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Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

Résumé
Introduction :

Nous avons évalué les performances des formules d’estimation du débit de filtration
glomérulaire (DFG) avec deux techniques de dosage de la créatinine (enzymatique et
Jaffé cinétique) par rapport a la méthode de référence de mesure du DFG utilisant
I'lohexol comme marqueur chez la population algérienne.

Méthode :

Il s’agit d’'une transversale, ayant concerné 100 sujets adultes, qui sont soit des
volontaires ou des donneurs de rein avec quelques patients avec insuffisance rénale.
lls ont bénéficié aprés accord du comité d’éthique et aprés avoir donné leurs accord
par écrit, d’'une mesure du débit de filtration glomérulaire par clairance plasmatique de
I'lohexol et une estimation du débit de filtration glomérulaire par trois formules
Cockcroft-Gault, MDRD a quatre variables et CKD-Epi avec deux techniques de
mesure de la créatinine (Jaffé cinétique et enzymatique tracables en IDMS).

Les performances de ces formules ont été évaluées par le biais absolu et I'exactitude
a 10% et 30%.

Résultat :

Age moyen : 42,3 £ 13,4 et 60 femmes et 40 hommes. La validation du dosage de
I'lohexol a donné les résultats suivants : coefficient de variation autour de 1% sauf pour
la concentration de 16 pmol/ml qui était de 6%, le recouvrement avoisine les 100% et
le biais relatif inférieur a 15%.

Le DFG 88,27 + 27,70 ml/mn/1,73 m2. DFGm vs MDRD enz. biais absolu 10,8 +
34,6ml/mn/1,73 m2, P10 47% et P30 a 76%. DFGm vs MDRD cin. biais absolu a 12 +
35,2 ml/mn/1,73 m2 ml/mn/1,73 m2, P10 a 38% et P30 a 69%.

DFGm vs CKD-Epi enz. biais absolu 9,72 + 20,21 ml/mn/1,73 m?, P10 a 38% et P30
a81%. DFGm vs CKD-Epi cin. biais absolu a 10,86 + 25,15 ml/mn/1,73 m?, P10 a 34%
et P30 a 76%.

DFGm vs Cockcroft enz. biais absolu 35,53 ml/mn/1,73 m2, P10 a 24% et P30 a 57%.
DFGm vs Cockcroft cin. biais absolu 37,61 ml/mn/1,73 m2 P10 a 16% et P 30 a 52%.

Conclusion :

Les performances de la formule de Cockcroft-Gault sont trés médiocres par rapport
aux autres formules (MDRD et CKD-Epi) qui nécessitent tout de méme évaluation par
facteur ethnique a déterminer par une autre étude. La technique de dosage de la
créatinine n’a pas influencé les résultats.
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Summary
Introduction.

We evaluated the performance of glomerular filtration rate (GFR) estimation formulas
with two creatinine assay techniques (enzymatic and kinetic Jaffé) against the
reference method of GFR measurement using lohexol as a marker in the Algerian
population.

Method.

This is a cross-sectional study, having involved 100 adult subjects, who are either
volunteers or kidney donors with some patients with renal failure. They benefited from
a measurement of glomerular filtration rate by plasma clearance of lohexol and an
estimation of glomerular filtration rate by three formulas Cockcroft-Gault, MDRD with
four variables and CKD-Epi with two techniques of measurement of creatinine (Jaffé
kinetic and enzymatic tracing in IDMS).

The performance of these formulas was evaluated by absolute bias and accuracy at
10% and 30%.

Result.

Mean age: 42.3 £ 13.4 and 60 women and 40 men. Validation of the lohexol assay
yielded the following results: coefficient of variation around 1% except for the
16pmol/ml concentration, which was 6%, the recovery, was close to 100% and the
relative bias less than 15%.

MGFR 88.27 = 27.70 ml/min/1.73 m2. mGFR vs MDRD enz. absolute bias 10.8 + 34.6
ml/min/1.73 m2, P10 47% and P30 at 76%. mGFR vs MDRD cin, absolute bias at 12
+ 35.2 ml/min/1.73 m2 ml/min/1.73 m2, P10 at 38% and P30 at 69%.

MGFR vs CKD-Epi enz. absolute bias 9.72 £ 20.21 ml/min/1.73 m2, P10 at 38% and
P30 at 81%. mMGFR vs CKD-Epi cin. Absolute bias at 10.86 + 25.15 ml/min/1.73 m2,
P10 at 34% and P30 at 76%.

MGFR vs Cockcroft enz. Absolute bias 35.53 mli/min/1.73 m2, P10 at 24% and P30 at
57%. mGFR vs Cockcroft cin. absolute bias 37.61 ml/min/1.73 m2 P10 to 16% and
P30 to 52%.

Conclusion.

The performance of the Cockcroft-Gault formula is very poor compared to the other
formulas (MDRD and CKD-Epi) which still need to be evaluate by ethnic factor to be
determined by another study. The creatinine measurement technique did not influence
the results.




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

pédicaces

A ma chere grand-mere

Les années passent et Le temps passe je warrive pas i t'oublier, tol qui a
toujours été présente it wes cbtés, me couvrant de ton affection. Malgré toutes
ces anmées tes souvenirs sonk toujours présents dans mon ceeur. La tristesse
de ta disparition m'habite encore, pour me soulnger je prie tous les jours Le tout
pulssant qu'il t'accorde sa sainte wiséricorde et t'accueille en son vaste
paradis.

A mon cher défunt pere

T as toujours €t pour mol un exemple du pere respectueux, honntte, je tiens i
honorer L'homme que tu as été,

Grace i tol papa J'al appris Le sens du travail et de La responsabilité, Je
voudrais te vevercler pour ton amour, ta générosité, ta compréhension,

Town soutien fut une lumigre dans tout mon parcours, Aucune dédicace ne
saurait exprimer L'amour, Lestime et Le respect gue j'al toujours eu pour tol.

Ta disparition brutale a €€ pour mol un évenenment tres douloureux dont je
ressens les effets it ce jour et qui m’a stoppé dans mon €lan et a anéantl mon
anmbition.

Par ce modeste tmva’LL,J'e tenais & honorer ta mémolre,

Jlmplore Le tout pulssant pour qu'il t'accorde sa sainte miséricorde et
t'accueille en son vaste paradis,

A ma chére valre

Quol que je fasse ou je dise, je ne saural polnt te remercier commme il se doit.

Town affection wme couvre, ta bienveillance me guide et ta présence i wmes ctés a
toujours été ma source de force pour affronter les différents obstacles.

Je t'atme maman, ) Tmplore Dlew Le tout puissant quil t'accorde wne bonne
santt,




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

A mon épouse Linda, mes enfants tmene et Mohameo
Awmine Adil

Ce travail m'a pris tout mon temps, souvent i vos dépend et vous avez été trés
patients et comprénensifs. Son aboutissement et sa concrétisation est en
grande partie griice & vous tous, J'al apprécté votre soutien et vos
encouragements, |'al pu Lire & travers vos visages La flerté. Je vous remercie
Enormément,




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

A mnes seeurs et fréres, leurs épouses, mes neveux et nidees

Vous avez transformé ce jour de soutenance en jour de féte, votre présence i
mes cOtés m'a aldé i surmonter mes difficultés et Le stress qui wenvahissait.
e ne saural vous remercier de vous Etre oéplacé de st Lotn pour m'encourager et
me soutenir.




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

Remerclements
Président olejurg

C'est pour mot un grand honneur de vous voir présider cette thése. Ce travail
est une oceaston pour wmol professeur Malek Rachid d'apprécier vos qualités
hwmaines et professionnelles, QUL me soit permis de vous rewercier et de
vous exprimer estime et profond respect.

Directewr de thése
e reweercie chaleureusement toutes Les personmnes qui m'ont atdé pendant
Lélaboration de ma theése et notamment mon directeur oe thése Le professeur
Rayane Tahar pour son tntérét et son soutien, sa grande disponibilité et ses
nombreux consetils durant La védaction de ma thése.

Menbres du jury
_Je vevnercie Les menmbres du jury qul wont fatt L'honwneur de bien voulolr
étudier avee attention wown travail.

Professeur Hammouche Mustapha, vous vous gtes déplacé de st Lot pour juger
ce travatl, vos remarques, vos questions pertinentes ont €té pour mol un signe
de Lintéret que vous avez manifesté pour ce travatl, Recevez cher professeur
Lexpression de mes plus sinclres remerciements et de wmon profond respect,

Professeur Amrane mounlira, je ne vous remercieral jamais assez pour tout ce
que vous avez fatt et le soutien que vous avez apporté pour L'aboutissement de
ce travail, Vous avez accepté de juger ce travail avee rigueur, pertinence. Vos
remargues ont été trés judicieuses,

Professeur Missoum souwmlin, mercl, encore mercl pour tout, surtout oe vous
vous ttes oéplacée de si Loin et de juger ce travail, Votre disponibilité, votre
gentillesse m'ont tellement marquées, vos remarques témolgnent de vos
compétences inspirées de Lo pratique quotidiennes,




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode

de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

TABLE DES MATIERES

LISTE DES TABLEAUX 1
LISTE DES FIGURES 6
ABREVIATIONS UTILISEES 10
1 INTRODUCTION 13
2 LES OBJECTIFS DU TRAVAIL 15
2.1 OBJECTIF PRINCIPAL 15
2.2 OBJECTIFS SECONDAIRES 15
PARTIE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

3 RAPPELS ANATOMIQUES DU REIN 17
3.1 MACROSCOPIE : LE REIN 17
3.2 MICROSCOPIE : LE NEPHRON 18
4 ASPECTS PHYSIOLOGIQUES DU REIN 20
4.1 LES FONCTIONS DU REIN 20
4.1.1 FONCTION ENDOCRINE 20
4.1.2 FONCTION EXOCRINE 20
4.1.2.1 Lafiltration glomérulaire 20
4.1.2.2 Les ajustements tubulaires 21
4.1.3 LA FILTRATION GLOMERULAIRE 21
4.1.3.1 Définition 21
4.1.3.2 Forces impliquées 21
4.1.3.3 Régulation 22
4.1.3.3.1 Régulation intrinseque 23
4.1.3.3.1.1 Autorégulation 23
4.1.3.3.1.2 Systemes hormonaux 23
4.1.3.3.1.3 Systeme rénine angiotensine intrarénal 23
4.1.3.3.1.4 Systéme des prostaglandines 24
4.1.3.3.1.5 Systeme Kinine - kallicréine (KK) 24
4.1.3.3.2 Régulation extrinseque 24




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

4.1.3.3.2.1 Systeme nerveux sympathique 24
4.1.3.3.2.2 Hormones extrarénales 25
4.1.3.3.2.2.1 Hormone anti-diurétique (ADH) ou vasopressine (AVP) 25
4.1.3.3.2.2.2 Facteur atrial natriurétique (FAN) 25

5 METHODES D’EVALUATION DU DEBIT DE FILTRATION

GLOMERULAIRE (DEG) 25
5.1 MARQUEUR IDEAL DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE (DFG) 25
5.1.1 NOTION DE CLAIRANCE 25
5.1.2 LES DIFFERENTS TYPES DE CLAIRANCES : CLAIRANCE URINAIRE OU PLASMATIQUE 26
5.1.2.1 Clairance urinaire 26
5.1.2.2 Clairances plasmatiques 27
5.1.3 MODELES PHARMACOCINETIQUES DE MESURE DE L’AIRE SOUS LA COURBE 27
5.1.3.1 Modele & un compartiment (monocompartimental) 27
5.1.3.2 Modéle a deux compartiments (bi-compartimental) 28
5.1.3.3 Modéle a trois compartiments 29
5.1.3.4 Modele pharmacocinétique simplifiés 29
5.1.3.5 Equation correctrice de Brochner-Mortensen 29
5.2 LES DIFFERENTS MARQUEURS DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE (DFG) 30
5.2.1 LES MARQUEURS ENDOGENES 30
5.2.1.1 Lacréatinine 30
5.21.1.1 Les problemes liés aux difficultés analytiques 31
5.2.1.1.1.1 Méthodes basée sur laréaction de Jaffé 31
5.2.1.1.1.2 Les méthodes enzymatiques 32
5.2.1.1.2 Les problemes liés aux inconvénients physiologiques 32
5.2.1.2 Lacystatine C 34
5.2.2 LES MARQUEURS EXOGENES 34
5.3 LES METHODES DE DETERMINATION DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE 35
5.3.1 DETERMINATION DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE (DFG) PAR DES MARQUEURS

ENDOGENES : LA CREATININE 35
5.3.1.1 Meéthode directe 36
5.3.1.2 Meéthodes indirectes : Estimation de la clairance de la créatinine 36
5.3.1.2.1 Laformule de Cockcroft et Gault 36
5.3.1.2.2 Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) 37
5.3.1.2.3 Laformule CKD-Epi 38
5.4 DETERMINATION DE LA FONCTION RENALE PAR LES MARQUEURS EXOGENES 38
5.4.1 METHODES DE REFERENCE 39
5.4.1.1 Clairances de I'inuline 39
5.4.1.1.1 Dosage de l'inuline 39
5.4.1.1.2 Clairance urinaire de l'inuline 40
5.4.1.1.3 Clairance plasmatique de l'inuline aprés perfusion continue 41

5.4.1.1.4 Clairance plasmatique de l'inuline aprés injection intraveineuse unique 41
5.4.1.2 Clairances de produits radio-marqués 41




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

5.4.1.3 Clairances de produits de contraste iodés 42
5.4.1.3.1 Llohexol 42
5.4.1.3.1.1 Dosage de I'lohexol 45
5.4.1.3.1.2 Comparaison des méthodes de mesure du débit de filtration glomérulaire

par I'lohexol et I'lnuline 46
5.4.1.3.1.3 L’innocuité de I'lohexol 46
5.4.1.3.2 L’lothalamate 46
6 VALIDATION D’'UNE METHODE D’ANALYSE 47
6.1 LINEARITE D’UNE METHODE D’ANALYSE 50
6.1.1 DEFINITION 50
6.2 ETUDE DE LA JUSTESSE 50
6.2.1 DEFINITION 50
6.2.2 PROTOCOL 51
6.3 ETUDE DE LA FIDELITE (PRECISION) 52
6.3.1 DEFINITION 52
6.3.2 PROTOCOL 53
6.3.2.1 Répétabilité intra-jour 53
6.4 EXACTITUDE 53
6.4.1 LE PROFIL DE L’EXACTITUDE 53
6.4.1.1 Définition 53

Partie Il : Expérimentale

7/ MATERIELS ET METHODES 95
7.1 MATERIELS 55
7.1.1 TYPED’ETUDE 55
7.1.2 CHOIX DE LA POPULATION 55
7.1.3 APPAREILLAGES POUR DOSAGE DE L’lOHEXOL 57
7.1.3.1 Appareil HPLC 57
7.1.3.2 Colonne 57
7.1.3.3 Centrifugeuse 57
7.1.3.4 Vortex 57
7.1.3.5 Microcentrifugeuse 58
7.1.3.6 Balance de précision 58
7.1.3.7 Hotte 58
7.1.3.8 PHmeétre + Agitateur magnétique 58
7.1.3.9 Agitateur Magnétique 58
7.1.3.10 Multiple agitateur 58
7.1.3.11 Bain marie 58

7.1.4 REACTIFS POUR LE DOSAGE DE L’lOHEXOL 58




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

7.1.4.1
7.1.4.2
7.1.4.3
7.1.4.4
7.1.4.5
7.1.4.6

Acide Métaphosphorique(MPA)

Di potassium Hydrogéno Phosphate (K2HPO4)
Acide formique (AF)

Acétate d’Ammonium

Acétonitrile

Methanol

7.1.5 A PREPARER LE JOUR DE LA MANIPULATION

7.151
7.1.5.2
7.1.5.3
71.5.3
7153
7.1.5.3
7.1.5.3
7.154
71.54
71.54

Acide Métaphosphorique
Tampon K2HPO4 10Mm
Phase mobile

.1 Phase B

.2 Phases de rincage

.2.1 PhaseC

.2.2 Phase A
Calibrants et contrbles

.1 Calibrants

.2 Contréles internes

7.1.6 DOSAGE DE LA CREATININE

7.1.6.1
7.1.6.2

La méthode colorimétrique : Jaffé cinétique : Tragable en IDMS
La méthode enzymatique : Tragable IDMS

7.2 METHODES

7.2.1
7.2.1.1
7.2.1.2

INJECTION DE L’IOHEXOL
Etape initiale
Injection de I'lohexol

7.2.2 DOSAGE DE L’lOHEXOL

7221
7222
7.2.2.3
7224
7.2.2.5

Le principe de la chromatographie

Procédure de préparation des échantillons pour le dosage de I'lohexol :

Réalisation du dosage
Lecture et compilation des résultats
Ringage de la boucle d’injection et de la colonne

7.2.3 DOSAGE DE LA CREATININE

7.2.4 LA METHODE ENZYMATIQUE

7.2.5 LA METHODE CINETIQUE

7.3 LES METHODES DE DETERMINATION DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE
7.3.1 DETERMINATION DU DFG MESURE (DFGM) PAR CLAIRANCE PLASMATIQUE DE L’lOHEXOL :

7.3.2
7.3.3

73

ETAPES DE DOSAGE ET DU CALCUL DU DFG PAR LA CLAIRANCE DE L’IOHEXOL
ESTIMATION DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE (DFG)

7.4 METHODE DE VALIDATION DE LA METHODE DE DOSAGE DE L’IOHEXOL

7.4.1
7.4.2
7.4.3
7.4.4
75 A

IDENTIFICATION DU PIC DE L’IOHEXOL

ETUDE DE LA LINEARITE DE LA METHODE DE DOSAGE DE L’lOHEXOL
ETUDE DE LA JUSTESSE

ETUDES DE LA FIDELITE EGALEMENT APPELEE PRECISION)

NALYSE STATISTIQUE

58
58
59
59
59
59
59
59
59
60
60
60
60
61
61
62
63
64
64
65
65
66
66
66
67
67
68
70
71
71
71
72
72
73

73
78
78
78
82
82
82
83




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

Partie lll ; Résultats et Commentaires

8 RESULTATS DE LA MESURE DU DEBIT DE
FILTRATIONGLOMERULAIRE DFGM PAR LA CLAIRANCE

DE L’IOHEXOL 86
8.1 DISTRIBUTION DES VALEURS DE DFG MESURE 86
9 RESULTATS DE DOSAGE DE LA CREATININE 87
9.1.1 LES RESULTATS DE LA CREATININE PAR LES DEUX METHODES 87
9.1.2 LES RESULTATS DU DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE ESTIME 90

10 LES RESULTATS DE LA VALIDATION DU DOSAGE DE

L’'IOHEXOL 94
10.1 RESULTATS DE LINEARITE 94
10.2 RESULTATS DE LA JUSTESSE 100
10.2.1 RECOUVREMENT ET RECOUVREMENT MOYEN 100
10.2.2 BIAIS ABSOLU ET BIAIS RELATIF 103
10.3 RESULTATS DE LA FIDELITE 106
10.3.1 REPETABILITE INTRA-JOUR 106
10.3.2 REPETABILITE INTER-JOUR 110
10.4 LE PROFIL D’EXACTITUDE DE LA METHODE DE DOSAGE DE L’IOHEXOL DANS LE PLASMA PAR

HPLC. 111
10.5 PERFORMANCE DE LA METHODE DE DOSAGE DE L’lOHEXOL PAR HPLC 112
10.6 RESULTATS DU CONTROLE INTERNE 114

11COMPARAISON ENTRE DEBIT DE FILTRATION
GLOMERULAIRE MESURE (DEGM) ET LE DEBIT DE
FILTRATION GLOMERULAIRE ESTIME (DEGE) PAR LES
TROIS METHODES UTILISANT DEUX TYPES DE DOSAGE

DE LA CREATININE 114
11.1 DFGM VS MDRD ENz. 117
11.2 DFGM VS MDRD CIN. 118
11.3 DFGM VS CKD-EPI ENZ. 120
11.4 DFGM VS CKD-EPI CIN. 121

11.5 DFGM VS COCKCROFT ENZ. 124




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode

de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.6 DFGM VS COCKCROFT CIN.

11.7 FACTEURS POUVANT INFLUENCER LE DEBIT DE FILTRATION GLOMERULAIRE
11.7.1 L’INDICE DE MASSE CORPOREL

11.7.1.1 BMI supérieur a 25 Kg/m?

11.7.1.1.1 DFGm vs MDRD Enz.

11.7.1.1.2 DFGm vs MDRD Cin.

11.7.1.1.3 DFGm vs CKD-Epi Enz.

11.7.1.1.4 DFGm vs CKD-Epi Cin.

11.7.1.1.5 DFGm vs Cockcroft Enz.
11.7.1.1.6 DFGm vs Cockcroft Cin.

11.7.1.2 BMI < a 25 Kg/m?

11.7.1.21 DFGm vs MDRD Enz.

11.7.1.2.2 DFGm vs MDRD Cin.

11.7.1.2.3 DFGm vs CKD-Epi Enz.

11.7.1.2.4 DFGm vs CKD-Epi Cin.

11.7.1.2.5 DFGm vs Cockcroft Enz.
11.7.1.2.6 DFGm vs Cockcroft Cin.

11.7.2 NIVEAU DE FONCTION RENALE

11.7.2.1 DFGm supérieur a 100mi/mn/1,73m2
11.7.2.1.1 DFGm vs MDRD Enz.

11.7.21.2 DFGm vs MDRD Cin.

11.7.21.3 DFGm vs CKD-Epi Enz.

11.7.2.1.4 DFGm vs CKD-Epi Cin.

11.7.2.1.5 DFGm vs Cockcroft Enz.
11.7.21.6 DFGm vs Cockcroft Cin.

11.7.2.2 DFGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m?
11.7.2.21 DFGm vs MDRD Enz.

11.7.2.2.2 DFGm vs MDRD Cin.

11.7.2.2.3 DFGm vs CKD-Epi Enz.

11.7.2.2.4 DFGm vs CKD-Epi Cin.

11.7.2.2.5 DFGm vs Cockcroft Enz.
11.7.2.2.6 DFGm vs Cockcroft Cin.

11.7.2.3 DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,73m?
11.7.2.3.1 DFGm vs MDRD Enz.

11.7.2.3.2 DFGm vs MDRD Cin.

11.7.2.3.3 DFGm vs CKD-Epi Enz.

11.7.2.3.4 DFGm vs CKD-Epi Cin.

11.7.2.3.5 DFGm vs Cockcroft Enz.
11.7.2.3.6 DFGm vs Cockcroft Cin.

11.7.3 FACTEUR ETHNIQUE

11.7.3.1 Facteur ethnique appliqués la formule MDRD :
11.7.3.2 Facteurs ethniques appliqués a la formule CKD-Epi :

Partie IV : Discussion

125
127
127
127
129
130
132
133
135
136
138
139
140
142
143
145
146
148
148
149
150
152
153
155
156
158
159
160
162
163
165
166
168
169
170
171
172
173
174
174
174
176




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

12 INTRODUCTION 178
12.1 LE CHOIX DE LA METHODE 178
12.2 VALIDATION DU DOSAGE DE L’lOHEXOL 180
12.2.1 LA LINEARITE 181
12.2.2 LA JUSTESSE 181
12.2.3 LA FIDELITE (PRECISION) 182
12.3 LE DOSAGE DE LA CREATININE 182
12.4 ETUDE DES PERFORMANCES DES METHODES D’ESTIMATION DU DEBIT DE FILTRATION

GLOMERULAIRE (DFG) 185
12.5 ETUDE DES FACTEURS SPECIFIQUES 191
12.5.1 INDICE DE MASSE CORPOREL (BMI) 192
12.5.1.1 Sous population avec BMI supérieur a 25 Kg/m? 192
12.5.1.2 Sous population avec BMI inférieur a 25 Kg/m? 193
12.5.2 LE FACTEUR ETHNIQUE 195
13CONCLUSION 199
14PERSPECTIVE 201
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 202

LISTE DES ANNEXES 217




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

LISTE DES TABLEAUX

Tableau
numero

Titre

Page

1

Ce tableau donne les valeurs de I’aire sous la courbe pour
chaque concentration.

