés détectés par CMF dans les urines
de notre groupe de référence, I'estimation de lintervalle de référence des cellules

épithéliales dans les urines de notre groupe de référence, qui était de 0 a 4 CE/uL est
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rapporté dans ce travail a titre informatif. En effet, 'urine normale a été décrite comme trés
peu cellulaire et contient essentiellement des cellules provenant de la desquamation de
l'urothélium (26). Néanmoins, malgré la cohérence de ce résultat comparativement aux
études précédemment décrites (51,52), la moyenne du délai entre le recueil et I'analyse
urinaire par CMF (qui était de 5 heures) est supérieure a l'intervalle recommandé de 1 a 4
heures sur un tube boraté (73). Il existe donc un risque de sous-estimer cette limite de
référence. Concernant les cylindres, nous n’avons pas estimé de limites de référence du
fait de la méthode de recueil qui a été utilisée. En effet, un remplissage des tubes boratés
par aspiration sous vide n’est pas recommandé pour la mesure des cylindres dans les
urines du fait de leur destruction par cette méthode (73).

Il est important de souligner qu’un intervalle de référence différe d’'une limite de
décision médicale. En effet, un intervalle de référence dérive d’'une distribution de
référence établie a partir d’'une population de sujets présumés sains dans un but descriptif.
Une limite de décision elle, dérive de courbes ROC (Receiver Operating Characteristic),
et peut servir comme élément de dépistage, de diagnostic ou encore de suivi pouvant étre
utilisé en routine clinique (76). Ainsi une limite d’hématies strictement inférieure a 3
hématies/HPF établie par microscopie optique est retenue dans plusieurs
recommandations de sociétés d’experts, comme seuil de définition d’'une hématurie
microscopique (36,77,78). Ce seuil représente un seuil de décision clinique puisqu’en
présence de facteurs de risque de néoplasie comme le tabac ou I'age, il est recommandé
des examens complémentaires d’investigation (41). Il est a noter que notre valeur limite
de référence de 10 hématies/uL est inférieure a cette valeur de 11 hématies/uL
(correspondant a 3 hématies/HPF). Afin d’investiguer notre limite de référence comme
potentiel seuil pathologique, nous avons appliqué cette valeur a I'ensemble de notre
population d’échantillons (hors groupe de référence). D’'une maniére intéressante nous
avons observé, en analyse univariée, une proportion significativement plus élevée de
patients ayant un seuil supérieur a 10 hématies/uL associé a un marqueur de dysfonction

rénale positif a la BU, notamment une protéinurie. De méme, ce résultat a aussi été
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retrouvé pour la valeur limite de 20 hématies/uL. Néanmoins la conception de cette étude
ne nous permet pas de conclure sur un seuil de décision clinique mais présente une
perspective intéressante dans la définition d’un seuil pathologique. Pour cela une étude
complémentaire portant sur des groupes de patients présentant ou non une dysfonction
rénale ou urologique serait nécessaire.

Un des objectifs secondaires de cette étude était d’évaluer I'intérét des parameétres
de morphologie érythrocytaire fournis par 'automate. Etant donné que la protéinurie est
un marqueur de dysfonction rénale notamment retrouvé lors d’'une atteinte glomérulaire,
nous avons choisi de comparer les parameétres de morphologie érythrocytaire entre deux
groupes d’échantillons présentant une hématurie > 20 hématies/uL et différant par la
présence ou non d'une protéinurie. Ainsi ces paramétres semblent différer
significativement entre ces deux groupes. Tout d’abord, nous observons une proportion
plus élevée d’hématies dysmorphiques, évaluée par le paramétre « RBC-Info » dans le
groupe protéinurie (groupe A). De plus, dans ce groupe, les petites hématies sont
prédominantes en termes de pourcentage (55% Small RBC) par rapport aux hématies
totales et par rapport aux hématies non lysées (64 % URD) mais également en termes
d’'indice de taille RBC-P70Fsc (95 ch). Ces observations sont comparables a celles de
'étude de Cho et al. en 2021, qui avait pour objectif d’évaluer ces paramétres pour
différencier les hématuries glomérulaires des non-glomérulaires. Ainsi, les auteurs
rapportent une plus grande proportion de petites hématies avoisinant 50% des hématies
totales (Small RBC) ainsi qu’une valeur moyenne de 100 ch de l'indice RBC-P70-Fsc
comme étant en faveur d’'une origine glomérulaire de 'hématurie. lls concluent que 'URD
(%) couplé a la présence d’'une protéinurie permet de discriminer d’'une fagon fiable les
hématuries glomérulaires des non-glomérulaires.