81

Caractéristique de la population étudiée, présentation des
résultats : Moyenne # Ecart-type.

86

Concentration de la créatinine par les deux méthodes dans
I’ensemble de la population.

88

2
3
4

Régression linéaire entre créatinine enzymatique et
créatinine cinétique avec un coefficient de régression r2 =
0,91

89/90

Montre les résultats du débit de filtration glomérulaire
estimé par les trois méthodes d’estimation utilisant les deux
techniques de dosage de la créatinine. La technique de
dosage de la créatinine ne modifie pas le résultat du DFG
estimé pour les trois méthodes

92

Résultats comparatifs du débit de filtration glomérulaire
estimé les trois méthodes. Aucune différence n’est
observée avec les méthodes MDRD et CKD-Epi aussi bien
avec la créatinine dosée par la technigue enzymatique que
cinétique. Par contre la différence est nette avec ces deux
méthodes comparée avec la méthode de Cockcroft-Gault.

93-94

Représente les Concentrations calculées de I'lohexol dans
la gamme étalons a J1,J2 et J3

94

00}

Concentration calculées moyennes des trois jours.

96

(o]

Tableau 10 Représente les résultats de [|'analyse
statistique des analyses réalisées sur trois jours
consécutifs. Le test de Fisher retrouve un facteur F = 3774,1
supérieur a la valeur critigue de F. p value a trés
significative a 2.102° On peut dire que le modeéle de
régression est linéaire et prédictif dans lintervalle de

confiance a 95%

96

10

Représente les résultats de [I'analyse statistique des
analyses réalisées sur trois jours consécutifs. Le test de
Fisher retrouve un facteur F = 3774,1 supérieur a la valeur
critique de F. p value a trés significative a 2.102° On peut
dire que le modeéle de régression est linéaire et prédictif
dans P’intervalle de confiance a 95%

198

11

représente le coefficient directeur de la droite d’étalonnage
ici égal a 1 et I'erreur type correspondant a I’écart-type qui
servira a calculer la LDM et la LQM.

98

12

Représente le Recouvrement qui se trouve dans les
fourchettes de validités sauf pour le concentration 16,4
pmol/ml

100,101,
102

13

Représente le biais absolu et relatif

103,104,
105

14

Représente la répétabilité intra-jour de la concentration
calculée des six solutions de I'lohexol 300mg/ml d’iode de
la gamme de calibration utilisée pour la courbe
d’étalonnage.

106,107,
108,109




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

15

Représente les résultats statistiques par analyse de
variance a un facteur

109

16

Représente la répétabilité de de la concentration calculée
des six gammes de calibration de I'lohexol d’lode réalisées
sur trois jours.

110

17

Représente les résultats statistiques de I'analyse de
variance de la concentration calculée.

110

18

Représente les Performances analytiques de de la
technique de dosage de I'lohexol par la méthode de Krutzen

(1)

112,113

19

Représente les résultats du Contréle interne du dosage de
I'lohexol.

114

20

Présente les résultats du biais moyen et I’exactitude a 10%
(P10) et I'exactitude a 30% (P30) entre le DFGm et les
différentes méthodes d’estimation (MDRD, CKD-Epi et
Cockcroft) avec la créatinine mesurée par la technique
enzymatique et cinétique de la population étudiée.

116

21

Comparaison du DFGm VS MDRD Enz. par le test t de
Student, montre une différence significative entre les deux
méthodes, avec une P value a 0,03.

117

22

Comparaison du DFGm VS MDRD Cin. par le test t de
Student, montre une différence significative entre les deux
méthodes, une P value a 0,01.

118

23

Comparaison du DFGm VS CKD-Epi Enz., le test t de
Student, qui montre une différence significative entre les
deux méthodes, avec une P value a 0,02.

120/121

24

Comparaison du DFGm VS CKD-Epi Cin., letest t de Student
qui montre une différence significative entre les deux
méthodes, avec une P value & 0,008.

121

25

Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., le test t de
Student, qui montre une différence significative entre les
deux méthodes, avec une P value a 3.10%.

124

26

Comparaison du DFGm VS CKD- Cockcroft Cin., par le test
t de Student qui montre une différence significative entre les
deux méthodes, avec une P value a 7.10°.

125

27

Résultats du biais, de I'’exactitude a 10% (P10) et a 30% (P30)
entre le DFGm et les trois méthodes d’estimation du DFG
dans la sous population avec BMI supérieur a 25 Kg/m?2.

128

28

Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par test t de Student
dans le sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? ne montre aucune
différence une p value a 0,62.

129

29

Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par le test t de
Student dans le sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? avec une
p value a 0,2.

130

30

Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de
Student dans le sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? ne montre
aucune différence avec une p value a 0,4.

132

31

Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de
Student dans le sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? ne montre
aucune différence avec une p value a 0,2.

133

32

Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de
Student dans le sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? montre
différence trés significative avec une p value a 0,00002.

135

~2D ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

33 Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin par le test t de 136
Student dans le sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? montre
différence tres significative avec une p value a 0,000004.
34 Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et a 30% (P30) 138
entre le DFGm et les trois méthodes d’estimation du DFG
dans la sous population avec BMI inférieur a 25 Kg/m?2.

35 Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de 139
Student dans le sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m?2 montre
une différence significative avec une p value a 0,004.

36 Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par le test t de 140
Student dans le sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre
une différence significative avec une p value a 0,01.

37 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de 142
Student dans le sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre
une différence significative avec une et p value a 0,004.

38 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de 143
Student dans le sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre
une différence significative avec une p value a 0,008.

39 Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de 145
Student dans le sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m?2 montre
une différence significative avec une p value a 0,0003.

40 Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin., par le test t de 146
Student dans le sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m?2 montre
une différence significative avec une p value a 0,0002.

41 Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et (P30) entre 148
le DFGm et les trois méthodes d’estimation du DFG dans la
sous population avec un DFGm supérieur a
100mI/mn/1,71m?2.

42 Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de 149
Student dans le sous-groupe DFGm supérieur a 100
ml/mn/1,73m? ne montre pas une différence avec une p
value a4 0,9.

43 Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par le test t de 150
Student dans le sous-groupe DFGm supérieur a 100
ml/mn/1,73m? ne montre pas de différence avec une p value
a0,9

44 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de 152
Student dans le sous-groupe DFGm supérieur a 100
ml/mn/1,73m? ne montre pas une différence avec une p
value a 0,1.

45 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de 153
Student dans le sous-groupe DFGm supérieur a 100
ml/mn/1,73m? ne montre pas de différence avec une p value
a0,1.

46 Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de 155
Student dans le sous-groupe DFGm supérieur a 100
ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec une
p value 21,6.108,

47 Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin., par le test t de 156
Student dans le sous-groupe DFGm supérieur a 100
ml/mn/1,73m?2 montre une différence significative avec une
p value 25,6.10°.

48 Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et (P30) entre 158
le DFGm et les trois méthodes d’estimation du DFG dans la

~3~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

sous population avec un DFGm entre 60 et
100mI/mn/1,71m?2.

49 Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de 159
Student le sous-groupe DFGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m?
montre une différence significative avec une p value a
0,0004.

50 Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par le test t de 160
Student dans le sous-groupe DFGm entre 60 et 100
ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec une
p value a 0,0001.

51 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de 162
Student dans le sous-groupe DFGm entre 60 et 100
ml/mn/1,73m?2 montre une différence significative avec un
facteur F supérieur a la valeur critique de F et p value a 2,2.
107

52 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de 163
Student dans le sous-groupe DFGm entre 60 et 100
ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec une
p value a1,7.10°%,

53 Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de 165
Student dans le sous-groupe DFGm entre 60 et 100
ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec une
p value a 1,6. 101°,

54 Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin., par test t de 166
Student dans le sous-groupe DFGm entre 60 et 100
ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec une
p value a 5,6. 10°

55 Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et (P30) entre 168
le DFGm et les trois méthodes d’estimation du DFG dans la
sous population avec un DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,71m?2.
56 Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de 169
Student dans le sous-groupe DFGm inférieur a 60
ml/mn/1,73m? ne montre de différence significative avec une
p value a 0,8.

57 Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par le test t de 170
Student dans le sous-groupe DFGm inférieur a 60
ml/mn/1,73m? ne montre de différence significative avec un
facteur F inférieur a la valeur critique de F et p value a 0,9
58 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de 171
Student dans le sous-groupe DFGm inférieur a 60
ml/mn/1,73m? ne montre pas de différence significative avec
une et p value a 0,8.

59 Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de 172
Student dans le sous-groupe DFGm inférieur a 60
ml/mn/1,73m?2 ne montre pas de différence significative avec
une et p value a 0,5.
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ml/mn/1,73m?2 montre une différence significative avec une
p value a 0,04.
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ABREVIATIONS UTILISEES

ADH : Antidiurétique hormone

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché
AOAC: Association of Official Analitical Chemists
AVP : Vasopressine

ASC : Aire Sous la Courbe

CG: Cockcroft-Gault

Cr51: Chrome 51

S1Cr-EDTA : Ethylen Diamin Tetra acetic Acid marqué au Chrome 51
CKD-Epi: Chronic Kidney Disease Epidemilogy
CL : Clairance

COFRAC : Comité francais d’accréditation

Da : Dalton

DFG : Débit de Filtration Glomérulaire

DTPA : Di éthyléne-triamine-penta-acétique
eDFG : Débit de Filtration Glomérulaire estimé
EPO : Erythropoiétine

FAN : Facteur atrial natriurétique

FDA : Foods and drugs Association

GC-IDMS : Dilution Isotopique associée a la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
IDMS: Isotopic Dilution Mass Spectrometry
ICH: L’International Conferences Harmonisation

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
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IMC: Indice de Masse corporelle

IRC/T : Insuffisance rénale chronique/terminale

JCTLM: Joint commitee for Traceability in Laboratory Midecine
KK: Kinine kallicréine

K-DIGO: Kidney Disease Improving Global Outcome

LC-IDMS : Dilution isotopique associée a la la chromatographie en phase
liquide couplée a la spectrométrie de masse

LEC: Liquide Extra-Cellulaire
MRC : Maladie rénale chronique
MDRD: Modication of Diet in Renal Disease

NKF-QDOQI: National Kidney Fondation-Kidney Disease outcome
Quality Initiative

PcB: pression hydrostatique capsule de Bowman

Pcg: Pression hydrostatique capillaire

Mcg : Pression oncotique capillaire glomérulaire

PEF: Pression efficace d’ultrafiltration

PENIA: Particle Enhanced Nephrometric Immuno Assay
PETIA: Particle EnhancedTurbidimetric Immuno Assay
PG: Prostaglandine

ROC: Receiver Operating Characterestic

SDAM : Symetric Dimethyl Arginine

SFSTP : La société francaise des sciences et techniques
pharmaceutiques

SMDI : Spectrométrie de Masse avec Dilution Isotopique
SRA : Systeme rénine angiotensine

Tc : Technétium
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®mTc-DTPA : Diethylen Triamin Penta Acetic Acid Marqué au Technétium
99m

TCD : Tube contourné distal
TCP : Tube contourné proximal

XRF : Fluorescence des rayons X
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1 Introduction:

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) est un outil qui permet de
quantifier la filtration rénale. Il est considéré comme le reflet de la fonction
globale du rein, sur des constatations bien établies en physiologie rénale
et la participation de filtration glomérulaire dans I'équilibre du milieu
intérieur. Ce réle intervient sur I'adaptation du processus de réabsorption
et de sécrétion par le bier du rétrocontrdle tubulo-glomérulaire et le
balance glomérulo-tubulaire. La filtration glomérulaire est intimement liée
a certaines fonctions endocriniennes du rein. Ainsi la baisse de la
production du calcitriol (Reichel)(2) et de la fabrication de I'érythropoiétine
Mc Clellan(3) par le rein se voient a des stades tres précoce de la
diminution du DFG.

La mesure du DFG en pratique médicale revét un intérét capital, d‘abord
diagnostique, sa mesure permet de détecter l'insuffisance rénale et de
permettre sa classification KDIGO 2012.(4)

L’insuffisance rénale chronique est clairement reconnue comme un
facteur de morbi-mortalité  cardio-vasculaire(5,6). Reconnaitre I'IRC
permet de prévenir ces complications.

L’initiation du traitement par les méthodes de suppléance est décidée par
la mesure du DFG.(7)

D’autres intéréts sont attribués a la quantification du DFG, la mesure du
DFG permet d’adapter la posologie des médicaments a élimination rénale
essentiellement en canceérologie en fonction de filtration glomérulaire.

La mesure du DFG dans le bilan d’évaluation du fonctionnement rénale
avant un prélevement pour don d’organe doit faire partie du bilan en
utilisant les méthodes de référence de préférence.

La mesure directe du débit de filtration glomérulaire (DFG) fait appel a des
substances exogéenes et dont la réalisation se fait en milieu hospitalier,
ces méthodes sont trés précises mais elles sont de réalisation compliquée
dans le dépistage de routine.

La deuxieme méthode est la mesure de ce méme débit par des méthodes
indirectes dites méthodes d’estimation, ce sont des formules développées

\

par les américains pour les plus utilisées a partir des populations
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americaines, ce sont des formules qui prennent en considération plusieurs
facteurs dont I'age, le sexe et I'ethnie.

Ces formules ont 'avantage d’étre facile d’utilisation au dépend de la
précision qui est moindre.

Les comités d’experts américains (NKF-KDOQI : National kidney
foundation — Kidney disease outcome quality initiative) et internationaux
(KDIGO : Kidney disease improving global outcome) ont émis des
recommandations visant a réduire les complications associées a
I'insuffisance rénale chronique, ainsi que leurs codts.

Pour mieux dépister l'insuffisance rénale, ces experts recommandent
I'estimation systématique du débit de filtration glomérulaire (DFG) chez
'adulte avec des méthodes prédictives d’estimation du débit de filtration
glomérulaire que sont : I'équation MDRD (Modification of diet in renal
disease) ou I'équation de Cockcroft-Gault (C-G) et I'équation CKD-Epi
(chronic kidney disease-Epidimiology). Les laboratoires d’analyse sont
incités a fournir spontanément I'estimation du DFG (eDFG) pour chaque
creatinine sérique mesurée(4,8)

lls recommandent également, la standardisation du dosage de la
creatinine par rapport a une meéthode de dosage de référence représentée
par la méthode de dosage basée sur la spectrométrie de masse avec
dilution isotopique (SM-DI). Cette méthode de mesure est considérée
comme solide, sensible, extrémement spécifigue, reproductible et
transférable, c'est-a-dire que la valeur obtenue avec cette méthode doit
étre identigue dans tous les laboratoires du monde contrairement aux
méthodes de dosage colorimétriques et les méthodes de dosage
enzymatiques qui présentent de nombreuses interférences, responsables
de variations considérables d’un laboratoire a un autre.

De méme, cette standardisation devrait améliorer les performances des
équations d’estimation de la fonction rénale.

Ces recommandations visent a uniformiser la définition et la classification
de la maladie rénale chronique ainsi que I'insuffisance rénale chronique.
(Annexe 4)
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2 Les objectifs du travail :

La présente étude vise trois objectifs :

2.1 Objectif principal :

e -Evaluer les performances des méthodes prédictives d’estimation du
débit de filtration glomérulaire par rapport a la méthode de référence
qu’est la mesure du débit de filtration glomérulaire par I'lohexol dans
la population algérienne générale.

2.2 Objectifs secondaires :

e Introduire la méthode de mesure directe du débit de filtration
glomérulaire en Algérie par la mesure du deébit de filtration
glomérulaire par la clairance plasmatique de I'lohexol.

Pour atteindre ces objectifs nous avons adopté la démarche suivante :

- Dans un premier chapitre, nous avons présenté a travers une revue
bibliographique, la physiologie rénale et les méthodes de détermination
du débit de filtration glomeérulaire.

- Dans un second chapitre a été développée notre étude experimentale
en décrivant d’abord la méthodologie adoptée ; ensuite les résultats
obtenus ont été exposeés et discutés avant de conclure.
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3 RAPPELS ANATOMIQUES DU REIN

3.1 Macroscopie : Lerein(9,10)
Le rein est un organe pair en forme de haricot localisé dans la région
lombaire supérieure, en position rétro péritonéale. Chaque rein possede a
sa face interne, une ouverture dénommee hile rénal. Les deux reins sont
chacun surmontés d’'une glande surrénale.

La structure interne du rein est constituée de 2 zones distinctes (figure 1) :

La médullaire est formée par des cones appelés les pyramides de
Malpighi dont I'extrémité interne dénommée papille, fait saillie dans les
calices et dont la base externe jouxte le cortex périphérique.

La médullaire comprend 2 parties ; la médullaire externe voisine du cortex
et la médullaire interne qui forme la papille.

Le cortex coiffe la base des pyramides de Malpighi et s’insinue
entre les pyramides constituant les colonnes de Bertin.

Zone médullaire
Capsule

Pyramide de
Malpighi

Papille

Calice
Artére rénale

Vaisseaux arques
et interlobulaires

Bassinet

Cortex

Colonne de Bertin

Figure 1 : Coupe longitudinale du rein (modifié depuis M. Keck, 2012)(11)

La vascularisation rénale est organisée comme suit ;
Au repos, les grosses arteres rénales acheminent aux reins = 1/4 du débit
cardiaque total (environ 1200 ml de sang/ min).
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L'ordre d'enchainement des différents types artériels pour chaque rein
est le suivant : artére rénale — artéres segmentaires — artéres inter-
lobaires — artéres arquées — artéres inter-lobulaires — artérioles
afférentes — capillaires glomérulaire — Artérioles efférentes — capillaires
de l'interstitium (vasa rexta).

L'ordre d'enchainement des différents types veineux pour chaque rein est
le suivant : artérioles efférentes — capillaires péri-tubulaires et vasa recta
— veines inter-lobulaires — veines arquées — veines inter-lobaires —
veine rénale.

3.2 Microscopie : le néphron
Le néphron est l'unité fonctionnelle du rein. Chaque rein comporte au
moins un million (1 000 000) de néphrons.

Chaque néphron comporte deux grandes parties (figure 2) :
- le corpuscule rénale ou corpuscule de Malpighi

- le tubule rénal

Tubul t . Corpuscule )
ubule contourne de Malpighi Tubule contourné

proximal distal

Appareil
juxtaglomérulaire

Artériole
Glomérule afférente
de Malpighi
Capsulede
Bowman Artériole Cortexrénal

efférente

Medulla

Tubule collecteur
du néphron suivant

Anse deHenle

B

Tube collecteur

Fernandes, A., 2016

Figure 2 : Structure schématique d’un néphron (12)
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* Le corpuscule rénal correspond au segment initial du néphron, au niveau
duquel s’effectue la filtration plasmatique qui permet la formation d’urine
primitive. Il est constitué :

- de la capsule de Bowman (ou capsule glomérulaire rénale)

- du glomérule (ou glomérule de Malpighi) qui correspond a un bouquet
de capillaires artériels maintenus par un tissu lache, le mésangium.
L'endothélium des capillaires glomérulaires est fenétré permettant le
passage de grandes quantités de liquides et de solutés (mais une
imperméabilité aux macromolécules supérieures a 68 K daltons).

Deux poéles peuvent donc étre distingues dans le corpuscule de Malpighi
(figure 3) :

- un péle vasculaire : au niveau de la zone d’entrée de I'artére afférente et
de sortie de I'artere efférente.

- un pble urinaire a I'opposé du pble vasculaire, ou s’insére le tube
contourné proximal.

L'appareil juxta-glomérulaire est la zone comprenant I'artériole afférente
dans sa portion pré glomeérulaire entourée du mésangium extra
glomérulaire, I'artériole efférente, la macula densa (partie intégrante du
tube contourné distal) de nombreuses terminaisons nerveuses
orthosympathiques.

Branche ascendante
large de I'anse de Henle

Macula

-AE
AA
Cellules mésangiales
Cellules
3 rénine Capillaire fenestré

Lame basale

Podocyte
Chambre urinaire
Capsule de Bowman

Tubule Proximal

Figure 3 : Coupe détaillée d’un glomérule (13)
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Le tubule rénal est constitué de 3 parties :
- le tubule contourné proximal (TCP) ou débouche la capsule de Bowman,
- 'anse de Henlé,

- le tubule contourné distal (TCD) qui se jette dans un tubule rénal
collecteur de Bellini.

4 Aspects physiologigues du rein

4.1 Les fonctions du rein (14-16)
Les reins assurent aussi bien une fonction endocrine qu’une fonction
exocrine.

4.1.1 Fonction endocrine
Le rein assure une fonction endocrine et est le site de formation de
plusieurs hormones :

- 'érythropoiétine (Epo)
- la forme active de la vitamine D
- la rénine partie du Systeme Rénine Angiotensine

- la prostaglandine et le systeme kinine kallicréine. La sécrétion
d'érythropoiétine (Epo) stimule la production des hématies par la moelle
osseuse. L’activation de la vitamine D intervient dans la croissance ; la
sécretion de rénine intervient dans la régulation de la pression artérielle.

4.1.2 Fonction exocrine
Le rein a pour fonction essentielle la formation de 'urine avec élimination
des déchets et le maintien de I'équilibre ionique.

La formation de l'urine passe par deux étapes successives :

4.1.2.1 Lafiltration glomérulaire :
La filtration glomérulaire réalise un transfert par ultrafiltration d’'une grande
guantité de liquide plasmatique dépourvue de protéine de haut poids
moléculaire depuis le compartiment capillaire des glomérules vers leur
espace urinaire. L'ultrafiltrat obtenu constitue I'urine primitive.
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4.1.2.2 Les ajustements tubulaires :
Les ajustements tubulaires se font par des transferts bidirectionnels qui
s’effectuent tout le long du tube urinifére sur I'urine primitive et déterminent
la composition de l'urine finalement excrétée. Ces transferts passifs ou
actifs s’effectuent dans 2 sens :

- De la lumiere tubulaire vers le tissu interstitiel et les capillaires péri-
tubulaires : ces transferts sont appelés réabsorption.

- Des capillaires péri tubulaires vers la lumiere tubulaire. Ces transferts
sont appelés sécrétion.

Chez 'homme les phénoménes de réabsorption sont nettement plus
importants que les phénoménes de sécrétion.

Nous ne détaillerons dans la suite, que la filtration glomérulaire.

4.1.3 Lafiltration glomérulaire(12)

4.1.3.1 Définition :
La filtration glomérulaire correspond a un transfert unidirectionnel par ultra
filtration des capillaires vers la chambre urinaire aboutissant a la formation
d’un ultrafiltrat constituant I'urine primitive. La surface et la perméabilité du
filtre glomérulaire déterminent 'amplitude et la qualité du transfert.

Le deébit de filtration glomérulaire est en moyenne situé entre 100 et120
ml/min et de ce fait le volume filtré par 24 h est considérable, de I'ordre de
180 1/24h.

L’urine primitive a une composition ionique identique a celle du plasma
guasiment depourvu de protéine et sans macromolécule. Le transfert
glomérulaire est un processus passif d'ultrafiltration. La pression de
filtration est la résultante algébriqgue des pressions hydrostatiques et
oncotiques qui s’exercent de part et d’autre du filtre glomérulaire. La force
motrice principale de ce transfert résulte de I'activité cardiaque.

4.1.3.2 _Forces impliquées :
Les forces impliquées dans cette filtration comportent :

- Des forces favorisant la filtration :

*La pression hydrostatique capillaire (Pcg) est de I'ordre de 50 mm Hg.
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*La pression oncotique de la capsule de Bowman (IcB) voisine de 0 mm
Hg compte tenu de I'absence de protéine dans la chambre urinaire.

- Des forces s’opposant a la filtration :

*La pression hydrostatique de la capsule de Bowman (PcB) de I'ordre de
10 mm Hg.

*La pression oncotique des capillaires glomérulaires Ncg de I'ordre de 30
mm Hg.

La pression efficace de filtration (PEF) est donc la résultante :
PEF = (Pcg+ NcB) — (PcB + Ncg)
NcB étant voisine de zéro :

PEF = Pcg — (PcB + lcg)

Capillaire glomérulaire

Capsule de Bowman

Les déterminants hémodynamiques de la filtration glomérulaire : pression
hydrostatique dans le capillaire (Pcg) et dans la capsule de Bowman (Pcg),
pression oncotique dans le capillaire glomérulaire (11¢g) et la capsule de
Bowman (TTcs).

Figure 4 : Déterminants hémodynamiques de lafiltration glomérulaire

4.1.3.3 Reégulation : (17)
On distingue 2 niveaux de régulation du débit sanguin rénal et de la
filtration glomérulaire :

- une régulation intrinséque avec une autorégulation et une régulation
hormonale
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- une régulation extrinséque de nature nerveuse sympathique et
hormonale extra rénale.

4.1.3.3.1 Réqulation intrinseque

4.1.3.3.1.1 Autoréqgulation :
L’autorégulation répond a deux mécanismes que sont le tonus
myogeénique (phénoméne physique de contraction artériolaire afférente en
réponse a de pression) et la balance tubulo-glomérulaire (phénomeéne
biologique conduisant a la contraction de I'artériole afférente lorsque le
débit de Na+ dans le tubule augmente.

4.1.3.3.1.2 Systemes hormonaux :
Le rein synthétise plusieurs substances vaso-actives exercant leurs effets
sur la vascularisation intra rénale :

- le systeme rénine angiotensine (SRA) intra rénal ;
- le systeme des prostaglandines (PG) ;
- le systéme kinine kallicréine (KK).

4.1.3.3.1.3 Systeme rénine angiotensine intra rénal

La rénine est synthétisée par les cellules granulaires de [artériole
afférente, libérée dans l'interstitium permettant la formation d’angiotensine
| convertie en angiotensine |l en présence de 'enzyme de conversion. La
circulation rénale est donc influencée par I'angiotensine circulante et par
I'angiotensine Il produite dans le parenchyme rénal. L’angiotensine Il est
un vasoconstricteur puissant agissant a 3 niveaux dans le parenchyme
rénal :

- L’'angiotensine agit préférentiellement au niveau de I'artériole efférente.
Elle entraine une vasoconstriction de I'artériole efférente provoquant une
chute du débit sanguin glomérulaire avec une augmentation de la pression
hydrostatique capillaire glomérulaire et une augmentation de la fraction de
filtration.

- L’angiotensine |l provoque également une contraction des cellules
mésangiales glomérulaires qui comportent des récepteurs spécifiques
entrainant une baisse du coefficient de filtration glomérulaire (Kf).
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- L’angiotensine Il a un réle tonique vasoconstricteur sur la circulation
médullaire grace a la présence de nombreux récepteurs spécifiques de
I'angiotensine dans la zone profonde de la médullaire externe.

4.1.3.3.1.4 Systéme des prostaglandines
Les prostaglandines sont synthétisées dans le cortex et la médullaire a
partir de I'acide arachidonique par la voie de la cyclo-oxygénase :

- Prostaglandine E2

- Prostaglandine D2

- Prostaglandine 12 (prostacycline)
- Prostaglandine F2a

- La thromboxane A2

Les prostaglandines E2, D2, 12 sont vasodilatatrices (responsables d’'une
augmentation du débit sanguin glomérulaire et d’'une augmentation du
débit de filtration glomérulaire) ; la thromboxane A2 est vasoconstrictrice
synthétisée a I'état normal en faible quantité ; la prostacycline F2a n’a pas
de propriété vasomotrice importante.

4.1.3.3.1.5 Systeme Kinine —kallicréine (KK)
La kallicréine rénale synthétisée par les cellules tubulaires distales agit sur
la kininogéne pour aboutir a la formation de la bradykinine.

Les kinines sont vasodilatatrices, elles entrainent une augmentation du
débit sanguin glomérulaire sans augmentation du débit de filtration
glomérulaire, en raison d’'une diminution du coefficient de permeéabilité Kf
par effet direct sur des récepteurs glomeérulaires spécifiques ou par le biais
du systeme rénine angiotensine (SRA).

4.1.3.3.2 Régulation extrinseque
4.1.3.3.2.1 Systéeme nerveux sympathigue
L’'innervation rénale est exclusivement sympathique principalement
noradrénergique mais eégalement a un moindre degré dopaminergique.

Les effets vasoconstricteurs de la noradrénaline entrainent :

- une augmentation des résistances vasculaires rénales ;
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- une diminution du débit sanguin rénal et du deébit de filtration
glomérulaire.

La stimulation des fibres dopaminergiques induit une vasodilatation
artériolaire glomérulaire.

4.1.3.3.2.2 Hormones extrarénales

4.1.3.3.2.2.1Hormone anti-diurétique (ADH) ou vasopressine
AVP
L’hormone antidiurétique a des effets vasopresseurs d'ou sa
dénomination de vasopressine. La perfusion intra veineuse a forte dose
d’AVP entraine une élévation de la pression artérielle systémique, une
augmentation des résistances vasculaires rénales et une diminution du
debit sanguin rénal.

4.1.3.3.2.2.2 Facteur atrial natriurétigue (FAN)
Le facteur atrial natriurétique est synthétisé et stocké par les myocytes
auriculaires sous la forme d’un précurseur.

Les effets du FAN sur ’'hémodynamique rénale et la filtration glomérulaire
sont dissociés ; il entraine augmentation du debit de filtration glomérulaire
sans augmentation significative du débit sanguin.

5 Méthodes d’évaluation du débit de filtration
glomérulaire (DFG)
5.1 Margueur idéal du débit de filtration glomérulaire (DFG) :
5.1.1 Notion de clairance (18) :

La clairance (Cl) d’une substance X donnée est définie comme le volume
de plasma qui contenait cette substance totalement épurée de celle-ci par
unité de temps. Pour une substance X d’élimination rénale, la clairance
est définie par le rapport suivant :

Clx= Ux x V/Px
Clx est la clairance rénale de la substance X (exprimée en ml/min),

Ux et Px les concentrations urinaires et plasmatiques la substance X (en
mg/l) et V le débit urinaire en (ml/min).

~ 25 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

L’excrétion rénale d’'une substance X correspond a la somme de la
filtration glomérulaire et de la sécrétion tubulaire diminuée de sa
réabsorption tubulaire.

Pour une substance qui filtre librement a travers les glomérules et qui ne
subit aucun transfert tubulaire (ni sécrétion ni réabsorption), son excrétion
rénale (Ux x V) ne dépend que du débit glomérulaire et de sa
concentration plasmatique :

Ux x V = DFG x Px
Pour une telle substance, la clairance rénale est égale au DFG :
DFG = Ux x V/Px = Clx

Par conséquent, un marqueur idéal de la filtration glomérulaire doit étre
une substance libre non liée aux protéines, eliminée exclusivement par le
rein filtrée librement a travers la membrane glomérulaire sans subir de
sécrétion ni de réabsorption au niveau tubulaire, non métabolisée et ne
modifiant pas le DFG.

Les méthodes de mesure de la fonction rénale se différencient en fonction
du type de clairance (urinaire ou plasmatique), du type de marqueur
exogene utilisé (inuline, marqueurs isotopiques, produits de contraste
iodés), ou endogéne (créatine, et cystatine C) du type d’injection
intraveineuse (bolus unique ou perfusion continue).

5.1.2 Les différents types de clairances : clairance urinaire ou
plasmatigue :
Le DFG peut étre déterminé par deux types de clairances dépendantes
des types de prélevements effectués et utilisés pour les calculs. On
distingue donc les clairances rénales (ou urinaires) ou sont prélevés des
échantillons d’urine et de sang et les clairances plasmatiques ou est (sont)
préleve (s) un (ou plusieurs) échantillon (s) de sang.

5.1.2.1 Clairance urinaire :
La technique de clairance urinaire a été introduite par Rehberg et al. En
1926(19). Le calcul du DFG s’effectue a partir de la mesure de la
concentration du marqueur dans le plasma et de celle dans les urines
selon la formule UV/P. La clairance urinaire est en fait la moyenne des
clairances calculées sur plusieurs périodes (de 30 minutes environ). Les
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prélevements débutent apres un délai qui correspond a la période de
distribution du traceur dans I'organisme.

5.1.2.2 Clairances plasmatigues :
Elles ne nécessitent par définition aucun prélevement urinaire. Apres
I'injection intraveineuse d’'un marqueur, sa concentration évolue en deux
phases : une phase de décroissance rapide qui correspond a la
distribution du marqueur dans I'organisme puis une phase décroissance
plus lente qui correspond a son élimination par filtration glomérulaire.

La clairance plasmatique d’'un marqueur est calculée par le rapport de la
dose du marqueur injectée et I'aire sous la courbe (ASC) de décroissance
du marqueur dans le plasma. Cette courbe est établie a partir de
prélevements sanguins échelonnés dans le temps. Le calcul de 'ASC de
decroissance fait appel a divers modéles mathématiques de
pharmacocinétique qui comportent un, deux ou trois compartiments. Le
choix du modele pharmacocinétique dépend de la biodisponibilité du
marqueur utilisé. A noter qu'en cas de clairance plasmatique, il est
particulierement important d’avoir recours a un marqueur n’ayant pas (ou
tres peu) de clairance extrarénale.

5.1.3 Modéles pharmacocinétiques de mesure de I’aire sous la
courbe
5.1.3.1 Modele a un compartiment (monocompartimental)
Dans ce modéle, le marqueur est injecté dans un seul compartiment (le
plasma) et est éliminé sans échange avec d’autres compartiments. La
concentration c(t) du marqueur a un temps ‘t donné dans ce
compartiment aprés la fin de I'injection est égale a :

c(t) =1y &Pyt
ou

l1 : lintercepte de la courbe sur I'axe des ordonnées (ce qui correspond a
la concentration théorique du marqueur dans le compartiment a la fin de
l'injection)

b1 : le débit constant d’élimination.

L’intégrale de cette fonction correspond a I'aire sous la courbe (ASC)
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ASC = |1/b1

Dans ce modéle monocompartimental, le calcul de 'ASC ne tient donc
pas compte de la premiere composante de distribution (les prélévements
sanguins sont effectués apres un intervalle de temps suffisant pour
s’affranchir de cette premiére composante de distribution) et est donc
sous-estimé. La clairance plasmatique et le DFG (dose injectée/ASC) s’en
trouvent donc surestimeés et certains auteurs dont Bréchner Mortensen ont
appliqué des facteurs de correction pour corriger cette surestimation.

5.1.3.2 Modele a deux compartiments (bi-compartimental)
Dans ce modéle, immédiatement aprés linjection, le marqueur se
distribue entre un compartiment central (le plasma) et un compartiment
périphérique extracellulaire. L’élimination du marqueur se fait a partir du
compartiment plasmatique. La concentration dans ce modele est décrite
comme la somme de deux fonctions exponentielles avec deux niveaux

constants d’élimination distincts (b1 et b2) et deux interceptes différents (I1
etl):
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Figure 44 : Clairance plasmatique : modélisation bi-compartimentale

_ 11 12 — Dose
ASC=-—-+ —, DFG= ——

C(t) =1 e—blt + 1y e—b2t
L’ASC devient : l1/b1 + I2/b2 et le DFG correspond au rapport de la dose
injectée sur 'ASC.
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5.1.3.3 Modele a trois compartiments

Dans ce modéle, le marqueur se distribue entre le compartiment
plasmatique et I'espace extracellulaire mais aussi entre I'espace
extracellulaire et des compartiments plus profonds (tendons, tissu sous-
cutané). L’élimination du marqueur se fait seulement a partir du plasma.
Dans ce cas, la concentration du marqueur est décrite mathématiquement
par la somme de trois fonctions exponentielles qui comportent trois
niveaux constants d’élimination distincts (bz1, b2 et bz) et trois interceptes
différents (1, 12 et I3) :

C(t) — |1e— blt + |2e— b2t + |3e— b3t

L’ASC devient l1/b1 + I2/bz + Is/bs et le DFG le rapport de la dose injectée
sur 'ASC.

Que ce soit dans le modele a un ou a plusieurs compartiments, plus le
nombre et la durée des prélevements sont grands et plus la méthode
s’avere précise, notamment pour la mesure des DFG les plus bas.

5.1.3.4 Modele pharmacocinétique simplifiés

Il s’agit de modéles mathématiques permettant d’estimer 'ASC a partir
d’'un nombre limité de prélevements. Alors que, dans un modele bi-
compartimental classique, la décroissance plasmatique du marqueur est
habituellement décrite par deux courbes exponentielles, obtenues par, au
minimum, quatre prélévements (par exemple, a 10 et 30 minutes pour la
premiére composante (décroissance rapide) et 120 et 300 minutes pour
la deuxieme composante (décroissance lente). La clairance plasmatique
peut étre calculée seulement a partir de la courbe de décroissance
plasmatique lente (modéle a un compartiment) corrigée ultérieurement par
difféerentes méthodes mathématiques (méthode de Bréchner-Mortensen,
méthode de Chantler (20,21)). Dans ce cas, deux prélevements peuvent
étre suffisants : le premier prélevé classiqguement 120 minutes apres
I'injection pour éviter une éventuelle participation de la composante rapide
de décroissance plasmatique, le second prélevé a 300 minutes ou plus
tard en cas d’insuffisance rénale séveére.

5.1.3.5 Eguation correctrice de Brochner-Mortensen (20)
Cette méthode est appliquée lors de [lutilisation du modéle
monocompartimental qui assimile la courbe de décroissance plasmatique
a une droite en coordonnées semi logarithmiques, en négligeant la phase
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initiale de distribution du traceur. Ce modeéle permet I'estimation de 'ASC
avec seulement 2 ou 3 prélévements tardifs. L’estimation du DFG avec ce
modéle peut étre améliorée chez I'homme par 'emploi de la formule de
correction de Brochner-Mortensen (Brochner-Mortensen 1972) afin de
compenser la phase de distribution.

Cette formule de correction s’applique comme suit :

Clp (corrigée) =0,990778 x Clp (mesurée) — 0,001218 x Clp
(mesurée)

Clp : clairance plasmatique

5.2 Les différents marqueurs du débit de filtration glomérulaire
DEG
Le marqueur endogene qui se rapproche de ces caractéristiques définies
pour la mesure du DFG est la créatinine, un autre marqueur endogéne est
proposé pour I'évaluation de la filtration glomérulaire qui est la cystatine
C, qui reste au stade de validation, est utilisé qu’en recherches cliniques.

L’'inuline, l'iohexol, ?° iothalamate, **MTc-DTPA et *!Cr-EDTA) sont les
marqueurs exogenes les plus utilisés en clinique, les méthodes utilisant
ces marqueurs sont considérées comme des méthodes de référence.

5.2.1 Les marqueurs endogénes :

5.2.1.1 Lacreéatinine:
A ce jour, la créatinine reste le marqueur endogene le plus utilisé pour
évaluer la fonction rénale en particulier la fonction glomérulaire mais son
emploi reste problématique pour des raisons physiologiques mais aussi
analytiques ; la créatinine est loin d’étre un marqueur idéal du débit de
filtration glomérulaire, son taux dépend de la masse musculaire.

Le dosage de la créatinine est basé sur des méthodes colorimétrique
utilisant la méthode de Jaffé dont la spécificité pour la créatinine reste
limitée.

Ces deux inconvénients sont responsables de variation du taux de
créatinine sans modification du débit de filtration glomérulaire.
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5.2.1.1.1 Les probléemes liés aux difficultés analytigues
La créatinine peut étre mesurée dans le sang et dans les urines par deux
grandes méthodes : d’une part, la méthode de Jaffé dite colorimétrique et,
d’autre part, les méthodes enzymatiques.

5.2.1.1.1.1 Méthodes basée sur la réaction de Jaffé :
C’est en 1886, que Jaffé décrit la réaction qui portera son nom entre la
créatinine et I'acide picrique qui, en milieu alcalin donne une coloration
rouge-orange (22).

La présence de quantité mesurable de créatinine dans les urines sera
confirmée par plusieurs auteurs. En 1905, Folin est le premier a quantifier
par colorimétrie la créatinine dans les urines. La détection puis la
guantification de la créatinine dans le sang seront décrites plus
tardivement (23,24).

L’inconvénient majeur de cette méthode est son manque de spécificité
puisque l'acide picrique ne réagit pas uniquement avec la créatinine mais
avec d’autres composés appelées les pseudo-chromogenes et élever
faussement le taux de créatinine. Une liste de 38 composés susceptible
d’interférer avec la réaction de Jaffé (25-27) est établie parmi lesquels, il
y a les protéines, acide pyruvique et 'acéto-acétate etc...

La concentration exacte de ces pseudo-chromogénes n’est pas
prédictibles pour un sujet donné mais leurs concentration reste stable (25).
L’effet de ces pseudo-chromogénes est d’autant plus important que la
concentration de la créatinine se situe dans les valeurs basses.

Les pseudo-chromogenes peuvent représenter entre 15 et 20% de la
réaction globale pour une créatinine située dans les concentrations
normales '(28).

Toute la difficulté de cette méthode est liée a ces pseudo-chromogéenes et
la meilleure méthode de dosage de la créatinine est celle qui permet de
mesurer uniguement le taux de créatinine et le concept de jaffé compensé
a éteé introduit par Roche diagnostic, qui consiste a soustraire 27 umol a
tous leurs résultats, concentration censée refléter la concentration
moyenne des pseudo-chromogenes dans le sang. Cette compensation
est purement mathématique et ne reflete pas la concentration « vraie » de
pseudo-chromogenes qui peut varier d’un individu a l'autre (de 0 a 44
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Mmol/L) et n’est absolument pas prédictible(29), un autre concept utilisé
actuellement est celui de Jaffé “cinétique” qui semble beaucoup plus fiable
pour se débarrasser des pseudo-chromogéenes. Son principe est simple,
il consiste a faire la lecture de la coloration ni trop tét pour éliminer
I'interférence de 'acéto-acétate, ni trop tard pour éliminer les composeés
qui interférent tardivement avec 'acide picrique comme le glucose et les
protéines. Ces méthodes cinétiques permettent de diminuer
significativement les interférences(30,31). L’automatisation a permis
d’améliorer la précision de ces dosages et le temps nécessaire a leur
réalisation par rapport aux méthodes manuelles (30,32). Aujourd’hui, la
mesure de la créatinine par la méthode de Jaffé est toujours une méthode
cinétique qui s’effectue sur sérum ou plasma non déprotéinisé.

5.2.1.1.1.2 Les méthodes enzymatiques :
Le dosage enzymatique de la créatinine se fait par la méthode de Jaffé
avant et apres dégradation de la créatinine par des enzymes de souches
de bactéries décrites par Dubos et Miller en 1937 et la différence entre les
deux dosages représente les pseudo-chromogenes et la concentration de
la créatine vraie est alors calculée (33).

Actuellement, la mesure de la créatinine est basée sur une suite de
réactions enzymatiques. Deux grandes « familles » de réactions sont
possibles. Dans la méthode enzymatique la plus utilisée de nos jours, la
créatinine est d’abord dégradée en créatine par la créatininase (ou
créatinine amidohydrolase). La créatine est ensuite convertie par la
créatinase en sarcosine qui est, elle-méme convertie en formaldéhyde,
glycine et eau oxygénée par une sarcosine peroxydase(34).

Les méthodes enzymatiques s’avérent, aujourd’hui, significativement plus
précises gue les méthodes basées sur la réaction de Jaffé. Les méthodes
enzymatiques sont donc les plus recommandées. Elles restent cependant
plus colteuses (environ dix fois plus cheres) et ne sont pas, comme nous
le verrons, exemptes de toute interférence(35).

5.2.1.1.2 Les problémes liés aux inconveénients
physiologiques :
La créatinine est une substance physiologiguement inerte, dont le poids
moléculaire est de 113 daltons, c'est le catabolite anhydrique de la
créatine et, dans une moindre mesure de la phospho-créatine. Une fois
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synthétisée au niveau du rein, petit intestin, pancréas, cerveau et les
glandes mammaires, la créatine est transportée majoritairement au niveau
des muscles ou sa phosphorylation par la créatine kinase en phospho-
créatine donnera un composé a haute valeur énergétique absolument
nécessaire au processus de contraction musculaire(36). La créatinine est
donc synthétisée a partir de la créatine suite a une réaction irréversible et
non enzymatique. Par jour, 1 a 2 % de la créatine musculaire est convertie
en créatinine(37). Il apparait donc évident que la concentration de
créatinine est avant tout dépendante de la masse musculaire(28,37).

Les différences pouvant s’observer dans les concentrations de créatinine
entre hommes et femmes, entre personnes agees et jeunes, entre sujets
d’ethnies différentes sont donc principalement expliquées, en I'absence
de maladie rénale, par les difféerences de masse musculaire entre ces
groupes(28,38).

Vu son poids moléculaire et I'absence de liaison aux protéines, la
créatinine est librement filtrée au niveau glomérulaire(28). En situation
d’équilibre, la concentration de créatinine est stable chez un méme
individu car sa production journaliére, a partir de la créatine musculaire est
constante. En I'absence d’excrétion extrarénale, I'élimination rénale de
creatinine refléte cette production (28).

La production de créatinine pourrait logiqguement diminuer avec I'age,
mais cette diminution est « compensée » par une diminution physiologique
du DFG (28,39). En pédiatrie, les variations de créatinine observées chez
les enfants en croissance sont expliguées par le gain en masse
musculaire. Ceci est d'ailleurs source de difficultés pour les pédiatres car
les valeurs de référence de créatinine chez les enfants varient avec I'age
(25).

Enfin la concentration de la créatinine est également augmentée par
I'ingestion de viande trop cuite, en fonction de la température et de la
durée de cuisson, une transformation de 18 a 65 % de la créatine de la
viande en créatinine qui sera ensuite absorbée au niveau digestif puis
excrétée par les reins(37). L'effet d’'un repas riche en créatine sur la
concentration sérique de créatinine reste tres discuté. Il entrainerait une
variation de la créatinine de 10 a 100 % selon les auteurs (40,40).
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5.2.1.2 Lacystatine C: (41,42)

La cystatine C (anciennement appelée gamma-trace ou post-gamma
globuline) est un polypeptide non glycosylé, basique (pH a 9,3), composé
de 122 acides aminés et dont le poids moléculaire est de 13 359 daltons.
Ce peptide, qui appartient a la superfamille des inhibiteurs de la cystéine-
protéase, joue un rdle de protection contre les destructions des tissus
cellulaires et extracellulaires dues au relargage d’enzymes par les cellules
mortes ou malignes.

La cystatine C est produite par toutes les cellules nucléées qui ont été
étudiées. Cette production est constante, le gene codant pour la protéine
(qui est située sur le chromosome 20) étant un gene de «ménage»
(housekeeping gene).

Le poids moléculaire et la charge positive de la molécule font qu’elle est
librement filtrée au niveau glomeérulaire. Elle est ensuite quasiment
entierement réabsorbée et catabolisée au niveau du tube contourné
proximal. La concentration de cystatine C dans les urines est tres faible
(sauf en cas de tubulopathie proximale). La concentration plasmatique de
la cystatine C ne semble donc étre influencée que par le DFG.

La concentration de la cystatine C est corrélée au DFG mesuré par le >'Cr-
EDTA.