Au vu de nos résultats, les perspectives de ce travail sont diverses. Une premiére
serait d’étudier la limite de référence comme seuil diagnostic de différentes pathologies
rénales ou urologiques. La seconde serait de confirmer en pratique les performances des

marqueurs de morphologie érythrocytaire dans la différenciation de l'origine d’une
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hématurie afin d’orienter les explorations diagnostiques. Enfin, il serait intéressant
d’évaluer ces paramétres pour des populations spécifiques, comme les transplantés
rénaux. En effet, en France, 'hématurie est un des parameétres de surveillance des
transplantés rénaux recommandé par la Haute Autorité de Santé aprés 3 mois post-greffe
(79). Une étude portant sur un seuil d’hématurie et sa cinétique d’évolution couplé a la
morphologie érythrocytaire, comme marqueur précoce de dysfonction rénale dans le suivi

des patients transplantés rénaux serait également une perspective intéressante.

CONCLUSION

Dans ce travail, nous proposons par le biais de cette étude un intervalle de
référence d’hématies dans les urines de 0 a 10 hématies/uL établi a 'aide d’un automate
de CMF (FT'UF-4000 Sysmex, Japon). Cette limite de référence (< 10 hématies/uL) doit faire
I'objet d’'une évaluation clinique afin de déterminer si elle peut servir de seuil de décision
diagnostique dans certaines pathologies. De plus, cette étude confirme que les
paramétres de morphologie érythrocytaire comme le pourcentage de petites hématies ou
les paramétres URD et RBC-P70Fsc pourraient servir de marqueurs de dysfonction rénale

et aider dans l'orientation des explorations diagnostiques.
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ANNEXES

Annexe 1 : Principe de mesure de la bandelette BU 10S et 12S et principales interférences rapportées par le constructeur Sysmex

Paramétres
analysés

Principe de mesure

Risque de faux positif

Risque de faux négatif

Urobilinogéne

Erythrocytes

Protéine

Glucose

Corps cétonique

Bilirubine

Nitrite

Gravité
Spécifique (S.G)

Leucocytes

pH
Albumine

Créatinine

Méthode de couplage azoique

Action de I'hnémoglobine
Peroxydase-like

Erreur protéique de l'indicateur
de pH

Méthode enzymatique (GOD
et POD)

Méthode au nitroprusside

Méthode de couplage azoté

Méthode de Griess

Méthode chimique
(basée sur l'effet
métachromatique des cations)
Mesure de I'activité
estérasique des leucocytes

Méthode de l'indicateur de pH
Erreur protéique de l'indicateur
de pH
Méthode de Benedict-Behre

Effets des médicaments (Psychotrope, antituberculeux,
antipsychotiques, anti-hypertenseur)

Interférences mutuelles (contact entre le glucose et les
bandelettes sanguines)

Effet de la lumiére directe du soleil (UV)

Bactériurie sévere (libération de peroxydase)

Leucocyturie sévére (libération de peroxydase)
Myoglobinurie

Mélange d'une grande quantité de sperme (diamine oxydase)
Effet des médicaments (IEC, Acide ascorbique)

Urine alcaline dépassant le pouvoir tampon

Urine a gravité spécifique élevée

Hémoglobinurie sévere

Présence de médicaments (antiarythmiques, psychotropes)

Mélange d'un agent oxydant

Effet de la lumiére directe du soleil (lumiére UV, aprés que la
bandelette a été retirée de son contenant)

Effet des médicaments (Psychotrope)

Effets des médicaments (Anti-hypertenseur, antiparkinsoniens)

Effets des médicaments (Psychotrope, antituberculeux,
antipsychotiques, anti-hypertenseur)

Médicaments qui colorent l'urine en rouge (phénazopyridine,
etc.)

Pas d'interférences rapportées

Contamination vaginale lors de la collecte d'urine

Pas d'interférences rapportées

Pas d'interférences rapportées
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Lorsqu'un échantillon laissé au repos est utilisé (se transforme en biliverdine
par oxydation, subit une décomposition photochimique)
Effets des médicaments (Acide ascorbique)

Gravité spécifique élevée de I'urine
Hyper-protéinurie

Acide ascorbique

Présence de nitrites en raison d'une
infection des voies urinaires

Urine acide dépassant le pouvoir tampon
Produit de contraste iodé
Globuline, protéine de Bence Jones, protéine de Tamm-Horsefall, etc.