En 1994, la mesure de la cystatine C par la technique PETIA (particle
enhanced turbidimetric immunoassay) se révélait précise et surtout plus
reproductible et rapide (7 minutes). L'automatisation de la méthode
permet des dosages répétés et relativement peu colteux (trois fois le prix
d’'un dosage de créatinine sérique par la méthode de Jaffe)(43,44).

La cystatine C constitue une alternative a la créatinine pour 'estimation
du débit de filtration glomérulaire.

5.2.2 Les margueurs exogenes :
La détermination du débit de filtration glomérulaire peut faire appel a des
marqueurs exogenes en mesurant soit leur clairance plasmatique ou
urinaire ou les deux. Les méthodes utilisant ces marqueurs pour la
détermination du débit de filtration glomeérulaire sont considérées comme
des méthodes de références en raison de leurs précisions et leurs
fiabilités, ces substances ne sont pas ou faiblement liées aux protéines,
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elles sont librement et exclusivement filtrées au niveau rénal, leurs
éliminations rénale se fait par filtration glomérulaire, elles ne sont donc ni
sécrétées ni réabsorbées ni métabolisée au niveau du rein, leurs volume
de distribution est le liquide extracellulaire. Compte tenu de la lourdeur de
leurs réalisations, elles restent difficiles a utiliser en pratique courant(18).

Les substances exogenes utilisées se subdivisent en deux grands
groupes :(18)

- Les radiopharmaceutiques, tels : >'Cr-EDTA ou acide éthylene
diamine tétra-acétique marqué au Cr51, ®mTc-DTPA ou acide
diéthylene triamine penta-acétigue marqué au Tc99m et
I'lothalamate marqué a l'iode125.

- Les produits de contraste iodés radiologiques : [l'iohexol et
I'iothalamate.

- Une autre substance qui n'est classée dans aucune des deux
catégories citées plus haut qui est la premiere a étre utilisée dans la
mesure du débit de filtration glomérulaire est I'lnuline qui a
longtemps été considérée comme le gold standard, n’est plus
utilisée que radiomarquée en experimentation animale et ne dispose
plus d’autorisation de mise sur le marché (AMM) chez 'homme, en
raison des réactions anaphylactiques de certaines préparations
(45).

5.3 Les méthodes de détermination du débit de filtration
glomérulaire

5.3.1 Détermination du débit de filtration glomérulaire (DFG) par
des margueurs endogenes : la créatinine
La créatinine reste le marqueur endogene le plus utilisé malgré ses
inconvénients qui ont été abordés plus haut.

D’autres marqueurs sont actuellement testés en clinique afin d’évaluer
leur fiabilité dans la mesure ou l'estimation du débit de filtration
glomérulaire, ces marqueurs sont la cystatine C. La béta trace protéine
et symetrical dimethylarginine (SDAM) sont des marqueurs nouvellement
proposés comme nouveaux marqueurs de la filtration glomérulaire.
Néanmoins, aucune donnée n’est disponible a ce jour sur I'estimation de
la progression de l'insuffisance rénale avec ces nouveaux marqueurs.
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La détermination de la fonction rénale par la créatinine se fait de deux
manieres ; soit par une mesure direct ou par une estimation a partir de
son taux sérique.

5.3.1.1 Méthode directe :
Elle repose sur la clairance de la créatinine avec recueil des urines des 24
heures en utilisant la formule UV/P. Les inconvénients nombreux de cette
technigue notamment, ceux liés au recueil toujours difficile des urines de
24 heures et la sécrétion tubulaire a partir d’'un certain degré d’insuffisance
rénale, surestimant ainsi le débit de filtration glomérulaire (DFG) mesuré
par la clairance de la créatinine. Tous ces inconvénients ont fait que cette
technique est rarement utilisée.

5.3.1.2 Méthodes indirectes : Estimation de |la clairance de la
créatinine

La relation entre concentration de créatinine et le deébit de filtration
glomérulaire (DFG) est une hyperbole inverse. Le DFG est donc une
fonction de l'inverse du taux de créatinine. Les formules d’estimation
integrent toutes a différents degres, des facteurs influencant directement
la production de créatinine ou des facteurs influencant la masse
musculaire (adge, sexe, poids et origine ethnique). Une multitude
d’équations ont été développées au fil du temps avec un regain d’activité
depuis la publication de I'équation dite @ “MDRD *“. Cette multitude
d’équations est le témoin indirect du caractére tres approximatif d’'une
estimation du DFG basée sur les valeurs de concentration sérique de la
créatinine.

Les formules d’estimation les plus couramment utilisées chez I'adulte sont
les formules de Cockcroft et Gault, MDRD et CKD-Epi  (Annexe 3)

5.3.1.21 Laformule de Cockcroft et Gault :
Le développement de cette formule est 'ceuvre de Donald W. Cockcroft
et M.Henry Gault entre 1972 et 1973. Le premier, médecin résident en
meédecine interne qui se sous spécialisait aux problémes d’allergie
respiratoire au Royal Victoria hospital, est parti en stage dans le service
de néphrologie ou il a travaillé avec MH Gault. La, il a entamé un travail
pour étudier la relation qui peut exister entre la créatinine sérique,
créatinine urinaire, 'age et le poids pour pallier aux problemes rencontrés
avec la clairance basée sur la collecte des urines de 24 heures. C’est ainsi
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qu’il a étudié les créatinines sériques et urinaires de 505 patients dont il a
retenu pour son étude que 249 patients. L'’examen de la relation entre
I'excrétion de la créatinine rapportée au poids par rapport a I'dge a montré
une relation linéaire inverse entre I'excrétion de la créatinine (mg/Kg) et
'age, c’'est a partir de cette constatation que Cockcroft et Gault ont
développé cette formule qui est toujours utilisée de nos jours.

Cette formule a été une alternative pour résoudre le probleme lié a la
collecte des urines de 24 heures et donne un apercu non pas du DFG
mais de la clairance en raison de l'utilisation d’'un comparateur basé sur la
mesure de la clairance de la créatinine par la collecte des urines de 24
heures.

L’effectif utilisé est constitué essentiellement d’homme, 4% de femmes
sont incluses dans I'étude ce qui représente un inconvenient important de
cette etude(46).

5.3.1.2.2 Modification of Diet in Renal Disease (MDRD):

L’objectif de cette méthode était de prédire le DFG mesuré par une
méthode de référence, elle a concerné les sujets dont le DFG était
inférieur a 60 ml/mn. Le choix de cette catégorie de sujets est ciblée pour
voir si le régime hypo-protidique prescrit pour ralentir la progression de
l'insuffisance rénale était réel et que la baisse de la créatinine était liee a
I'amélioration du DFG ou elle est liée uniquement a la baisse de I'apport
en protéines (I'apport de protéines sous forme de viande rouge participe
a 'augmentation de la créatinine sérique).

L’échantillon de population étudié comprenait 1070 patients sur une la
totalité des 1628 sujets inclus dans I'étude MDRD au cours de laquelle
une détermination du DFG par clairance urinaire de L’lothalamate
normalisé a la surface corporelle (rapporté a 1,73 m?) était réalisé. La
population était caractérisée par un age moyen de 50,6ans, un indice de
masse corporelle de 28 kg/m?, comprenait 60% d’hommes et 12% de
noirs. Le DFG moyen était 40 ml/mn/1,73m?. La réalisation d'une
régression multiple intégrant un grand nombre de variables a permis la
dérivation de plusieurs formules de complexité croissante. La formule
initialement recommandée prend le nom de MDRD7(47). En 2000,
I'équipe de S. Livey publie une nouvelle formule simplifiée dite “abrégée”
et qui comprend quatre variables : la créatinine sérique, I'age, le sexe et
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'origine ethnique Plus récemment, une derniere modification a été
réalisée permettant d’utiliser cette formule avec une créatinine sérique
standardisée sur la méthode de référence de dosage de créatinine
(isotope dilution mass spectrometry ([IDMS])(48). Cette derniéere étape est
particulierement importante dans la mesure ou la variabilité analytique liée
aux différentes méthodes de dosage de créatinine constitue un facteur
d'imprécision a la fois substantiel et maitrisable dans I'estimation du DFG
idéalement, les kits de dosage de créatinine doivent étre raccordés a la
méthode IDMS. Cette version corrigée de la formule MDRD est
actuellement la plus utilisée(49,50).

5.3.1.2.3 Laformule CKD-Epi :

Trés récemment développées pour ameliorer les performances
prédictives de la formule MDRD pour les débits de filtration glomérulaires
(DFG) au-dessus de 60ml/min/1,73m?2. Elle a été dérivée d'un échantillon
plus important de 5504 patients d’age moyen de 47 ans, d'indice de masse
corporelle moyen de 28kg/m?, avec 32% de noirs et ayant un DFG moyen
de 68ml/min/1,73m2. Sur le plan méthodologique, cette équation a été
déeveloppée par rapport a un DFG mesuré par clairance urinaire de
I'lothalamate indexé a la surface corporelle et en utilisant une créatinine
standardisée. Le dosage de créatinine des patients de la cohorte de CKD-
Epi n’était par contre pas systématiquement réalisé selon une technique
enzymatique. Cette formule est plus complexe que les précédentes, mais
est supérieure a I'’équation MDRD dans la population a DFG élevé(39).

5.4 Détermination de la fonction rénale par les marqueurs
exogéenes : (18)
La clairance des marqueurs exogenes est déterminée de trois facons
différentes :

1) Perfusion continue avec recueil des urines, il s’agit d'une méthode
de référence qui présente deux inconvénients, le recueil des urines se fait
sur de courtes périodes et nécessite une perfusion continue

2) Perfusion continue sans recueil des urines, au plateau de
concentration plasmatique de I'lnuline le débit de perfusion DP égal au
débit excrété UV. D'ou C = UV/P = DP/P. Cette technique est tres
aléatoire, elle a été abandonnée.
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3) Décroissance plasmatique, cette technique se caractérise par la
facilité d’exécution mais nécessite en cas d’'IRC des prises de sang
tardives. Les inconvénients de cette technique sont ; son co(t, traceurs
radioactifs et surtout l'utilisation de plusieurs méthodes de calcul de la
décroissance plasmatique. Elle est inutilisable pour mesurer les variations
rapides du DFG.

5.4.1 Méthodes de référence

5.4.1.1 Clairances de l'inuline

L’inuline est un polymére de fructose (polyfructosan) avec un poids
moléculaire de 5200 Da, qui est filtré librement au travers du glomérule.
C’est une substance physiologiqguement inerte, libre et non fixée aux
protéines plasmatiques. Elle n'est ni métabolisée, ni sécrétée, ni
réabsorbée par le rein et n’altére pas sa fonction. Bien que certains
auteurs décrivent I'existence d’'une élimination extrarénale(51,52), elle est
considerée comme marqueur idéal de filtration glomérulaire et donc
comme marqueur de référence pour l'étude du DFG par d’autres
marqueurs.

5.4.1.1.1 Dosage de l'inuline

L’inuline est généralement dosée par la méthode colorimétrique a
'anthrone : chaque prélevement est déprotéinisé avec de I'acide
trichloroacétique, puis mélangé a la solution anthrone (acide sulfurique +
anthrone + eau désionisé). Cette méthode est basée sur I'’hydrolyse de
I'inuline en fructose par I'acide sulfurique a chaud puis la condensation du
fructose avec I'anthrone qui produit une coloration verte mesurée par
spectrophotométrie (620 nm). La concentration est déduite a partir d’'un
courbe étalon obtenu avec des solutions d’inuline de concentrations
connues(53). Les inconvénients de cette méthode sont 'usage de produits
caustiques et l'existence d’interférences avec des sucres comme le
glucose (54)

Une autre méthode, exclusivement enzymatique a été développée. Elle
utilise une inulinase (au lieu de I'acide sulfurique) pour hydrolyser I'inuline
en fructose. Ensuite une sorbitol déshydrogénase transforme le fructose
en sorbitol ; cette conversion consomme du NADH qui est mesurée par
spectrophotométrie. Cette méthode donne des résultats équivalents a
ceux de la meéethode a l'anthrone et présente l'avantage de limiter
I'interférence avec les autres sucres(52).
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Ces deux techniques (biochimiques ou enzymatiques) ont une
reproductibilité inférieure a 5 %(55,56).

D’autres auteurs font appel a la chromatographie liquide haute
performance (HPLC) pour le dosage du fructose aprés hydrolyse de
l'inuline(57).

5.4.1.1.2 Clairance urinaire de I'inuline
Elle est considérée comme la technigue de référence ou gold standard.
La technique classique décrite par Smith(58) comprend une injection
intraveineuse d’inuline de charge, suivie d’une perfusion continue de
facon a atteindre une concentration plasmatique constante en inuline.
Aprés une période d’équilibration d’'une heure environ, des échantillons
sanguins et urinaires sont préleves alternativement sur trois périodes de
10 a 20 minutes. Les échantillons urinaires sont prélevés par sondage
vésical. Pour chaque période, la clairance urinaire de I'inuline est calculée
par la formule UV/P et la clairance finale correspond a la moyenne des
clairances de chaque période. Avec cette technique, le DFG chez les
hommes et les femmes agés de 20 a 30 ans en bonne santé a été évalué
respectivement a 130 et 120 mil/min rapporté a 1,73 m2 de surface
corporelle. Le coefficient de variation était de 10 % entre les clairances
des différentes péeriodes d’'une méme épreuve.

Cette technique évite le probléme de I'équilibration entre les différents
compartiments puisque [l'inuline est régulierement administrée en
perfusion continue. De plus, pour éviter le sondage vésical, les périodes
peuvent étre plus longues (30 a 60 minutes) mais dans ce cas, il faut
assurer une bonne hydratation (soit par voie orale soit par perfusion) pour
maintenir un bon niveau de débit urinaire. Pour éviter la perfusion
continue, Tlinuline peut étre administrée en une seule injection
intraveineuse ; mais cette méthode apparait quelque peu moins précise
et est, finalement, peu utilisée(59). Comme pour la technique en perfusion
continue, des prélevements sanguins et urinaires sont réalisés aprés un
intervalle de temps correspondant a la premiere composante de
distribution. Dans le calcul, I'influence du temps de passage du marqueur
dans le tractus urinaire est habituellement négligeable.

La principale limitation de la technique de clairance urinaire est la difficulté
d’obtention de recueils urinaires minutés corrects sans avoir recours au
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sondage vésical. En effet, des recueils urinaires incomplets peuvent
conduire a des résultats erronés. Pour remédier a ce probleme, il est
possible d’évaluer le volume d’urine résiduel dans la vessie par ultrasons
(type BladderScan®)(60). Le recours a des techniques de clairances
plasmatiques permet d’'éviter le probléme des recueils urinaires.

5.4.1.1.3 Clairance plasmatique de I'inuline aprés perfusion
continue
Earle et Berliner(61) ont été les premiers a introduire cette technique
basée sur la mesure de la clairance plasmatique de I'inuline a I'équilibre
(concentration plasmatique du marqueur constante) avec volume de
distribution saturé durant une perfusion continue plus ou moins longue
pouvant couvrir toute une nuit(56)- Plusieurs auteurs ont montré que cette

technigue surestimait le DFG de 5 a 10 ml/min par rapport au DFG
déeterminé par la technique classique(53,56,59). Vu les contraintes
inhérentes a la perfusion continue, cette technique est tres peu utilisée.

5.4.1.1.4 Clairance plasmatique de I'inuline aprés injection
intraveineuse unigue

Un bolus d’inuline est administré par voie intraveineuse et les échantillons
sanguins sont prélevés jusqu’a 240 minutes aprés linjection. Cette
technique a l'avantage de ne pas nécessiter de perfusion continue et
d'étre ainsi plus rapidement réalisée. Les concentrations d’inuline
mesurées permettent la construction de la courbe de décroissance
plasmatique en fonction du temps. La clairance correspond alors au ratio
dose injectée/ASC. Les résultats des études comparant cette technique a
la technique standard sont contradictoires : certains trouvent une
surestimation systématique(62), d’autres montrent une bonne corrélation
des résultats obtenus avec ceux de la technigue standard de clairance
rénale(63,64). Toutefois le nombre de prélévements est trop important
pour qu’elle soit utilisée en pratique courante, surtout chez I'enfant.

5.4.1.2 Clairances de produits radio-margués
Ce sont des substances marquees par un corps radioactif. Les principaux
composeés utilisés comme marqueur de la filtration glomérulaire sont : le
51Cr-acide éthylene diamine tétra acétique (EDTA), le 99mTc-diéthylene-
triamino-penta-acétate (DTPA) et le 125I-iothalamate.
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Ces composeés sont de faible poids moléculaire par rapport a I'inuline. lls
répondent aux principaux criteres de marqueur de filtration glomérulaire :
ce sont des substances libres non liées aux protéines plasmatiques ; leur
élimination extrarénale semble négligeable.

Les avantages de ces substances sont leur facilité d’administration, ainsi
que la simplicité, I'exactitude et la précision de leur mesure. Leurs
propriétés pharmacocinétiques permettent d’étudier facilement la courbe
de décroissance plasmatique en fonction du temps apres injection
intraveineuse en bolus. De cette courbe de décroissance plasmatique en
fonction du temps, la clairance plasmatique du marqueur est calculée en
utilisant des modeles pharmacocinétiques le plus souvent de type bi-
compartimental. L'irradiation entrainée par leur injection, méme si elle est
relativement faible (inférieure a une radiographie des poumons), contre-
indique son utilisation chez la femme enceinte (53,56). La seconde
limitation d’utilisation est d’ordre réglementaire : En Europe, notamment
en Belgique et en France, leur injection doit étre réalisée dans un service
agrée pour I'utilisation des isotopes in vivo. De plus, les déchets radioactifs
nécessitent des circuits d’élimination tres spécifiques et onéreux(63)

5.4.1.3 Clairances de produits de contraste iodés

5.4.1.3.1 L'lohexol:
L’lohexol utilisé dans I’étude (65)

L’lohexol est un produit de contraste iodé non ionique, soluble dans l'eau,
isotonique au plasma humain, utilisé dans les explorations radiologiques,
développé par un radiologue suédois Torsten Almén en 1980.
L’expérimentation de ce produit chez I'animal a révélé gu’il possede une
toxicité faible. Son utilisation chez 'homme n’a pas entrainé d’effets
secondaires et que son excrétion rénale était excellente, tres vite, il a été
détecté dans cette premiére étude que I'lohexol pouvait étre un bon
marqueur de la filtration glomérulaire par le fait qu’il ne modifie pas le débit
de filtration glomérulaire mesuré par °!Cr-EDTA (un marqueur du
DFG)(66) et que son élimination est exclusivement rénale puisque sa
clairance extra-rénale était trés faible.

D’autres propriétés ont été identifiées par d’autres études confirmant que
ce produit était un bon marqueur de la filtration glomérulaire tel son faible
poids moléculaire qui est de 821Da, il est distribué dans l'espace
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extracellulaire et moins de 2% se lient aux protéines plasmatiques, cette
propriété fait que [I'lohexol est librement filtré par le rein, cette
caracteristique est primordiale pour un bon marqueur.

Quand il est utilisé a fortes doses en imagerie médicale, il peut avoir des
effets néphrotoxiques et conduire a une néphropathie, surtout chez des
patients avec insuffisance rénale préexistante. En revanche, quand
I'lohexol est utilisé comme marqueur de du DFG, les doses administrées
sont beaucoup plus faibles.

Ce produit est considéré actuellement comme un marqueur de référence
pour la mesure du débit de filtration glomérulaire au méme titre que
nombreux aux autres marqueurs tels que I'Inuline, I'lothalamate, acide
éthyléne diamine tétra acétigue marqué au chrome 51(°'Cr-EDTA) et
I'acide diéthylene triamine penta acétique marqué par le Technétium 99
(99 Tc-DTPA).

La plupart des auteurs valident la mesure du DFG par la clairance
plasmatique ou urinaire de l'iohexol par rapport a la clairance de
l'inuline(64,67-69). Ainsi, I'étude de Brandstrom et al montre une
excellente corrélation entre la clairance plasmatique de l'iohexol et celle
du >1Cr-EDTA et une absence de différence entre les deux clairances par
I'analyse de Bland-Altman(66).

Ainsi, beaucoup d’auteurs considerent l'iohexol comme un nouveau
marqueur de référence de mesure du DFG.

Dénomination commune : lohexol

Nom chimique : N, N -Bis (2,3-dihydroxypropyl) -5-  N-(2,3-
dihydroxypropyl) -acétamido_ -2, 4,6-triiodoisophthalamide

Formule Moléculaire : C19H2613N309
Poids Moléculaire : 821.14 (Teneur en lode 46.36%)

Formule développée :
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Aspect physique : lohexol est une poudre inodore d’'une couleur blanche
a blanc cassé

Solubilité : lohexol est trés soluble dans I'eau et le méthanol ; a peu pres
insoluble ou insoluble dans I'éther et le chloroforme.

Point de fusion : 174 - 1800

Présentation de I'lohexol (Produit par la société General Electric Hearth
(GE)) :

OMNIPAQUE 140 contient 302 mg d’lohexol équivalent a 140 mg d’iode
organique par mL

OMNIPAQUE 180 contient 388 mg d’lohexol équivalent a 180 mg d’iode
organique par mL ;

OMNIPAQUE 240 contient 518 mg d’lohexol équivalent a 240 mg d’iode
organique par mL ;

OMNIPAQUE 300 contient 647 mg d’lohexol équivalent a 300 mg
d’iode organique par mL ; produit utilisé dans I'étude

OMNIPAQUE 350 contient 755 mg d’lohexol équivalent a 350 mg d’iode
organique par mL.

Chaque millilitre de la solution d’lohexol contient 1.21 mg tromethamine et
0.1 mg édétate de calcium disodique avec un pH ajusté entre 6.8 and 7.7,
avec acide hydrochlorigue ou hydroxyde de sodium. Toutes les solutions
sont stérilisées a l'autoclave et ne contiennent aucun agent de
conservation. La solution d'lohexol est sensible a la lumiere et doit donc
étre protégée de l'exposition.
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5.4.1.3.1.1 Dosage de I'lohexol :
Différentes méthodes sont utilisées pour le dosage de I'lohexol. High
performance liquide chromatographie avec détection par ['ultra-violet
(HPLC-UV), X ray fluorescence (XRF) et liquide chromatographie-tandem
masse spectrométrie (LC-MS/MS) sont les plus validées.

La HPLC-UV est la premiere méthode décrite pour la quantification de
I'lohexol et la plus utilisée en Europe, cette méthode est sensible,
spécifique, reproductible et permet la détection de tres faibles
concentrations, les prélevements nécessaires sont de faible quantité.

Le dosage de I'lohexol dans le sérum apres déprotéinisation et dans les
urines par HPLC est bien validé sur le plan analytique et constitue la
techniqgue de référence(70). C’est une technique de dosage trés sensible
permettant de réduire les doses injectées a 5 ml d’lohexol (300mg/ml).

Les préparations commerciales contiennent deux isomeéres qui se
distribuent dans le corps de la méme maniere. En pratique, seul le pic
principal élué a 5 minutes est utilisé pour déterminer les concentrations
plasmatiques de I'lohexol.

La XRF est egalement décrite comme étant une bonne methode de
dosage de I'lohexol et nécessite une instrumentation spécifique. Trés peu
d’études comparant les deux méthodes ont été menées mais, il semble
gue cette méthodes est moins performante que la HPLC-UV en raison
d’'une sensibilité inférieur.

La LC-MS/MS a été récemment décrite, c’est une méthode plus sensible
et plus spécifiqgue mais elle est de réalisation complexe et son codt est
élevé comparé a la HPLC-UV.

La concordance entre les méthodes de dosage par HPLC-UV et LC-
MS/MS est excellente.

L’lohexol est parfaitement stable aux différentes températures, la
température ambiante et les températures de congélation — 20°c et -80°c.
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5.4.1.3.1.2 Comparaison des méthodes de mesure du deébit

de filtration glomérulaire par I'lohexol et

'lnuline
L’Inuline est la premiére molécule utilisée dans la mesure du deébit de
filtration glomérulaire (DFG), ses caractéristiques de bon marqueur ont été
étudiées expérimentalement et in-vivo par des microponctions. L’Inuline
est éliminée exclusivement par filtration glomérulaire, elle ne subit ni
réabsorption ni sécrétion tubulaire et sa liaison protéique est presque
nulle. De par ces caractéristiques cette molécule est considérée comme
un marqueur de référence mais malheureusement son utilisation n’est
plus possible pour de nombreuses raisons parmi lesquelles ses nombreux
effets secondaires. Les substances qui doivent la remplacer dans la
mesure du débit de filtration glomérulaire doivent avoir les mémes
caracteéristiques.

La comparaison des mesures du débit de filtration glomérulaire (DFG) par
I'lohexol et I'lnuline reléve une bonne concordance entre les deux
méthodes de méme qu'avec les méthodes utilisant °!Cr-EDTA et
I'lothalamate.

5.4.1.3.1.3 L’innocuité de I'lohexol : (71,72)

L’lohexol est utilisé depuis les années quatre-vingts du siecle dernier pour
la mesure du débit de filtration glomérulaire en Europe. Son innocuité a
été largement étudiée, de nombreuses publications sont disponibles qui
démontrent que ce produit n’a entrainé presque aucun effet secondaire
grave, il faut dire que les doses utilisées pour la mesure du deébit de
filtration glomérulaire sont faibles qui sont de I'ordre de 5 ml parfois de 10
ml dans certaines situations particulieres comparées aux doses utilisées
en explorations radiologiques qui peuvent atteindre les 300ml pour la
forme Omnipaque 350.

5.4.1.3.2 L’lothalamate
L'lothalamate est un produit de contraste ionique qui dérive de l'acide tri-
lodobenzoique. Son poids moléculaire est relativement faible (de 636 Da)
et il est distribué librement dans le volume extracellulaire(73,74).
L'lothalamate est un bon marqueur de la fonction rénale ; c’est un
marqueur trés utilisé aux Etats-Unis, notamment dans des essais ayant
construit les équations basées sur la créatinine(47) .Il peut étre utilisé
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marqué par I'125] ou dans des méthodes non-isotopiques "froides" ; c’est
le seul marqueur qui offre cette double possibilité.

Quand il est marqué, sa période physique est de 60 jours, ce qui permet
de différer le dosage. Son dosage peut se réaliser par HPLC, par LCSM,
par comptage radioactif ou par électrophorese(18,75). L'lothalamate a fait
I'objet de nombreuses études notamment en comparaison avec l'inuline.
Plusieurs auteurs ont confirmé la bonne performance des clairances
urinaires de l'lothalamate, en particulier chez les patients atteints de
maladie rénale chronique(76,77). Toutefois, chez les sujets sains, les
résultats sont plus discutables et I'lothalamate semble surestimer
I'inuline(77). Les limitations de ce marqueur résident dans sa clairance
extra-réenale non négligeable, la suspicion d’'une sécretion par les tubules
rénaux et les risques d’intolérance chez les patients allergiques aux
produits de contraste (18,74).

6 Validation d’une méthode d’analyse

La validation d’'une méthode d’analyse est une étape obligatoire qui doit
étre réalisée a la fin de son développement, qui doit étre adoptée par tous
les laboratoires.

Cette étape est hautement reglementée, en vingt ans, de nombreux
guides et recommandations définissant les critéres de validation, dont
I'évaluation permet de démontrer les performances d’'une méthode
d’analyse.

Le consensus sur la terminologie utilisée n'est pas encore disponible. La
terminologie utilisée dans les différents documents officiels est différente
(Hubert Ph 2004)(78)

Les objectifs de la méthode d’analyse est de donner des garanties que
chague mesure réalisée en routine une fois la procédure validée sera
suffisamment proche de la vraie valeur inconnue de I'échantillon ou
comprise dans une limite acceptable. Au vu de cet objectif deux notions
se dégagent :

v' Suffisamment proche : signifie par exemple que la mesure réalisée
en routine sera moins de x% (x se rapporte a la limite d’acceptation)
de sa vraie valeur inconnue.
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v' Garantie : signifie qu’il est trés probable que quelque soit la mesure,
elle sera suffisamment proche de la vraie valeur inconnue. Hubert
Ph(79)

Approches de définition des criteres de validation :

e La société francaise des sciences et techniques pharmaceutiques
(SFSTP) publie un article en 1992 destiné a permettre la validation
de procédures d’analyse en vue d’'un dépdt de dossier d’autorisation
de mise sur le marché (AMM).

Les critéeres de validation qu’elle émit sont : justesse, fidélité et
linéarité. Les plans de préparation des échantillons sont bien décrits.
Pour chacun des criteres de validation, les formules de calculs
statistiques sont données, ainsi que leurs conditions de validité avec
les formules de calcul.

En 2003, de nouveaux articles proposant une alternative a la
meéthode classique de validation des méthodes de dosage ont été
publiés par la SFSTP. (Hubert Ph 2003)(79)

e L'’International Conferences Harmonisation (ICH) créé en 1990 s’est
donné pour mission de réaliser des recommandations pour
I'industrie pharmaceutique rédigés sous forme de guides, dans le
but d’harmoniser les pratiques.

L’ICH propose une validation des méthodes par la validation des
critéres suivants : justesse confondue avec I'exactitude, la fidélité, la
limite de de quantification, linéarité et l'intervalle de dosage.

Pour le calcul de chacun des criteres, il est proposé un nombre
minimum d’essai et de séries d’essais pour les échantillons de
validation, sans préciser comment préparer ces échantillons rendant
le plan de préparation incomplet. (ICH 2005)

e Foods and drugs Association (FDA) associée a I'ICH pour la
validation des méthodes de dosage en milieu biologique propose les
criteres de validation suivants : fidélité, justesse, sélectivite,
sensibilité, reproductibilité et stabilité. Elle donne des définitions et
recommandation générales, reprend les données de I'lCH.

Dans certaines conditions HPLC par exemple, un petit changement
de ratio ou de température, une validation partielle est suggérée par
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I'étude de la fidélité et la justesse. Par contre dans le cas d'un
changement important de la température, du systeme de solvant,
d’appareillage ou de détecteur, la méthode de dosage doit étre
revalidée en totalité.

¢ International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) crée en
1919 par des chimistes de lindustrie et des universitaires, elle
participe entre autre au projet d’harmonisation des méthodes de
mesure appliquée a la chimie. (IUPAC 2013)
Depuis sa création IUPAC se spécialisait dans les méthodes de
validation inter-laboratoires dans le but de valider des méthodes de
dosage qui serviront comme méthodes de référence. A partir de
1988 I'lUPAC s’est donné comme objectif de proposer une
harmonisation des pratiques et de permettre la comparaison de
nouvelles méthodes de dosage par rapport a une méthode de
référence. (IUPAC2013)

e Comité frangais d’accréditation (COFRAC) est en charge de
I'accréditation des laboratoires de biologie médicale. Il publie des
guides qui leurs est destiné pour valider leurs méthodes.

e D’autres organismes tels : Eurachem (chimie analytique),
Association of Official Analitical Chemists (AOAC) (supplément
alimentaires et botanique) et SANCO (résidus de pesticides dans
les aliments ont eégalement contribués a affiner les
recommandations

Les criteres définis pour la validation par la plus part des organismes de
contrble et d’accréditation sont :

La justesse, la fidélité, la linéarité et la limite de détection et de
guantification.

L’exactitude est parfois confondue avec la justesse parfois est définit par
I'association de la fidélité et la justesse.

D’autres critéres de validation comme la sélectivité et la sensibilité sont
également inclus dans le processus de validation (FDA- ICH).
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6.1 Linéarité d’'une méthode d’analyse :

6.1.1Définition :
La linéarité d’'une méthode d’analyse est définit par sa capacité a I'intérieur
d'un certain intervalle de dosage d'obtenir des résultats directement
proportionnels a la concentration en analyte dans I'échantillon Hubert Ph
2003(79).

Sur le plan expérimental, la SFSTP propose cing séries minimum de trois
essais, [IUPAC et Eurachem recommandent au moins six concentrations
a analyser pendant deux ou trois jours. La FDA et TAOAC recommandent
six a neuf concentrations pendant deux jours.

La linéarité doit étre evaluée par :

L’examen visuel d’'une courbe des valeurs du signal analytique
tracées en fonction de la concentration de la substance a analyser.

- La détermination de la répartition des résidus de part et d’autre de
I'axe des abscisses passant par le zéro, la linéarité dans ce cas est
appréciée par la répartition aléatoire.

Les résidus sont les différences obtenus pour chague dosage avec
la moyenne de (n) mesures.

- Le R? de la droite d’étalonnage permet d’apprécier la linéarité d’'une
méthode d’analyse lorsque celui-ci est proche de de 1.

- La somme des carrés des résidus.

6.2 Etude de la justesse :

6.2.1 Définition

L’étude de la justesse est requise par tous les guidelines, la définition
utilisée dans ce travail est celle recommandée par la STSTP.

La justesse exprime I'étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne
obtenue a partir d’'une série de résultats d'essais et une valeur qui est
acceptée, soit comme une valeur conventionnellement vraie, soit comme
une valeur de référence acceptée.
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La mesure de la justesse est généralement exprimée en termes de
recouvrement et de biais absolu ou relatif (erreur systématique) Hubert Ph
2003 (79)

La SFSTP, IUPAC, Eurachem et le COFRAC distinguent entre I'exactitude
et la justesse, pour ces organismes, I'exactitude exprime de fagon
concomitante la fidélité et la justesse.

haute fidelité haute justesse haute exactitude
basse justesse basse fidalite

Figure 45 : Le schéma de la justesse, fidélité et exactitude.

6.2.2_Protocol
- ICH recommande trois concentrations et neuf analyses.

- FDA recommande trois concentrations avec trois niveaux
couvrant I'écart des concentrations et cing analyses.

- AOAC recommande neuf a dix niveaux de concentration a
réaliser pendant trois jours.

La mesure de la justesse est géneralement exprimée en termes de
recouvrement et de biais absolu ou relatif (erreur systématique)

Le recouvrement (R%) : par rapport aux concentrations introduites.
04). = E
R(%)i —; X100
Le biais : absolu (B), ou relatif (B%)
Bi = [i - Xi
_ pi—Xi

B (%) === x 100

Bi: Biais absolu.
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B(%); : Biais relatif.
R (%) : Recouvrement.
Xi: Concentration introduite.

Wi : Concentration calculée.

6.3 Etude de la fidélité (Précision) :

6.3.1 Définition :
Elle exprime I'étroitesse de I'accord (degré de dispersion, coefficient de
variation) entre une série de mesure provenant de multiples prises d’'un
méme échantillon homogene dans des conditions prescrites (ICH 2005)
en accord avec la FDA,SFSTP, AOAC et IUPAC . La fidelité fournit une
indication sur les erreurs liées au hasard (erreur aléatoire).

Trois types de fidélité sont généralement estimés a savoir :

- La répétabilité exprime la fidélité de la méthode lorsque celle-ci est
reprise dans les mémes conditions de réalisation aprés un court
intervalle de temps.

- La fidelité intermédiaire correspond aux variations survenant dans
le méme laboratoire d’analyse effectuées dans des jours différents,
par des personnes différentes, aux moyens d’appareils différents.

- La reproductibilité correspond a la concordance entre laboratoires.

L’Eurachem et SANCO recommandent les trois types pour valider
une méthode.

La FDA et IUPAC exigent les types 1 et 2
L’AOAC recommande les types 2 et 3

La mesure de la fidélité est calculée a partir de I'écart-type des résultats
des essais.

Au plan expérimental :
- Trois niveaux de concentrations sont recommandés par la FDA, ICH.

- IUPAC recommande deux niveaux de concentrations.
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- La SFSTP recommande trois séries de six essais.

Un coefficient de variation inférieur a 5% est exigé pour avoir une bonne
répétabilité. Hubert Ph 2003(79)

6.3.2 Protocol
6.3.2.1 Répétabilité intra-jour :

La répétabilité des six solutions de calibration de I'lohexol préparée dans
le sérum humain a été étudiée. Toutes les solutions ont été soumises a
10 analyses, le méme jour.

La moyenne, I'écart-type et le coefficient de variation ont été déterminés
pour chaque concentration de la gamme de calibration.

Moyenne est calculée par la somme des absorbances ou concentrations
calculées sur le nombre d’analyse réalisé par concentration.

L’écart-type correspond a la racine carrée de la variance.
La variance est la somme des carrés de (xi-i)?/n

Le coefficient de variation est I'écart-type/u X100 exprimé en pourcentage

6.4 Exactitude :
L’exactitude est définie comme étant I'expression de la somme de la
justesse et de la fidélité

6.4.1Le profil de I’exactitude

6.4.1.1 Définition
Le profil d’exactitude est un outil de décision a la fois pratique et visuel. I
repose sur le calcul pour chaque niveau de concentration de I'intervalle de
tolérance a partir des estimations disponibles de la justesse et de la fidélité
de la procédure apres la phase de validation au niveau de la concentration
en question.
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PARTIE Il : EXPERIMENTALE
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7 Matériels et méthodes :
7.1 Matériels :
7.1.1 Type d’étude :
Il s’agit d’'une étude analytique transversale comparant deux types de
méthodes de détermination du débit de filtration glomérulaire, les
méthodes indirectes (dites d’estimation) et les méthodes directes (dites de
référence)

7.1.2 Choix de la population :
La population étudiée est constituée de sujets adultes agés entre 18 ans
et 70 ans, appartenant a la population générale, comportant des sujets
avec insuffisance rénale et des sujets en bonne santé avec une fonction
rénale normale.

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique du centre hospitalier
universitaire de Douéra le 11 avrii 2019 sous le numéro
42/RHD/CD/CE/109.

Chaque participant a été informé des détails de I'étude oralement et par
la remise d’'un document d’information dans les deux langues I'arabe et le
francais. (Annexe 1)

Chaque participant a donné son consentement éclairé pour participer a
I'étude et signé une fiche de consentement individuelle. (Annexe 2)

L’effectif de I'’échantillon de sujets en bonne santé a été déterminé par la
formule suivante : n= (1,96x &) %/ ou & représente I'écart-type, e= I'erreur,
et 1,96 est I'écart réduit pour une espérance a 95%.

En prenant comme référence l'article de Pottel(80) cet effectif est de 100
sujets puisque l'écart-type est égal 26,5 et l'erreur choisie est de
25ml/mn/1,73m>.

La population de sujets étudiés est composée de 100 sujets adultes dont
60 femmes et 40 hommes, recrutés au niveau des consultations de pre-
greffe des services de néphrologie de Batna, de Constantine et de Seétif
ainsi que les patients de la consultation de néphrologie et les volontaires
parmi le personnel médical et paramédical du service de néphrologie et
hémodialyse du CHU de Sétif.
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La cohorte a été constituée par le recrutement successif sur deux périodes
de décembre 2019 a mars 2020 et de janvier 2021 a Juin 2021. Cette
interruption est justifiée par la pandémie du COVID 19.

Pour chaque sujet, les données anthropométriques ont été notées sur une
fiche individuelle tel que le nom, le prénom, le sexe, 'age ainsi que son
poids, la taille, la surface corporelle.

L’index de masse corporelle (IMC) a été calculé selon la formule :
IMC (Kg/m?)= Masse (Kg) / Taille? (m?)

La surface corporelle (BSA) a été déterminée en utilisant la formule de
Du Bois (81): BSA (m2) = 0,007184 x (poids kg) 0,425 x (taille cm) 0,725

L’'origine ethnique et la situation clinique (tabac, HTA, diabéte (si oui
depuis quand) et dyslipidémie (oui ou non, si oui traité ou non),
antécedents nephrologiques et /ou urologiques personnels ou familiaux
ont ete releveés.

L’IMC et |la surface corporelle de chaque patient ont été determines et noté
également. Le niveau d’études et le traitement complet sont précisés ainsi
que I'existence ou non des cedémes déclives ou des membres inférieurs.

Les critéres d’exclusion sont :
Prise de corticoides,
Dysthyroidie,
Patients dialysés,
Oligurie,
Patients transplantés rénaux,
Allergie connue aux produits de contraste iodés,

Utilisation des diurétiques de I'anse dans les quatre heures
précédant le test
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7.1.3 Appareillages pour dosage de I'lohexol :

7.1.3.1 Appareil HPLC

De marque SHIMATZU modeéle Nexera XR : composée de :

Noms : Modeles :

Cerveau CBM-20A Communication Bus module
Injecteur chromato NexeraX2 SIL-30AC

Pompe HPLC A et B LC-20AD XR

Détecteur UV SPD-20A

Dégazeur a membrane DGU-20A5R
Four a colonne CTO-20C
1 PC + Logiciel LC Solution
7.1.3.2 Colonne:
Shim-pack GIST 3u C18 Shimatzu
Bonding : C18
Diametre de pore silice : 3um
Longueur : 100 mm
Diamétre 21mm
Numeéro de série : 16L04246

7.1.3.3 Centrifugeuse :

Presvac DCS- 16RTV, rotor 24 positions
NS : 22022

7.1.3.4 Vortex :

Technokartell TK3S code f202Q0176KA NS : 260239
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7.1.3.5 Microcentrifugeuse :

Sigma Model : 1-4
NS : 167108

7.1.3.6 Balance de précision :

1/1000 Marque OHAUS Model : PQ423C
NS : B.749116457

7.1.3.7 Hotte :
Type Sorbonne

7.1.3.8 PHmetre + Agitateur magnétique :

Marque OHAUS Model: ST3/00
NS: B.806392448

7.1.3.9 Aaqgitateur Magnétique :

Marque VELP scientifica

7.1.3.10 Multiple agitateur :

NS : 433559
Code : F203A0177

7.1.3.11 Bain marie : JP Selecta

NS : 642402

7.1.4 Réactifs pour le dosage de I'lohexol :

7.1.4.1 Acide Métaphosphorigue(MPA) :

SIGMA-ALDRICH, conservation a température ambiante ;

7.1.4.2 Di potassium Hydrogéno Phosphate (K2HP04):

500g, conservation a température ambiante ;
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7.1.4.3 Acide formigue (AF) : 99% :

7.1.4.4 Acétate d’Ammonium a 7,5 M : conservation entre 2 et

8°c ;

7.1.4.5 Acétonitrile: Honeywell, Riedel-de Haen

lot N° K 115 M
Mat N° 10193144;

7.1.4.6 Methanol: Honeywell, Riedel- de Haen

Lot N° JO93S
Cat N° 34860-2,5I;

7.1.5 A préparer le jour de la manipulation

7.1.5.1 Acide Métaphosphoriqgue 5% :

Dans un tube de 10ml peser 0,5 g de MPA+ 10 d’eau distillée ultra pure
cette solution ne se conserve que 24 heures (Dissolution lente)

7.15.2 Tampon K2HPO4 10Mm, PH 7, 0 (AF):

Dans un bécher de 500 ml, mettre environ 200 ml H2O ultra pure + 0,696
g de K2HPO4 (PM 174,18)

Ramener le PH a 7,0 avec 'acide formique
QSP 400 ml avec eau ultra pure dans une éprouvette de 500 ml
Ces 400 ml sont répartis dans 3 flacons de 125 ml

Conservation 2 mois entre -18°C et - 20°C

~ 59 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

7.1.5.3 Phase mobile:

7.1.5.3.1 Phase B:

Acétate ammonium (NH4)
PH a 3,4 (Acide Formique)
Acétonitrile 2%

QSP 400 ml H20 ultra pure
Dans bécher de 500 ml :

Environ 250 ml H20 ultra pure + 533 ul d’Acétate NH4 a 7.5 M
Agiter avec barreau magnétique.

Aprés avoir calibré le pH métre,

Ajuster le pH a 3.4 avec quelques gouttes d’Acide Formique

Transvaser dans éprouvette de 500 ml avec bouchon rodé.

Ajouter 8 ml d’Acétonitrile mesuré avec éprouvette de 10 mi
Ajuster a 400 ml avec H20 ultra pure.

Mélanger.

Transvaser dans flacon ambré Phase B de 500 ml
Conservation 1 semaine a T° ambiante

7.1.5.3.2 Phases de rincage

7.1.5.3.2.1 PhaseC:

Acétate d’ammonium 1M, PH 2.5 (acide formique), MeOH 75%

Pour 400 ml de phase :_Dans bécher de 250 ml

Mesurer 53 ml d’Acétate d’Ammonium 7.5M avec éprouvette
Ramener le pH a 2,5 avec de I'Acide Formique 99 % (environ 50 ml)

Transvaser dans éprouvette de 500 ml avec bouchon rodé.
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QSP 400 ml avec MeoH pur (environ 74 %)
Mélanger

Transvaser dans flacon ambré de 500 ml
Conservation 3 mois a T°ambiante

7.1.5.3.2.2 PhaseA:

MeOH/H20 (80 / 20)

Dans éprouvette de 500 ml avec bouchon rodé
Mesurer 400 ml de MeOH pur

QSP 500 ml H20 ultra pure

Mélanger

Transvaser dans flacon ambré Phase A de 1000 ml
Conservation 3 mois a T° ambiante

7.1.5.4 Calibrants et contrdles :

La détection d’'une substance dans le sérum par High Performance Liquid
chromatography (HPLC) a détecteur UV visible se fait par la mesure de
'absorbance de celui-ci par cette substance qui sera transmise sous
forme d’un pic dit “pic d’absorbance’” sur un écran de réception, ce pic
possede guelques caractéristiques spécifiques tel que 'amplitude, I'aire
sous la courbe et la longueur d’onde ou cette substance absorbe le rayon
UV. L’étude de ces caractéristiques permet de reconnaitre cette
substance et de déterminer sa concentration en mesurant soit I'aire sous
la courbe ou l'amplitude de ce pic qui sont proportionnelles a la
concentration de cette substance.

Pour pouvoir déterminer la concentration d’'une substance donnée, il est
important de disposer de celle-ci afin de réaliser des dilutions successives
de concentration connues. Ces dilutions seront analysées sur le méme
appareil, on aura un pic d’absorbance avec son amplitude et son aire sous
la courbe pour chague concentration, ainsi une courbe dite d’étalonnage
est tracée avec en ordonné les différentes concentrations et en abscisse
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les aires sous la courbe ou 'amplitude du pic de chaque concentration,
cette courbe est de type y = ax+b.

Pour déterminer la concentration de cette substance dans un échantillon
de sérum il suffit juste d’avoir le pic d’absorbance et de déterminer I'aire
sous la courbe ou I'amplitude de ce pic. En utilisant cette formule on
pourra facilement déterminer la concentration de I'’échantillon.

Parfois, il est possible d’avoir des étalons de concentration connue fournis
par I'industrie.

Les contrdles internes sont des préparations de concentration connues de
différents niveaux réalisées au laboratoire dans les mémes conditions que
les échantillons a analyser pour vérifier la fiabilité et la précision de la
technique d’analyse.

7.1.5.4.1 Calibrants :
Référence Produit lohexol : OMNIPAQUE 300 mg I/ml (lode)

Conservation 1 an entre 2° et 8 °c non ouvert
Conservation 3 mois entre 2° et 8 °c apres ouverture
Pour 1 ml de solution : lohexol 647 mg (soit 787.9 mM)
PM lohexol 821,14 contient 3 lodes (3 x 127 = 381 mQ)

Gamme lohexol en uM : 525,25 - 262,6 — 131,3 — 65,65 — 32,8 — 16,4
Préparation de la solution mere a 3151,6 uM :

Dilution au 1/25 = 31516 uM 1000 pl a la pipette Hamilton gsp 25 ml
Nacl en fiole jaugée teintee.