Urine a gravité spécifique élevée
Acide ascorbique
Effet des médicaments (Acide ascorbique, |évodopa, analgésiques)

Pas d'interférences rapportées

Lorsqu'un échantillon laissé au repos est utilisé (se transforme en biliverdine
par oxydation, subit une décomposition photochimique)
Effets des médicaments (Acide ascorbique)

Urine qui ne reste que peu de temps dans la vessie
Effet des médicaments (Acide ascorbique)

Pas d'interférences rapportées

Hyperprotéinurie (500 mg/dL ou plus)

Gravité spécifique élevée de I'urine

Présence d'inhibiteur de la trypsine dans I'urine
Effet des médicaments (Antibiotiques)

Pas d'interférences rapportées

Pas d'interférences rapportées



Annexe 2: Marqueurs biologiques évalués par la bandelette urinaire UC 12S et

exemples de pathologies pour lesquelles un marqueur serait positif
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Annexe 3 : Fréquence de distribution des cellules épithéliales (CE) dans I'urine dans

notre groupe de référence

CE/pL Fréquence
Hommes Femmes Total
0 45 7 52
1 58 6 64
2 16 11 27
3 11 14 25
4 7 8 15
5 5 5 10
6 3 5 8
7 0 4 4
8 0 1 1
9 2 1 3
10 2 1 3
11 2 1 3
13 0 3 3
14 1 1 2
15 0 1 1
17 0 1 1
21 0 1 1
28 0 1 1

Les valeurs colorées en rouge sont les outliers identifiés dans le groupe de référence et les valeurs colorées en
orange sont les outliers identifiés par sous-groupe en fonction du sexe.
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BOUTOUCHENT Nassim

Détermination d’un intervalle de référence d’hématies dans les urines a I’'aide d’une
méthode automatisée par cytométrie en flux

Th. D. Pharm., Rouen, 2023, 55 p.

RESUME
L’hématurie microscopique (HM) est un marqueur important dans le dépistage et le

diagnostic de pathologies rénale ou urologique. L’avénement de méthodes quantitatives
automatisées comme la cytométrie en flux (CMF) ont révolutionné la cytologie urinaire en matiére
de précision et de reproductibilité par rapport a la méthode manuelle en microscopie optique.
Actuellement, la définition d’'une HM repose sur des valeurs établies en microscopie optique et a
notre connaissance, il n’existe pas de valeurs établies par CMF.

Ce travail avait pour but de déterminer un intervalle de référence des hématies (GR) dans
les urines a l'aide d’'un automate de CMF, 'UF-4000 (Sysmex, Japon) et d’évaluer lintérét des
paramétres renseignant sur la morphologie érythrocytaire.

Un groupe de 224 échantillons de référence a permis d’estimer des limites de référence de
10 GR/uL a un IC90% de [10 - 11] et de 12/puL a un IC95% de [11 - 13]. Concernant les sous-
groupes selon le sexe, la limite de référence pour un IC90% était de 11 GR/uL [10 - 12] chez
'homme et de 9 GR/uL [8 - 10] chez la femme. L’application de la valeur limite de 10 GR/uL a une
population de 718 échantillons (hors groupe de référence) a montré qu’'une proportion plus
importante d’échantillons ayant plus de 10 GR/uL présentait une protéinurie par comparaison a
ceux ayant moins de 10 GR/ pL (58% vs 42% ; p <0,0001). Les paramétres morphologiques
érythrocytaires ont été comparés entre 2 groupes de plus de 20 GR/uL : le groupe A avec
protéinurie et le groupe B sans protéinurie. Nous avons observé une proportion plus élevée de
GR de morphologie anormale et de petite taille dans le groupe A que dans le groupe B (84% vs
57% ; p <0.005).

En conclusion, nous proposons un intervalle de référence de 0 a 10 GR/uL déterminé par
CMF dans les urines. Cette limite de référence (< 10 GR/uL) doit faire 'objet d’'une évaluation
comme seuil diagnostic. De plus, cette étude confirme que les parametres de morphologie
érythrocytaire pourraient servir de marqueurs de dysfonction rénale et aider dans I'orientation des

explorations diagnostiques.
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