Dilution au 1/10 = 3151,6 uM 1000 pl a la pipette Hamilton gsp 10ml
Nacl en fiole jaugée teintee.

Cette dilution se conserve 3 mois dans une fiole jaugée entre 2°C et
8°C

Un aliquot de cette solution est préparé dans un eppendorf pour les
dilutions suivantes pour éviter les contaminations.

Préparation de la gamme de calibration :
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A partir de la solution mere une gamme de calibration est préparée le jour
de la manipulation pour cela nous avons utilisé un sérum humain dont on
a vérifié qu’il ne contient aucun pic interférant

La premiere étape consiste a préparer une dilution intermédiaire :

Dilution au 1/3 =1050,5 200 pl de la dilution 1/10 + 400 pl de Nacl dans
un eppendorf de 2 mi

La deuxiéme étape consiste a préparer une gamme de calibration par une
cascade de dilution :

Dilution aul/2 = 525,25 200 pl de sérum humain et 200 pul de la solution
a 1/3 vortexer

Dilution au 1/2 = 262,6  200ul de sérum humain et 200 pl de la dilution
précédente Vortexer

Dilution au 1/2 =131,3 200 pl de sérum humain et 200 ul de la dilution
précédente Vortexer

Dilution au 1/2 = 65,65 200 pl de sérum humain et 200 pl de la dilution
précédente  Vortexer

Dilution au 1/2 = 32,8 200 pl de sérum humain et 200 pl de la dilution
précédente  Vortexer

Dilution au 1/2 = 16,4 200 pl de sérum humain et 200 pl de la dilution
précédenteVortexer et jeter 200 pl

Au final on aura un volume de 200 pl

Un blanc est réalisé par le sérum humain utilisé pour les dilutions qui ne
contient de I'lohexol

7.1.5.4.2 Contrdles internes :
A partir d’'un sérum humain de sujets sains 500 ml dont aura vérifié qu’il
ne contient aucun pic interférant (blanc sérum).

On réalise 3 niveaux de controle :
Bas : environ 40 uM

Moyen : 160 pM
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Haut : 300 uM
A partir de la solution mére de I'lohexol Omnipaque 300 a 787,9 mM :

Dilution 1/10 = 3151,6 uM : 1000 ul a la pipette Hamilton ASP10 ml de
Nacl en fiole jaugée teintée

Dilution dans le sérum humain comme suit :

1/10 2000 pl gsp 20 ml sérum

/ humain dans une fiole en verre
315,2 uM

3151,6 uM I 1/20 1000 pl gsp 20 ml sérum
humain dans une fiole en verre

\ 157,6 uM
1/80 250 ul gsp 20 ml sérum

humain dans une fiole en verre
39,39 uM

Les solutions ainsi préparées sont aliquotées par fractions de 200 pl en
eppendorf de 2ml et congelées entre -18°C et -25°C

A chaque série d’analyse un aliquot de chaque niveau est décongelé et
traité comme un patient puis injecté en double en début et a la fin de série.

7.1.6 Dosage de la créatinine :

- Appareillage nécessaire : Analyseur automatique Cobas Intégra 400 plus
(Roche diagnostic).

- Réactifs ; composition et concentration.

7.1.6.1 La méthode colorimétrique : Jaffé cinétique : Tracable
en IDMS

Dénomination :
Creatinine Jaffé Gén 2. (crej2)
Référence : 04810716190

Réactifs composition et concentration :
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Hydroyde de potassium 80 mmol/l
Phosphate 12 mmol/l

Acide picrique 4,4mmol/l

PH 13

Kit prét a 'emploi

7.1.6.2 La méthode enzymatique : Tracable IDMS

Dénomination :

Créatinine PLUS ver 2 (CREP2)
Référence 03263991190
Réactifs et concentration :

TAPS (acide trinydroxyméthyl amino-3propane sulfirique) Concentration
34, 5 mmolo/I

Créatinase = 209 p kat/I
Sarcosine-oxydase = 83 u kat/I
Ascorbate oxydase = 21 j kat/l
Catalase = 1,05 y kat/l

Kit prét a I'emploi

7.2 Méthodes :
Ce travalil est le fruit de collaboration avec le service de néphrologie de la
clinique Daksi a Constantine, le service de néphrologie du centre
hospitalier universitaire de Batna et le service de néphrologie du centre
hospitalier universitaire de Sétif.

Les laboratoires ; du centre anti cancer de Sétif et le laboratoire de chimie
analytique de l'université Sétif-1 ont été au centre dans la réalisation de
ce travail en fournissant aide et assistance tout au long de la réalisation
de ce travail.
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Le laboratoire d’analyse Reggad a fourni une aide trés précieuse en
réalisant tous les dosages de créatinine par les deux méthodes
enzymatique et Jaffé cinétique a titre gracieux.

Le laboratoire central du centre hospitalier de Sétif a contribué a ce travail
par le traitement des échantillons prélevés.

Une mention trés spéciale est a attribuer au laboratoire d’exploration
fonctionnelle et de sa principale responsable de I'hépital Edouard Herriot
de Lyon en me fournissant tous les outils pour la détermination du débit
de filtration glomérulaire : le protocole d’analyse avec tous ses détails et
le logiciel de calcul du débit de filtration glomérulaire.

Le laboratoire de recherche sur les maladies cardio-vasculaire, génétique
et nutritionnelle (LRCVGN) ainsi que tous ses responsable ont permis la
concrétisation de ce travail en fournissant la plateforme nécessaire avec
tout son matériel.

Suite a I'approbation du comité d’éthique du centre hospitalier de Douéra,
I'étude a été menée par un recrutement successif selon les critéres décrits
au chapitre précédent.

La collecte des spécimens et la détermination des différents parameétres
biologiques ont été fait selon le protocole suivant :

La mesure du débit de filtration glomérulaire (DFG) comporte deux
étapes :

7.2.1 Injection de I'lohexol :
L’examen est réalisé en hospitalisation de jour ; chaque participant a fait
I'objet d’'un examen clinique minutieux, ses antécédents notés notamment
les antécedents de terrain atopique et la liste des médicaments précisee.

7.2.1.1 Etape.initiale :
Une prise de le sang a jeun sur tube héparinate de lithium ; un tube pour
le dosage de la créatinine par les trois méthodes et le deuxieme constitue
un témoin identifié comme to pour le dosage de I'lohexol qui sera analysé
comme tous autres prélevement réalisés ultérieurement.

7.2.1.2 Injection de I'lohexol :
L’étape suivante consiste en l'injection de 5ml d’lohexol (Omnipaque®),
647mg/ml d’lohexol et 300mg/ml d’iode, GE Hearthcare). La seringue est
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pesée sur une balance de précision 1/1000 de marque OHAUS avant et
apres l'injection afin de déterminer le poids exact du produit injecté et en
déduire la dose.

L’heure de l'injection est notée, suite a cela une série de 4 prélévements
sanguins sur tube type héparinate de lithium sera ensuite réalisée a
intervalles de temps prédéfinis par rapport a I'injection de I'lohexol : 120,
180, 240 et 300 minutes apres l'injection, identifiés ti2o, tigo, t240 €t T300 SUr
les tubes et les horaires exacts sont également notés avec précision.

Une fois que tous les préléevements sont faits une centrifugation est
réalisée a 3500 tours minute afin de séparer le plasma qui sera ensuite
congelé a — 20°C en attendant d’étre traités.

7.2.2 Dosage de I'lohexol :
Le dosage de I'lohexol a été fait sur les prélevements avant injection de
I'lohexol (to) ainsi que sur les prélevements réalisés a 120 mn, 180 mn,
240 mn 300 mn NOtés ti2o, t1go, toao €t taoo.

La concentration plasmatique a été déterminée par High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) (chromatographie liquide a haute
pression) selon la méthode décrite par Krutzen(1).

7.2.2.1 Le principe de lachromatographie :
Pour pouvoir déterminer avec précision la concentration d’'un composé
dans une solution, il est indispensable que celui-ci soit identifié et séparé
des autres composés qui se trouvent dans cette méme solution.

La chromatographie permet la séparation ou la purification d'un ou de
plusieurs composés d'un meélange en vue de leur identification et de leur
guantification.

La chromatographie en phase liquide comporte deux phases :

- Une phase dite liquide permettant de transporter la solution a
analyser dans la deuxiéme phase

- Une phase dite stationnaire ou s’effectue la séparation des
COMPOSES.

Les composeés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant.
Ce mélange est introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la
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nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase
stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique. La phase
mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systeme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté au
travers du systeme chromatographigue. Les composés en solution se
répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase
stationnaire et seront ainsi séparés. En sortie de colonne grace a un
détecteur approprié UV visible ou détecteur a diode (DAD) les différents
solutés sont caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est
appelé chromatogramme.

Detecteur

Colonne HPLC

Pompe - - I l-’-

Injecteur

Solvant Echantillon Sortie

(phase mobile) Systéme informatique

Figure 5 : Principe de la chromatographie liquide a haute performances

7.2.2.2 Procédure de préparation des échantillons pour le
dosage de I'lohexol :
Cette procédure comporte trois étapes :

e Préparation des solutions nécessaires
- Acide Métaphosphorique 5% (MPA5%) pour la précipitation des
protéines qui est préparée le jour de la manipulation
Dans un tube de 10ml est pesé 0,59 de MPA auquel est rajouté
de 'eau ultrapure pour un volume total de 10 ml
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Tampon Di potassium Hydrogéno Phosphate(K2HPO4) 10mM,
PH7,0

Dans un bécher de 500ml, on met 200ml d’eau ultapure + 0,6969g
de K2HPO4 (PM 174,18)

Le PH est ramené a 7 avec avec I'ajout de quelques gouttelette
d’acide formique suite a quoi le mélange est complété pour avoir
une guantité de 400ml dans une éprouvette de 500ml

Préparer la gamme de calibration (voir chapitre Matériel et
méthode)

e Préparation des échantillons sanguins

Le jour de la manipulation sont préparés les échantillons prélevés :
chaque sujet doit avoir cinq sérums comportant I'identifiant de celui-
ci ainsi que le temps correspondant (t0, t120, t180, et t300), les
contrdles internes ainsi que la gamme de calibration (ou étalon)
préparée le jour de la manipulation.

e Préparation du dosage :

Avant le dosage, les spécimens a analyser sont préparés selon le
protocole suivant :

Décongeler les échantillons sériques a analyser, les sérums de
contrbéle ainsi qu'un sérum ne contenant pas d’lohexol appelé
blanc ;

Ranger les échantillons sériques a analyser dans l'ordre selon
lequel ils apparaissent sur la liste de travail ;

Homogénéiser et centrifuger les échantillons sériques a 4000
tours/minute pendant 5 minutes ;

Numeéroter les micro-tubes coniques dits eppendorf de 2 ml avec
les numéros correspondant au plan de travail :
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> 6 tubes pour la gamme étalon identifiés avec la
concentration;;

> 3 tubes pour les contréles internes identifiés avec la
concentration ;

» 5 tubes pour chaque sujet comportant son identifiant ainsi
gue le temps du préléevement ;

> 4 tubes contenant un sérum de sujet sain appelé blanc.

7.2.2.3 _Réalisation du dosage :
Dans chaque tube conique eppendorf correctement identifi€, mettre 200pl
de sérum de chaque prélévement auquel on rajoute 200ul de MPA 5%
distribués avec la pipette répétitive (soit une dilution aul/2 du sérum) ;

Mélanger au vortex pendant 10 secondes ;
Centrifuger 8 minutes a 12000 rpm dans une microcentrifugeuse ;

Prélever 200ul de surnageant dans un autre tube conique et le diluer par
1400ul K2HPO4 10 mM pH 7,0 ;

Filtrer la solution ainsi obtenue par un filtre de 0,2um directement dans le
vial de 2ml identifié a visser avec bouchon, on obtient une dilution de 1/8 ;

Au final on obtient :

6 vials de la gamme d’étalonnage (calibration) Identifiés avec la
concentration 525,25/ 262,6/ 131,3/ 65,65/ 32,8/ 16,4 ;

3 vials des contrbles internes 40uM, 160uM et 300uM ;
5 vials par personne correspondant au t0, t120, t180, t240 et t300 ;
1 vial de sérum seul : banc

Ainsi, les vials sont prét a I'analyse, seront placés dans le portoir prévu a
cet effet et placés dans I'appareil pour injection et pour analyse.

Dosage sur la chaine High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
Selon les parametres définis par Krutzen (1):
Débit : 1ml /min ;

Pression : < 50 bars ;
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Température du four a colonne : 50°c ;

Phase mobile : Mélange acétate d’ammonium10mM, Ph 3,4 (acide
formique)/acétonitrile 2%;

Volume injecté : 204l ;
Longueur d’'onde de mesure : 245 nm ;
Colonne C18 100mm, diametre de pore 3um.

7.2.2.4 Lecture et compilation des résultats
A la fin de l'analyse, la compilation des résultats consiste a :

- Sélectionner le pic dans la zone de migration de I'lohexol (Temps de
rétention 1,5 min) ;

- Déterminer I'aire sous la courbe ;

- A partir des étalons, tracer la courbe d’étalonnage (surface des pics
en fonction des concentrations connues d’étalon) ;

- Deéterminer I'équation de la courbe d’'étalonnage de la forme : y= ax
+b

- A partir des aires de chaque pic d’échantillon (y), calculer les
concentrations d’lohexol (x) correspondantes ;

- Les concentrations sont exprimées en umol/mL.

7.2.2.5 Rincage de la boucle d’injection et de la colonne
A la fin de chaque série est injecté 10ul d’'une solution Acétonitrile/eau
(50/50) pour rincer la boucle d’injection.

Un programme de ringcage de la colonne est également lanceé :
30 min Acétate d’ammonium 1 M, pH 2,5 (AF) (phase C)

2heures rincage avec un mélange de Méthanol et eau (MeOH/H20)
(80/20) phase A.

7.2.3Dosage de la créatinine

Afin d’apprécier I'incidence de la méthode dosage de la créatinine sur les
résultats des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire,
celle-ci a été réalisé sur un prélevement initial avant linjection de
lohexol par deux méthodes :
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- La méthode enzymatique
- La méthode cinétique

7.2.4 La méthode enzymatique :

La méthode de dosage enzymatique de la créatinine repose sur le dosage
de la Sarcosine obtenue apres transformation de la créatinine a I'aide de
créatininase et de créatinase. L’action de la Sarcosine-oxydase sur la
sarcosine conduit a la formation d’eau oxygénée qui est mesurée a l'aide
d’'une réaction de Trinder modifiée. Cette méthode est calibrée sur
spectrométrie de masse, sur analyseur Cobas Intégra a londueur d’'onde
505 nm (Roche diagnostic)

Créatininase Créatinase

Créatine + H,O Sarcosine + Urée

Créatinine + H,O

Sarcosine oxydase

Sarcosine + H,O + O, Glycine + formaldéhyde + H,O,

Peroxydase

Quinone mmine + H,O (réaction de

TRINDER)

H,0, + amino-4-phénazone

(incolore) rose / lecture a 505 nm

7.2.5 La méthode cinétique :

C’est une méthode colorimétrique qui consiste a mettre en contact le
sérum a analyser avec l'acide picrique qui en milieu alcalin donne une
coloration rouge orangée dont lintensité est proportionnelle a la
concentration de la créatinine. Cette méthode n’est pas spécifique
puisque de nombreux composés contenus dans le sérum interagissent
avec l'acide picrique, pour identifier I'intensité de la coloration liée a la
créatinine on se base sur la lecture dite en deux points c’est-a-dire a vingt
seconde et a quatre-vingt seconde et la concentration ainsi obtenue
correspond a la moyenne des concentrations a vingt secondes et a quatre-
vingt seconde. Cette méthode est dite en deux points.
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7.3 Les méthodes de détermination du débit de filtration
aglomérulaire

7.3.1 Détermination du DFG mesuré (DEGm) par clairance
plasmatique de I'lohexol :
Nous avons utilisé le modéle pharmacocinétigue monocompartimental
dans lequel 'organisme est assimilé a un compartiment unique (le plasma)
ou se répartit la substance injectée (le marqueur). Dans ce modéle, La
concentration c(t) du marqueur a un temps « t » donné dans ce
compartiment aprés la fin de l'injection est égale a I'exponentielle de « t ».

Dose injectée

— 1. a-b.t
Cit)=1l1e" 2SC

Ou |1 est lintercepte de la courbe sur I'axe des ordonnées, ce qui
correspond a la concentration théorique du marqueur dans le
compartiment a la fin de l'injection et b1 le débit constant d’élimination.

L’intégrale de cette fonction correspond a 'ASC et est égale a l1/b;. Dans
ce modele uni-compartimental, le calcul de 'ASC ne tient donc pas
compte de la premiére composante de distribution (car les préléevements
sanguins sont effectués apres un intervalle de temps suffisant pour
s’affranchir de cette premiére composante de distribution) et est donc
sous-estimée. La clairance plasmatique et le DFG (dose injectée/ASC)
s’en trouvent donc surestimés.

Afin de compenser la phase de distribution, la mesure du DFG a été
corrigée par la formule de Brochner-Mortensen (20)publiée en 1972.

Les résultats ont ensuite été normalisés a la surface corporelle (BSA) en
utilisant la formule de Du Bois (81) .

7.3.2 Etapes de dosage et du calcul du DFG par la clairance de
I'lohexol :
Pour un échantillon contenant de I'lohexol dont la concentration est
inconnue, celle-ci est déterminée en mesurant 'aire sous la courbe du pic
de [l'lohexol sur HPLC qui permettra ensuite de déterminer Ia
concentration par l'utilisation de I'équation y=ax + b

y aire sous la courbe

X concentration
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-b
x= 2=
a

Exemple pratique concret de la détermination des concentrations de
I'lohexol pour mesurer le deébit de filtration glomérulaire chez un sujet
quelconque :

Ce sujet posséde cinqg prélevements au temps 0 (t0) avant l'injection de
I'lohexol, au temps 120min (t120), 180min (t180), 240min (t240) et 300min
(t300) Apres injection de I'lohexol.

Premiere étape :

Préparer la solution acide métaphosphorique a 5% (cf chapitre méthode)
Préparer la solution tampon K:HPO4 10 Mm

Deuxiéme étape :

Décongeler les sérums du sujet et les centrifuger 3500 Trs pendant 5
minutes ;

Préparer cinq tubes coniques type eppendorf identifiés : nom et le temps
du prélevement t0, t120, t180, t240 et t300 ;

Prélever 200ul de sérum de chaque sérum et les mettre dans chaque tube
conique correspondant ;

On rajoute 200 ul d’acide métaphosphorique a 5% dans chaque tube par
une pipette pour déprotéiniser le sérum ;

On centrifuge le mélange dans une micro-centrifugeuse a 12000 tours
pendant 8 minutes ;

On préléve le surnageant qu’on va mettre dans un autre tube conique
auquel on rajoute 1400ul de la solution tampon ;

La solution obtenue est filtrée directement dans un tube a bouchon vissé
appelé vial ;

Au final on obtient cing vials au temps t0, t120, t180, t240 et t300 min, ces
tubes sont préts pour analyse.
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Troisieme étape :

Passage sur HPLC aux conditions décrites au chapitre matériels et
méthodes

On obtient les résultats de I'aire sous la courbe pour chaque préléevement :
Les aires sous la courbe sont les suivantes :

At0:0

A 1120 : 68046

A 1180 : 46000

A t240 : 37370

A t300 : 26321

Pour déterminer la concentration correspondante pour chaque
prélevement on utilise la formule de la courbe d’étalonnage suivante :

y =742,95x + 12466
X . concentration
y : aire sous la courbe
X=y—12466 /742,95

En appliquant cette formule on obtient pour chaque aire sous la courbe
une concentration :

A 1120 : 68046 -12466 / 742,95 = 74,8 umol/ml
A 1180 : 46000 -12466 / 742,95 = 45,1 pmol/ml
A 1240 : 37370 - 12466 / 742,95 = 33,5 pmol/ml
A 1300 : 26321- 12466 / 742,95 = 18,6 pmol/ml

Une fois les concentrations pour chague temps obtenues, un logiciel sera
utilisé pour tracer la courbe de décroissance, qui servira a calculer le débit
de filtration glomérulaire (DFG).

Noter les concentrations dans le tableau suivant :
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PLI0X CLAIRANCE RefLaho ool diagnostic oong
Nom: 8V Date Examen: 214 N4
Autres paramétres ST
Iohexol | Iohexol | LN conc cole examen positio
pmoll mgl | Iohemol (mg) Val Ref N4

ST 00 Sodium | #NA |mmdl |#NA
81 73 614 Potassium | #NA |mmell | VA
Y] 51 70 361 Chlore | #NA jumll | VA
9 315 s Bicarbonates| #NA |nmoll | =NA

Protéines | #NA |sL A
Glucose | #NA |nmall | £¥A
Caleium ANA |nmoll | VA
phosphore ANA jnmdl | ENA
Magnesin | ENA jnmoll | 8N4
Observations acunque ANA |moll | 2NA

r

Cystatine C (mg/L)

aspect plasma| #N/A

i

Noter le nom, prénom, age, la taille et le poids du sujet ;

Noter le temps exact du prélevement ;

Noter la dose exacte de I'lohexol ;

Pour déterminer la dose exacte nous avons besoin de :

Du poids du ml de la solution Omnipaque 300 qui est de 1,288 g

La concentration de I'lohexol dans le flacon Omnipaque 300 utilisé pour
notre travail est de 647mg/ml

Le poids net delta p de la solution d’Omnipaque 300 injecté est la
différence du poids de la seringue remplie et de celle-ci aprés injection qui
est dans notre exemple 6,719 g

Pour déterminer le nombre de millilitres injecté 6,719 / 1,288 ici il est de
5,2 ml

La dose réelle injectée est : 5,2 ml x 647 mg = 3375 mg
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codle sexe coeff sexe  Lorentz

(Toud) Loventz poidsidéal Poidsajuste SCavee pois ajusté

Nom Prémm | Datemaiss, | Sexe Age calenlé taille poids | Suf Corp. | Coeff. Cor. | AgeIMX
| A A F 30 m 3 180 0% AN 1 il
TEMPS
51 0 PAS PAD I
5] I A | oan [ a4
B 10 A | oan [ a4
§ 0 A | oan [ a4
e} 0
B adulte
orrection BSA pré BM CKDEPI MDRD
Dose injectée DFG calculé mlan] P | ],
poids seringue pleine (g) pente de fa courbz en VA= 00 (0065 Homme | #NA | Homme | N4
poids seringue vids (g) LN ordanméz 370 = A 4899 Fenme | #NA | Fenme | N4
deliaP (g) 6,718 conc T0 = Exp A mg) 1342 comection BSA past B
dose diohexol inectée (mg) 37 OFG bt = dose’e/EXP A 1660 mtercepen_wrlmﬂll&i

F
N ANRSTINT

nanka

Le calcul du DFG devient automatique dans la suite de tableau

Qui est de 130ml/mn/1,73m?

s L7

Le modele compartimental utilisé est le modéle simplifié avec correction
par le facteur de Brochner Morttensen.

Dose injectée

poids seringue pleine (g)
poids seringue vide (g)
delta P (g)

dose dichexol injectée (mg)

Equation de |a droite obtenue y = ox + b

6,719

3375

DFG calculé :

pente de la courbe en VA = a
LN ordonnée 3 T0 = A

conc T0 = Exp A (mg/l)

DFG brut =dose*a/EXP A

DFG Brut ml/min/1,73m2

BEM adulte
correction BSA pré BM

0,0066
4,3691
1302
171,1

o (VA) b DFG Brachner (ml/min/1,73 m2)
| oom6 | aser | DFG Brochner (miimin)
y =-0,0066x + 48691

5232 courbe décroissance de l'iohexol R*=09752
E3%0
< 300
S 250
5 200
g 150
g 1,00
z 050

0,00 ‘ | | ‘ | |

0 60 120 180 240 300 360
temns Iminl
data extraites | Clairances iohexol simple | Feuil3 ®
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mlimin'1, 73m? mlmin1, 73m?
Homme #N/A | Homme | #N/A
Femme #N/A | Femme | #N/A

correction BSA post BM
r

r

Clbrute
CIBM
CIBM/LT3
correction BSA pré BM
Clbrute/1,73
C1BM/1,73

1704
1335

1284

1639
1207
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7.3.3 Estimation du deébit de filtration glomérulaire (DFG) :
Les DFG estimés ont été calculés a partir des formules MDRD, CKD-EPI
et méthode de Cockcroft-Gault exprimés en mL/min/1,73m2 comme suit:

MDRD créatinine (47,48)

DFG estimé (mL/min/1,73 m?) = 175 x {[créatinine sérique (umol/L) /
88.4115% x 3ge (année) 0203 x 0,742 (si femme) x 1.212 (facteur ethnique
pour les Afro-Américains)

CKD-EPI créatinine (39)

DFG estimé (mL/min/1,73 m?) = 141 x min (Scr/k, 1)a x max(Scr / k, 1)
1209 x 0.993 Age x 1.018 (si femme) x 1.159 (facteur ethnique pour les
Afro-Americains),

Scr = creatinine sérique, k = 0.7 pour femme et 0.9 pour homme, a =
—-0.329 pour femme et —0.411 pour homme, min = le minimum de Scr/k ou
1, max = le maximum de Scr/k ou 1.

Formule de Cockcroft-Gault (46)
DFG (ml/min/1,73 m?) = (140 — Age) x Poids/créatinine (mg/l) x 7,2
Pour les femmes x 0,85

7.4 Méthode de validation de la méthode de dosage de I'lohexol

7.4.1 Identification du pic de I'lohexol
La mesure du débit de filtration glomérulaire par la clairance plasmatique
de I'lohexol comporte trois étapes

1'¢¢ étape : Identification du pic correspondant a I'lohexol :

Cette étape consiste a préparer dans les mémes conditions deux
échantillons ; un dit blanc contenant un sérum de sujet sain seul et un
échantillon de sérum contenant de I'lohexol a une concentration connue
ici 525,5 pmol/ml, ces deux échantillons vont subir toutes les étapes de
traitement décrites dans le chapitre méthodes a savoir déprotéinisation et
dilution par le tampon.
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Une fois passé pour analyse sur HPLC on aura les tracés suivants :

Datafile Name:'13blanc2.lcd

mv,
Detector A 245nm
15.0
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Figure 6 : Tracé 1 : Dit blanc contenant que le sérum d’un sujet sain sans lohexol
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Figure 7 : Tracé 2 : Tracé du méme sérum auquel on a rajouté de I'lohexol a la
concentration de 525,5 pmol/ml
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Fig. 1. Chromatogram of a serum 130 pg/ml iohe:ol calibrator.

Figure 8 : Tracé 3 : Littérature (70)
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Sur les deux tracés, il existe des pics communs apparaissant au méme
temps de rétention correspondant a un composé se trouvant dans le
sérum, alors, que sur le deuxieme tracé, on voit apparaitre un autre pic
au temps de rétention de 1,5 secondes, ce tracé comporte deux pics, un
petit et un autre plus ample qui sont fusionné a la base, comparés aux
tracés de I'lohexol décrits dans la littérature, on confirme qu’il s’agit du pic
correspondant a 'lohexol.

Sur ces tracés il y’a un pic principal plus ample et plus large correspondant
a la molécule de l'lohexol et un pic secondaire moins ample initial
correspondant a I'isomére. Pour le dosage de I'lohexol on prend en
considération le pic principal.

2¢me étape : détermination de la courbe d’étalonnage :

Une fois la gamme de calibration est préparée (chapitre matériels) celle-
ci comporte six concentrations décroissantes de 525,5 - 262,6 - 131,3 —
65,65 — 32,8 — 16,4 umol/ml qui seront traiteées de la méme fagon et seront
eégalement passées en HPLC, les tracés obtenus sont les suivants :
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Figure 9 : Les aires sous la courbe et les amplitudes des pics d’absorbance avec les
gammes d’étalons aux différentes concentrations.
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Les amplitudes et des aires sous la courbe des pics obtenus sont
croissantes, sont proportionnelles a la concentration de I'lohexol dans la
solution étalon, elles apparaissent toutes au méme temps de rétention de
1,5 minute. L’amplitude et I'aire sous la courbe de chaque concentration
est mesurée pour chaque concentration.

Tableau 1 : Ce tableau donne les valeurs de I'aire sous la courbe pour chaque
concentration.

concentration |Aire sous la courbe
525,5 401228

262,6 211309

131,3 109076

65,65 60976

32,8 39560

16,4 21047

Ces valeurs de I'aire sous la courbe seront utilisées pour tracer la
courbe d’étalonnage et nous servira a déterminer la concentration
dans les échantillons des sujets pour calculer le débit de filtration
glomérulaire(DFG).
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Figure 10 : Cette courbe d’étalonnage est en fait une droite de type : y= ax+b

~ 81~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

X : représente la concentration
y : représente l'aire sous la courbe

7.4.2 Etude de lalinéarité de la méthode de dosage de
I’lohexol

La linéarité de la méthode de dosage de I'lohexol a été étudiée par les
concentrations calculées pour les solutions étalons préparées
préalablement aux concentrations de 16,4 - 32,8 — 65,65 — 131,3 — 262,6
et 525,25 umol/ml.

Nous avons procédé a I'analyse des solutions de calibration trois jours de
suite et nous avons calculés les concentrations correspondantes.

7.4.3 Etude de la justesse :
La justesse a été etudiee dans notre travail par les concentrations
calculées pour les six gammes d’étalon répétées dix fois le méme jour,
nous avons déterminé la moyenne des dix concentrations calculées, par
la suite nous avons déterminé le recouvrement, le biais absolu (Bi) et le
biais relatif B(%o)i.

Le recouvrement a été calculé comme suit :
R(%)i= % x100 (pi = concentration calculée, Xi Concentration introduite)

Le biais : absolu (B), ou relatif (B%) ont été calculés de la fagcon suivante :
Bi = Mi - X

B (%) ==X x 100

Xi

La cible pour le recouvrement est de 100% (la concentration calculée est
égale a la concentration introduite).

La limite d’acceptabilité est de 15% soit (85 a 115%). Hubert Ph 2003(79)

7.4.4 Etudes de la fidélité également appelée précision) :
La fidélité a été étudiée dans notre travail par les concentrations calculées
pour les six gammes d’étalon répétées dix fois le méme jour dite
répétabilité intra-jour et pendant trois jours dite répétabilité inter-jours.
Nous avons déterminé la moyenne des dix concentrations calculées,
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I'écart-type et le coefficient de variation qui ont été calculés de la fagon
suivante :

L’écart-type correspond a la racine carrée de la variance.

La variance est la somme des carrés de (xi-W) 2/n

écart—type

Le coefficient de variation est x 100 exprimé en pourcentage

Xi : concentration introduites et 1 : moyenne des concentrations calculées.

Un coefficient de variation inférieur a 5% est exigé pour avoir une bonne
répétabilité donc une bonne fidélité. Hubert Ph 2003(79)

7.5 Analyse statistique :
L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel : XLSTAT 2013.

La normalité des résultats a été appréciéee par le test de Shapiro-Wilk.
Les résultats sont exprimés en moyenne+/- écart-type.

Les performances des équations Cockcroft-Gault, MDRD et CKD-Epi
avec les différentes méthodes de dosage de la créatinine ainsi que les
facteurs ethnigues des populations afro-américaines, chinoises
japonaises et thailandaises ont été appreciées par I'étude du biais, de la
précision et I'exactitude a 10% (P10) et a 30% (P30) par rapport a la
meéthode de référence a I'lohexol.

Le biais est la moyenne des différences entre le DFG estimé et le DFG
mesuré et la précision est I'écart type autour de cette différence. Le biais
relatif est calculé par rapport au DFG mesuré. La P10 et la P30 sont les
pourcentages de résultats estimés se trouvant respectivement dans *
10% et +30% des valeurs mesureées.

La méthode de Bland-Altman permet la représentation conjointe du biais
et de la précision(82). Celle-ci prend la forme d’un graphique avec en
abscisse la moyenne des DFG mesurés et estimés, en ordonnée la
différence entre le DFG mesuré et estimé. Chaque valeur est représentée
et le nuage de points donne I'impression visuelle de la dispersion des
valeurs autour du biais figuré par la ligne horizontale. La précision est
représentée par deux lignes comprenant entre elles 95 % des estimations
(le biais + 2 écarts-types).
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Pour les comparaisons statistiques nous avons utilisé TANOVA a un
facteur et le test t de Student et la régression linéaire pour apprécier les
différences entre le DFGm et les différentes formules d’estimation.

L’évaluation de la corrélation est réalisée par la détermination du
coefficient de corrélation r selon Bravais-Pearson. Elle mesure la force de
la relation linéaire existant entre deux variables, ici le DFG estimé et
mesuré. Plus r est proche de 1, plus il existe une relation linéaire de type
y = ax + b entre les deux variables. Cependant, si a et b sont trés différents
de 1 et 0 respectivement, la justesse et la précision peuvent étre faibles
avec r proche de 1.
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PARTIE lll : RESULTATS ET COMMENTAIRES
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8 Résultats de la mesure du débit de filtration
glomérulaire DFGm par la clairance de I’lohexol :

Les résultats sont présentés pour 'ensemble de la population étudiée ainsi
les sous populations repartis selon I'age et le sexe.

Distribution des valeurs de DFG mesuré

Les valeurs de DFGm déterminées par lohexol de la population d’étude
sont présentées dans le tableau 1. Les sujets concernés sont constitués
de 60 femmes et 40 hommes, recrutés selon des critéres cliniques comme
décrits au chapitre matériel et méthodes. Le DFGm moyen est
88,29ml/mn/1,73m2 avec un écart-type de 27,90. La distribution des
DFGm a montré une allure gaussienne Figure 25.

Tableau 2 : Caractéristique de la population étudiée, présentation des résultats :
Moyenne =+ Ecart-type.

Total Féminin Masculin
Patients 100 60 40
Volontaires 41 21 20
Donneurs vivants 33 18 15
MRC 13 12 1
IRC 13 10 3
Age 42,3+134 41,4 +13,7 43,7 +
Poids 75,4 +13,8 71,0+£11,0 82,0+ 14,8
IMC (Kg/m?) 26,9+4,0 27,0 £ 3,86 26,7 £4,21
Surface (m?) 1,84 10,2 1,75 0,15 1,97 +0,2
Créatinine Enz. (mg/l) 8,71 +4,03 8,31+4,40 9,31+3,35
Créatinine Cin. (mg/l) 8,49 + 3,90 8,10+ 4,20 9,07 13,40
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Distribution des valeurs du DFG
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Figure 11 : Distribution du DFGm dans la population d’étude.

Le test de SHAPIRO-WILK a permis d’attester la normalité de la
distribution des valeurs de DFGm.

9 Reésultats de dosage de la créatinine
La créatinine a été dosée par deux méthodes ; la méthode enzymatique,
et la méthode cinétique afin de déterminer une éventuelle incidence de la
méthode de dosage sur les résultats de I'estimation du débite de filtration
glomérulaire (DFG).

Ces deux méthodes sont les plus couramment utilisées et les plus
validées et sont également standardisées par rapport la méthode IDMS.

9.1.1 Les résultats de la créatinine par les deux méthodes :
Les résultats sont exprimés en mg/l et présentés pour I'échantillon total
avec les deux types de dosages dans le tableau suivant :
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Tableau 3 : concentration de la créatinine par les deux méthodes dans I’ensemble de la
population.

Moyenne Ecart-type t Test
M. enzymatique 8.71 4.03
(mg/l) p value : 0,7

M. cinétiqgue (mg/l) 8,49 3,9
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Figure 12 : Distribution de la créatinine enzymatique dans la population étudiée
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Figure 13 : Distribution de la créatinine cinétique dans la population étudiée

~ 88 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

35

30

25

20

15

Créatinine Jaffé cinétique

10

15
Créatinine Enzymatique

y=0,9248x+0,4342 Q

20 25

Linéaire (Créat cin.)

Linéaire (Créat

cinétique - DS)

Linéaire

(CréatininCréat
cinétique +DS)

30

35

Figure 14 : Courbe d’évolution de la créatinine Jaffé cinétique et Jaffé cinétique + DS par
rapport a la créatinine enzymatique, il existe une corrélation parfaite entre les deux types de
dosage avec un R?= 0,911.

Tableau 4 : régression linéaire entre créatinine enzymatique et créatinine cinétique avec
un coefficient de régression r? = 0,91.

Valeur
Degré de|Somme Moyenne critique de
liberté des carrés |des carrés |F F
Régression |1 1376,52 1376,5 1003,2(2,8.10
Résidus 98 134,47 1,4
Total 99 1510,99
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ANALYSE DE VARIANCE

Statistiques de la régression

Coefficient de détermination multiple 0,95
Coefficient de détermination R"2 0,91
Coefficient de détermination R"2 0,91
Erreur-type 1,17
Observations 100

9.1.2 Les résultats du débit de filtration glomérulaire estimé
Le débit de filtration glomérulaire estimé (DFGe) a été déterminé par deux
meéthodes de dosage de la créatinine.
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Figure 15 : Distribution du débit de filtration glomérulaire estime par la formule MDRD
Enzymatique.
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Figure 16 : Distribution du débit de filtration glomérulaire estime par la formule MDRD
Cinétique.
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Figure 17 : Distribution du débit de filtration glomérulaire estime par la formule CKD-Epi
Enzymatique.
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Figure 18 : Distribution du débit de filtration glomérulaire estime par la formule CKD-Epi
Cinétique.

Le tableau suivant montre les résultats du débit de filtration glomérulaire
estimé (DFG estimé) exprimé en ml/mn/1,73m? par les trois méthodes ;
MDRD, CKD-Epi et Cockcroft-Gault.

La comparaison du débit de filtration glomérulaire utilisant les deux
méthodes de dosage de la créatinine ne montre aucune différence.

Tableau 5 : Montre les résultats du débit de filtration glomérulaire estimé par les trois
méthodes d’estimation utilisant les deux techniques de dosage de la créatinine. La
technique de dosage de la créatinine ne modifie pas le résultat du DFG estimé pour les
trois méthodes

Moyenne Ecart-type t Test

MDRD Enz. vs Cin. |99,09/100,98 41,81/29,65 P=0,74

CKD-Epi Enz. vs Cin.|98,03/99,13 29,65/29,23 p=0,79

Cockcrof-Gault Enz.

. 123,82/125,9 53,9/54.,6 P=0,8
vs Cin.

De méme, la comparaison du deébit de filtration glomérulaire estimé
(DFGe) par les deux méthodes MDRD et CKD-Epi ne montre également
aucune différence selon qu’on utilise la créatinine enzymatique ou
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cinétique comme le montre le tableau suivant. A I'opposé, il existe une
surestimation du DFG par la méthode de Cockcroft-Gault comparé aux
deux précédentes méthodes quelque soit la technique de dosage de la
créatinine.

Tableau 6 : Résultats comparatifs du débit de filtration glomérulaire estimé les trois
méthodes. Aucune différence n’est observée avec les méthodes MDRD et CKD-Epi
aussi bien avec la créatinine dosée par la technique enzymatique que cinétique. Par
contre la différence est nette avec ces deux méthodes comparée avec la méthode de
Cockcroft-Gault.

moyenne Ecart-type t Test
MDRD Enz. VS _
CKD-Epi Ena. 99,09 vs 98,03 |41,08 vs 29,65 |p=0,83
MDRD Enz. VS _
CKD-Epi Gin. 99.09 vs 99.13 |41.08 vs 29.23 |P=0.9
MDRD  Enz. VS|gg 09\ 123.82(4108vs 539 |P=0,0003
Cockcroft Enz.
MDRD  Enz. VS|gg 09ys 1259 [4108vs54.6 |P=00001
Cockcroft Cin.
MDRD €Cin.vs. CKD-1, 5 98 s 98.03|41.83 vs 98.03 |P=06
Epi. Enz.
MDRD €Cin. vs CKD-1, 55 98 vs 99 13/41.83 vs 99.13 |P=07
Epi Cin.
MDRD  Cin. vs|100.98 Vs -
Cockeroft Enz. 123.82 41,83 vs 123,82/P= 0,001
MDRD — Cin. VS|, 59 98 ys 1259 41,83 vs 1259 |P= 00004
Cockcroft Cin.
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CRD-Epl ENz. VS|gg 03 vs 123,82|29,65 P= 0,00005
Cockcroft Enz.

CRD-EpI Enz. VSlg8 03vs 1259 29,65 P= 0,00001
Cockroft Cin.

CKD-Epi Cin. vs _
Cockcroft Enz. 99,13123,82 29,3 P=00009
CKD-Epi Cin. vs

Cockcroft Cin. 99,131259 29,3 0,00003

10 Les résultats de la validation du dosage de I'lohexol

10.1Résultats de linéarité
Nous rapportons dans le tableau ci-aprés les valeurs des concentrations
calculées correspondant aux concentrations calculées pour les trois jours
de validation.

Tableau 7 : Représente les Concentrations calculées de I'lohexol dans la gamme
étalons a Jl, J2 et J3

Concentration

pmol/ml J1 J2 J3
525,25 508,70 518,90 541,00
262,6 244,70 267,00 269,60
131,3 135,10 147,20 156,60
65,65 56,70 69,60 72,40
32,8 27,30 33,40 36,60
16,4 3,40 4,40 9,30
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Figure 19 : Représente les courbes d’étalonnage pour les trois jours consécutifs

Les trois Courbes d'étalonnage J1, J2 et J3
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Figure 20 : Représente la Comparaison des trois courbes d’étalonnage de I'lohexol dans
le sérum dans le domaine de concentration allant de 16,4 - 32,8 -.65,65 — 131,3 — 262,6

et 525,25 pmo/ml.
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Tableau 8 : Représente les pentes, les coefficients de corrélation et les ordonnées a

I'origine des trois jours de validation.

Premier jour

Deuxiéme jour

Troisieme jour

Coefficient de 0,9986 0,9976 0,9976
corrélation

Pente 0,9796 0,994 1,0264
Ordonnée a -6,1711 2,1109 4,0293
I'origine

Tableau 9 : Concentration calculées moyennes des trois jours.

Concentrations étalons Concentrations calculées
525,25 522,9
262,6 260,4
131,3 146,3
65,65 66,2
32,8 32,4
16,4 5,7
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Figure 21 : Courbe moyenne d’étalonnage de I'lohexol dans du sérum.

Nous constatons que la courbe est linéaire dans le domaine de
concentration allant de de 16 pmol/ml jusqu’a 525,25 pmol/ml avec un
coefficient de corrélation R?= 0,9982.

Nous relevons que la pente de cette courbe est de 1.

La linéarité est excellente avec un coefficient de corrélation R?>= 0,9982 et
le coefficient de régression linéaire r?= 0,9957

L’analyse statistique par régression linéaire  a donné les résultats

suivant :

RAPPORT DETAILLE

Statistiques de la régression

Coefficient de

détermination multiple 0,9979
Coefficient de

détermination R"2 0,9958
Coefficient de

détermination R"2 0,9957
Erreur-type 12,2438
Observations 18
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Tableau 10 : Représente les résultats de I’analyse statistique des analyses réalisées sur
trois jours conseécutifs. Le test de Fisher retrouve un facteur F = 3774,1 supérieur a la
valeur critique de F. p value a trés significative a 2.10%° On peut dire que le modéle de
régression est linéaire et prédictif dans I'intervalle de confiance a 95%

Degré Valeur
de Somme des Moyenne critique de
liberté carrés des carrés F F
Régression 1 568611,5 568611,5 3774,1 2.10%
Résidus 16 2410,6 150,7
Total 17 571022.,1

ANALYSE DE VARIANCE

Etude de ’existence d’une pente significative :

Tableau 11 : représente le coefficient directeur de la droite d’étalonnage ici égal a 1 et
I’erreur type correspondant a I’écart-type qui servira a calculer la LDM et la LQM.

Coefficients Erreur-type Statistiquet  Probabilité

Constante 0,02 4 03 0,004 1,00

Variable X 1 1,00 0,02 61,43 2.10%

Représentation graphiqgue des résidus :

La figure ci-dessous représente les résidus sous forme d’'un graphique.
En cas de linéarité, les points obtenus doivent se répartir de facon
aléatoire autour du zéro. Dans le domaine de notre calibration, les valeurs
des résidus se répartissent de fagon aléatoire.
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Graphique des résidus
30 -+ .
20 - . .
w 10 -
3 $ $
g 0 g T ’ T T T T 1
& .10 m:‘ + 100 200 300 400 500 600
-20 - . ¢
_30 J
Gamme de concentration des étalons de I'lohexol

Figure 22 : Représentation graphique des résidus.

La limite de détection d’une méthode (LDM) : correspond a la
concentration de I'lohexol au-dessous de laquelle I'lohexol n’est pas
détecté, elle a été déterminée par la formule suivante 3 x écart-type/ pente

Ecart-type est égale a 4,03

La pente égalea 1

D « 3xET_ 3x4,03
LDM egale a =
Pente 1

= 12,09 pmol/ml

La concentration a partir de laquelle I'lohexol est détecté correspond a la
limite de détection LDM égal a 12,09 pmol/ml

La limite de quantification d’'une méthode (LQM) : correspond a la
concentration de I'lohexol a partir de laquelle I'lohexol est quantifié, elle a
éte déterminée par la formule suivante 10 x écart-type/ pente.

10x ET_ 10 x ET
Pente 1

LQM égale a = 40,3 pumol/ml

En dessous de cette concentration les résultats de I'analyse sont
incohérents.
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10.2Résultats de la justesse :

10.2.1 Recouvrement et recouvrement moyen :

Tableau 12 : représente le Recouvrement qui se trouve dans les fourchettes de
validités sauf pour le concentration 16,4 umol/ml

Conc. lohexol | Conc. M (Moyenne | R(%)i Limite
Introduite lohexol des (Recouvrement) d’acceptation
Calculée | concentrations

(umol/ml) de I'lohexol

(umol/ml)
calculées)
(umol/ml)

526,0
525,5
524,0
515,9
525,5 520,6 521,7 99,30%
521,0
522,0
522,7
521,1

518,4

268,5
268,6
268,7
272,0
262,6 272,2 270,9 103,60%
2719
272,1

271,9
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271,7

271,1

131,3

129,9
130,0
130,2
128,5
129,8
129,6
129,5
129,0
128,7

128,6

129,4

98,50%

(85 -115%)

65,65

64,7
64,8
63,8
64,6
64,7
63,7
64,7
64,5
64,7

64,4

64,4

98,20%

35,6
35,1
35,1

34,9
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32,8 36,2 35,2 107,20%
35,3
35,2
34,9
34,8

34,5

10,5
13,0
12,6
13,0
16,4 13,0 12,4 75,60%
12,0
11,9
12,4
13,0

12,7

Graphique des recouvrements :

Graphique de recouvrement

120 ~
100 -
80 -
60 -
40 -
20 ~
0 T T T T T !
0 100 200 300 400 500 600

Concentration en pmol/ml

L K 4

o B

Recouvrement en (%)

Figure 23 : Graphique des recouvrements.
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Nous constatons que le recouvrement est conforme aux exigences de la
validation des procédures analytiques. Nous pouvons voir clairement que
toutes les valeurs individuelles ne dépassent pas les limites fixées (85 a
115%) sauf pour la concentration de 16 pmol/ml qui se trouve dans la
limite de quantification.

10.2.2 Biais absolu et biais relatif :

Sa valeur cible est de 0 (la concentration calculée est égale a la
concentration introduite)

La limite d’acceptabilité fixée : 15%.

Le tableau ci-dessous représente les données ayant servies pour le calcul
des biais

Tableau 13 : Représente le biais absolu et relatif

Xi : Conc.|ui:Conc. |m . | Bi B (%)i Limite

Introduite

(umol/ml)

Calculées

(umol/ml)

(Moyenne
des conc.
Calculées)
(umol/ml)

(Biais
absolu)

(Biais
relatif)

d’acceptatio
n

525,5

526,0
525,5
524,0
515,9
520,6
521,0
522,0
5227
521,1

518,4

521,7

3,5

0,7%

268,5

268,6
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262,6

268,7
272,0
272,2
271,9
272,1
2719
271,7

271,1

270,9

-3,1%

131,3

129,9
130,0
130,2
128,5
129,8
129,6
129,5
129,0
128,7

128,6

129,4

19

1,4%

(<15%)

65,65

64,7
64,8
63,8
64,6
64,7
63,7
64,7

64,5

64,4

1,2
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64,7

64,4

35,6
35,1
35,1
34,9
36,2
32,8 35,3 35,2 -2,4 -1,2%
35,2
34,9
34,8

34,5

10,5
13,0
12,6
13,0
16,4 13,0 12,4 4,0 24,2%
12,0
11,9
12,4
13,0

12,7
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10.3Résultats de la fidélité :

10.3.1 Répétabilité intra-jour

Tableau 14 : Représente la répétabilité intra-jour de la concentration calculée des six
solutions de I'lohexol 300mg/ml d’iode de la gamme de calibration utilisées pour la

courbe d’étalonnage.

Concentrations
Calculées (umol/ml)

Moyenne

concentrations

calculées
(rmol/ml)

Ecart-type

Coefficient
variation

de

526,0
525,5
524,0
515,9
520,6
521,0
522,0
522,7
521,1

518,4

521,73

3,1

0,6 %

268,5
268,6
268,7
272,0

272,2
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271,9
272,1
271,9
271,7

271,1

270,86

1,6

0,6 %

129,9
130,0
130,2
128,5
129,8
129,6
129,5
129,0
128,7
128,6
64,7
64,8
63,8
64,6
64,7
63,7

64,7

129,38

64,44

0,6

0,4

0,5%

0,6 %
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64,5
64,7

64,4

35,6
35,1
35,1
34,9
36,2
35,3
35,2
34,9
34,8

34,5

35,17

0,5

1,4 %

10,5
13,0
12,6
13,0
13,0
12,0
11,9
12,4

13,0

12,4

0,8

6,2 %
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12,7

La répétabilité du méme jour est excellente avec un coefficient de variation
inférieur a 5 % pour les concentrations supérieures ou égales a 32,8
umol/ml. 1l est de 6,2 % pour la concentration de 16,4 pmol/ml.

Tableau 15 : Représente les résultats statistiqgues par analyse de variance a un facteur

Source Somme | Degré Moyenne F Probabilité | Valeur
des des de des carrés critique
variations | carrés liberté pour F
Entre 9,89355 |7 1,41336 x|16,7 9,0x 108 | 2,05
Groupes | x10% 101!
A 1,92523 | 228 8444012310
l'intérieur | x 10%
des
groupes
Total 2,91459 | 235

X 10+12

L’analyse de variance montre que la probabilité de variation de
I'absorbance et de la concentration calculée en intragroupe et en inter
groupe est trés faible avec une P value a 9 x 108, Le facteur F de Fisher
égal a 16,7 est supérieur a la valeur critique de F qui est de 2,05.
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10.3.2 Reépétabilité inter-jour :

La répétabilité des six solutions de calibration de I'lohexol préparées dans
du sérum humain ont été soumises a des analyses pendant trois jours
dans les mémes conditions, appareillage, opérateur et les solutions de la

phase mobile.

Tableau 16 : Représente la répétabilité de de la concentration calculée des six gammes

de calibration de I'lohexol d’lode réalisées sur trois jours.

Répétabilité | 525,5 262,6 131,3 65,65 32,8 16,4
inter jour mol mol
: kmol/ | umol/ pmol/ | pmol/ | umol/ml | pmol/
ml ml
ml ml ml
C. J1 521,5 264,1 145,1 67 32,3 4,2
calculée
C. J2 523,4 258,8 148,7 66,6 31,7 51
calculée
C. J3 523,2 257,4 151,5 68,9 29,4 3,8
calculée
Moyenne 522,7 |260,1 |148,4 |67,5 31,1 4,4
Ecart-type 1,01 3,5 3,2 1,2 1,5 0,7
CV inter | 0,2 % 1,4 % 2,2% 1,2% 4,9 % 15%
groupe
Tableau 17 : Représente les résultats statistiques de l'analyse de variance de la
concentration calculée.
Source des|Somme |Degré | Moyenne | F Probabilité | Valeur
variations des de des critique
carrés liberté | carrés de F
Inter groupe 570549,3 | 5 114109,0 | 243577 |1,3x102% |3,1
Intra groupe 57,2 12
Total 17
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Le coefficient de variation de la concentration calculée est inférieur a 5 %
pour toutes les gammes de concentration de I'lohexol sauf pour la
concentration de 16,4 umol/ml, cette concentration se trouve proche de la
limite de quantification.

L’analyse de variance a un facteur de la concentration calculée des six
solutions de calibration de I'lohexol réalisée sur trois jours montre un
facteur F a 243577 supérieur au facteur critique de F qui est de 3,1. La
probabilité de variation de la concentration calculée en intra groupe et en
inter groupe sur trois jours est trés faible avec un P value de 1,3 x 102,

10.4Le profil d’exactitude de la méthode de dosage de I'lohexol
dans le plasma par HPLC.

120 Profil Exactitude

110

100

90

80

70

Recouvrement (Justesse) en %

60
0 100 200 300 400 500 600

Concentration des étalons de I'lohexol en pmol/ml
—o0— Limite de Tolérance inférieure --¢--Limite Basse

--#--Limite Haute —o— Limite de Tolérance supérieure
—e— Recouvrement

Figure 24 : Profil exactitude : recouvrement des six gammes étalons de I'lohexol.
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Les intervalles de tolérance de tous les étalons sont inclus dans les limites
+ 15% (85-115%).

La méthode peut étre considérée comme exacte.

10.5Performance de la méthode de dosage de I’lohexol par HPLC

Les performances analytiques de la méthode de Krutzen (1) sont
résumées ci-dessous :

Tableau 18 : Représente les Performances analytiques de de latechnique de dosage de
I'lohexol par la méthode de Krutzen (1)

Critéres de validation Performances
Linéarité

Equation de la droite y = 1x — 0,0103,
Coefficient de corrélation R? =0,9982
Coefficient de régression r’=0,9957
Justesse

Moyenne de recouvrements (%) | 525,5 umol/ml : 99,3%
262,6 pmol/ml : 103,6%
131,3 umol/ml : 98,5%
65,65 umol/ml : 98,2%
32,8 pmol/ml : 107,2%
16,4 pumol/ml : 75,6%

Intervalle d’acceptation [85; 115]
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Biais relatif moyen (%) 525,5 pmol/ml : 0,7%
262,6 pmol/ml : 3,1%
131,3 umol/ml : 1,4%
65,65 umol/ml : 1,8%
32,8 umol/ml : 7,2%

16,4 umol/ml : 24,2%

Fidélité
CV répétabilité moyen des trois | 525,5 pmol/ml : 0,2%
jours 262,6 umol/ml : 1,4%
131,3 pmol/ml : 2,2%
65,65 pmol/ml : 1,2%
32,8 umol/ml : 4,9%

16,4 pmol/ml : 15%

CV fidélité intermédiaire intra

. 525,5 pmol/ml : 0,6%
jour

262,6 pmol/ml : 0,6%
131,3 pmol/ml : 0,5%
65,65 umol/ml: 0,6%
32,8 umol/ml : 1,4%
16,4 pumol/ml: 6,2%
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10.6Résultats du contrble interne

Trois contrdles internes C1, C2 et Cs ont été intégré dans chaque série en
début et fin de chaque série

Les valeurs des séries de contrdles utilisés sont relevées dans le tableau
suivant :

Tableau 19 : Représente les résultats du Contr6le interne du dosage de I'lohexol

M+ET M+ 2ET M+ 3ET
C1 pmol/ml 304 - 340 286 -358 268 - 376
C2 pmol/ml 163 - 215 137 - 241 111 - 267
C3 umol/ml 72 -82 67 -87 62 - 92

11 Comparaison entre déebit de filtration glomérulaire
mesuré (DFGm) et le débit de filtration glomérulaire
estimé (DFEGe) par les trois méthodes utilisant deux
types de dosage de la créatinine

Il est établi que I'application des formules d’estimation du débit de filtration
glomérulaire notamment les formules MDRD et CKD-Epi nécessite
l'utilisation d’'une créatinine déterminée par la méthode enzymatique et
gue celle-ci soit tracable en IDMS.

L’estimation du débit de filtration glomérulaire(DFG) par les deux
méthodes de dosage de la créatinine dans ce travail avait pour objectif
d’apporter une réponse a la situation ou le dosage par la méthode
enzymatique n’est pas toujours possible et que seul le dosage par la
méthode de Jaffé cinétique tracable en IDMS est disponible et répandu et
de proposer une solution de remplacement.

De plus, la multitude de facteurs de correction basé sur I'ethnie devient un
souci pour savoir lequel de ces facteurs qui soit le plus approprié a notre
population pour avoir une meilleure estimation du DFG.
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Une comparaison de toutes les estimations avec les différents facteurs
ethniques disponible a été réalisée dans ce travail afin d’apporter une
réponse sur le facteur ethnique actuellement disponible qui soit applicable
a notre population.

L’évaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de
filtration glomérulaire est bien codifiée. Les sociétés savantes proposent
un protocole bien défini, Celui-ci est basé sur :

La comparaison des méthodes d’estimation du DFG avec une méthode
de référence de mesure du DFG ;

La détermination du biais qui est la moyenne des différences entre les
deux méthodes ;

Etude de corrélation entre la méthode de mesure du DFG et la méthode
d’estimation du DFG et de déterminer coefficient de régression r2.

L’étude de la concordance par la méthode de Bland-Altman ;

L’estimation de I'exactitude P10 et P 30 qui consiste a déterminer le
pourcentage de valeurs du DFG estimé se trouvant dans la fourchette
DFGm+10 et + 30ml/mn/1,73m? respectivement.

Comparaison statistique entre les methodes de mesure du deébit de
filtration glomérulaire (DFGm) et les méthodes d’estimation du débit de
filtration glomérulaire (DFGe) :

L’injection de I'lohexol chez nos patients n’a provoqué aucun incident ni
accident, il n’y a pas eu non plus de modification de fonction rénale.
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Tableau 20 : Présente les résultats du biais moyen et I'’exactitude a 10% (P10) et
I’exactitude a 30% (P30) entre le DFGm et les différentes méthodes d’estimation (MDRD,
CKD-Epi et Cockcroft) avec la créatinine mesurée par la technique enzymatique et
cinétique de la population étudiée.

Moyennezx Biais Exactitude | Exactitu | t Test
ET moyent ET a 10% de a
30%
ml/mn/1,73 | ml/mn/1,73 P10 P 30
m? m?
DFGm 88,29 +
27,70
Créat Enz 10,8 47% 76% p=0,03
99,09 + +34,58
41,81
MDRD | Créat Cin 12,69 38% 69% p=0,01
100,98+ + 35,2
29,65
Créat Enz 9,72 40%z+ 81% p=0,02
98,03 + + 20,21
29,65
CKD- Créat Cin 10,86 34% 76% p=0,008
Epi 99,13 + + 25,15
2923
Créat Enz. 35,53 24% 57% p=3.10%
123,82 + + 45,40
53,9
Cockc | Créat Cin 37,61 16% 52% p=7.10"
roft 125,9 + 54,6 + 46,40
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11.1DEGm VS MDRD Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 21 : Comparaison du DFGm VS MDRD Enz. par le test t de Student, montre une
différence significative entre les deux méthodes, avec une P value a 0,03.

DFG

(mI/Mn/1,73) MDRD enz
Moyenne 88,29 99,09
Variance 778,0 1687,7
Observations 100 100
Différence
hypothétique  des
moyennes 0
Degré de liberté 174
Statistique t -2,2
P(T<=t) unilatéral 0,015

Valeur critique de t
(unilatéral)

1,7

P(T<=t) bilatéral

0,03

Valeur critique de t
(bilatéral)

1,97

~ 117 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.2DFGm VS MDRD Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 22 : Comparaison du DFGm VS MDRD Cin. par le test t de Student, montre une
différence significative entre les deux méthodes, une P value a 0,01.

DFG

(ml/Mn/1,73) MDRD Cin
Moyenne 88,29 100,98
Variance 778,00596 1749,93899
Observations 100 100
Différence  hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 173
Statistique t -2,5
P(T<=t) unilatéral 0,006
Valeur critique de t (unilatéral) 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,01
Valeur critique de t (bilatéral) 1,97
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Régression linéaire du
DFGm VS MDRD Enz.
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Figure 25 : Régression linéaire du DFGm VS MDRD, qui montre une surestimation du DFG de
10,8 *+ 34,58 ml/mn/1,73m? et pour le MDRD enzymatique et une surestimation du DFG de 12 +
35,2 ml/mn/1,73m? pour le MDRD cinétique avec un coefficient de régression r? = 0,3 dans les

deux cas.
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Figure 26 : Concordance entre DFGm et MDRD (enzymatique et cinétique) evaluée par la
méthode Bland-Altman représentant la distribution des valeurs autour du du biais dans un
intevalle de confiance de 95%.

11.3DEGm VS CKD-Epi Enz:

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 23 : Comparaison du DFGm VS CKD-Epi Enz., le test t de Student, qui montre
une différence significative entre les deux méthodes, avec une P value a 0,02.

DFG

(mI/Mn/1,73) CKD-Epi enz
Moyenne 88,29 98,03
Variance 778,01 879,1
Observations 100 100

Différence
hypothétique des

moyennes 0
Degré de liberté 197
Statistique t -2,39
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P(T<=t) unilatéral 0,01
Valeur critique de t

(unilatéral) 1,65
P(T<=t) bilatéral 0,02

Valeur critique de t
(bilatéral) 1,97

11.4DFGm VS CKD-Epi Cin :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 24 : Comparaison du DFGm VS CKD-Epi Cin., le test t de Student qui montre
une différence significative entre les deux méthodes, avec une P value a 0,008.

DFG (ml/Mn/1,73) |CKD-Epi cin

Moyenne 88,29 99,13
Variance 778,01 854,66
Observations 100 100

Différence hypothétique des

moyennes 0
Degré de liberté 198
Statistique t -2,7
P(T<=t) unilatéral 0,004
Valeur critique de t
(unilatéral) 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,008

Valeur critique de t (bilatéral) [ 1,97
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Régression linéaire DFG m Régression linéaire DFG m
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Figure 27 : Régression linéaire du DFGm VS CKD-Epi, montre une surestimation du DFG
de 9,72 + 20,21 ml/mn/1,73m? pour le CKD-Epi enzymatique et une surestimation de
10,86 + 25,15 ml/mn/1,73m? pour le CKD-Epi cinétique, le coefficient de régression r2 =
0,4 dans les deux cas.
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Figure 28: Concordance entre DFGm et CKD-Epi (enzymatique et cinétique) evaluée par
la méthode Bland-Altman représentant la distribution des valeurs autour du du biais
dans un intevalle de confiance de 95%.
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11.5DFGm VS Cockcroft Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 25 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., le test t de Student, qui montre
une différence significative entre les deux méthodes, avec une P value a 3.10%.

DFG (mI/Mn/1,73)

Cockcroft Enz.

Moyenne 88,29 123,8
Variance 778,0 2905,7
Observations 100 100
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 148

Statistique t -5,9

P(T<=t) unilatéral

0,000000015

Valeur critique de t (unilatéral)|1,7
P(T<=t) bilatéral 0,00000003
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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11.6 DEGm VS Cockcroft Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 26 : Comparaison du DFGm VS CKD- Cockcroft Cin., par le test t de Student qui
montre une différence significative entre les deux méthodes, avec une P value a 7.10°.

DFG (mI/Mn/1,73)

Cockcroft Cin

Moyenne 88,29 125,9
Variance 778,0 2976,6
Observations 100 100
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 147

Statistique t -6,1

P(T<=t) unilatéral 3,7.10%

Valeur critique de t (unilatéral)|1,7

P(T<=t) bilatéral

0,000000007

Valeur critique de t (bilatéral)

2,0
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Figure 29 : Régression linéaire du DFGm VS Cockcroft, montre une surestimation du
DFG de 35,53t 45,40 ml/mn/1,73m2 pour le Cockcroft Enzymatique et 37,61 + 46,40
ml/mn/1,73m? pour le Cockcroft cinétique. Le coefficient de régression r? = 0,3 dans les

deux cas.
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Figure 30 : Concordance entre DFGm et Cockcroft (enzymatique et cinétique) evaluée
par la méthode Bland-Altman représentant la distribution des valeurs autour du du biais
dans un intevalle de confiance de 95%.

11.7Facteurs pouvant influencer le débit de filtration glomérulaire
Un certain nombre de facteurs sont décrit dans la littérature comme des
facteurs pouvant influencer le deébit de filtration glomérulaire parmi
lesquels on peut citer I'indice de masse corporel (BMI), le niveau de la
fonction rénale et le facteur ethnique.

Ce chapitre a pour objectif d’apporter une réponse claire en étudiant tous
ces facteurs.

11.7.1 L’indice de masse corporel :
11.7.1.1 BMI supérieur a 25 Kg/m?:

- Nombree de patients : 58 (H : 23, F: 35)
- Age moyen : 45,03 ans = 11,5
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Tableau 27 : Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et a 30% (P30) entre le DFGm
et les trois méthodes d’estimation du DFG dans la sous population avec BMI supérieur
a 25 Kg/m?2,

Moyenne Biais P10 P30 t Test
+ET moyen
+ET
DFGm 85,3
+ 31,0
88,4 3,1 48% | 74% p=0,62
MDRD + 37,0 + 29,3 NS
Enz.
95,4 10,0 36% | 69% p=0,2
MDRD Cin.| +46,7 +39,3 NS
90,3 4,9 38% | 81% p=0,4
CKD-Epi +29,5 + 24,0 NS
Enz.
93,0 7.7 34.5% |81% p=0,2
CKD-Epi + 30,0 + 25,7 NS
Cin.
123,4 38,1 24% | 55% p=0,00002
Cockcroft + 56,1 + 45
Enz.
130,3 45,0 19% | 50% p=0,000004
Cockcroft + 62,4 +52.6
Cin.
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11.7.1.1.1DEGm vs MDRD Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 28 : Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par test t de Student dans le sous-
groupe avec BMI > 25 Kg/m? ne montre aucune différence une p value a 0,62.

DFG
(m1/Mn/1,73) MDRD enz
Moyenne 85,3 88,4
Variance 956,4 1351,1
Observations 58 58
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 111
Statistique t -0,5
P(T<=t) unilatéral 0,31
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,62
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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11.7.1.1.2 DEGm vs MDRD Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 29 : Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par letest t de Student dans le sous-
groupe avec BMI > 25 Kg/m? avec une p value a 0,2.

DFG

(m1/Mn/1,73) MDRD cin
Moyenne 85,3 95,4
Variance 956,4 2180,7
Observations 58 58

Différence

hypothétique

des moyennes 0
Degré de liberté 99
Statistique t -1,4
P(T<=t) unilatéral 0,1
Valeur critigue de t
(unilatéral) 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,2
Valeur critigue de t
(bilatéral) 2,0
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Figure 31 : Régression linéaire du DFGm vs MDRD Enz., et Cin., il n’y a pas de différence
entre les deux méthodes dans le sous-groupe avec BMI supérieur a 25 Kg/m? avec les
deux techniques de dosage de la créatinine. Le coefficient de régression r? est de 0,4
pour la créatinine enz. et 0,3 pour la la créatinine cin.
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11.7.1.1.3DFGm vs CKD-Epi Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 30 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? ne montre aucune différence avec une p value a 0,4.

DFG
(mI/Mn/1,73) CKD-Epi enz
Moyenne 85,3 90,3
Variance 956,4 872,0
Observations 58 58
Différence
hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 114
Statistique t -0,88
P(T<=t) unilatéral 0,19
Valeur critique de t
(unilatéral) 1,66
P(T<=t) bilatéral 0,38
Valeur critique de t
(bilatéral) 1,98

~ 132 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.1.1.4DFGm vs CKD-Epi Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 31 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m? ne montre aucune différence avec une p value a 0,2.

DFG

(m1/Mn/1,73) CKD-Epi cin
Moyenne 85,33 93,02
Variance 956,36 903,56
Observations 58 58
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 114
Statistique t -1,4
P(T<=t) unilatéral 0,1
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,2
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0

~ 133 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne
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Figure 32 : Régression linéaire du DFGm vs CKD-Epi Enz., et Cin., il n’'y a pas de
différence entre les deux méthodes dans le sous-groupe avec BMI supérieur a 25 Kg/m?
avec les deux techniques de dosage de la créatinine.Le coefficient de régression r? est
de 0,5 pour la créatinine enz. et de 0,4 pour la créatinine cin.
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11.7.1.1.5DFGm vs Cockcroft Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 32 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m?2 montre différence trés significative avec une p

value a 0,00002.
DFG
ml/Mn/1,73) Cockcroft Enz.
Moyenne 85,3 123,4
Variance 956,4 3145,8
Observations 58 58
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 89
Statistique t -4,5
P(T<=t) unilatéral 0,00001
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,00002
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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11.7.1.1.6 DEFGm vs Cockcroft Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 33 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI > 25 Kg/m?2 montre différence trés significative avec une p value

a 0,000004.

DFG

(m1/Mn/1,73) Cockcroft Cin
Moyenne 85,3 130,3
Variance 956,4 3900,7
Observations 58 58
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 83
Statistique t -4,9
P(T<=t) unilatéral 0,000002
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,000004
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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Figure 33 : Régression linéaire du DFGm vs Cockcroft Enz., et Cin., montre une
différence trés significative avec une surestimation de de 38 et 45 ml/mn/ 1,73 m?
respectivement entre les deux méthodes dans le sous-groupe avec BMI supérieur a 25
Kg/m? avec les deux techniques de dosage de la créatinine. Le coefficient de régression
r2 est de 0,3 dans les deux cas.
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11.7.1.2 BMI<a?25Kg/m?:

- Nombre de patients : 58 (H : 23, F: 35)
- Age moyen : 45,03 ans + 11,5

Tableau 34 : Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et a 30% (P30) entre le DFGm
et les trois méthodes d’estimation du DFG dans la sous population avec BMI inférieur a

25 Kg/m?2.

Moyenn | Biais moyen | P10 P30 P value

e+ ET

+ET

DFGm 92.7

+ 23,0

1149 22,2 35,7% 71% 0,004
MDRD Enz. | + 43,0 + 38,6

109,5 16 31% 64% 0,01
MDRD + 33,3 + 27,07
Cin.

108,6 15,9 35,7% 76% 0,04
CKD-Epi + 26,5 + 23,3
Enz.

107,3 14.6 31% 64%
CKD-Epi + 26,0 +241 0,008
Cin.

126,2 33,5 17% 52% 0,0003
Cockcroft |+51,3 + 46,0
Enz.

121,3 28,6 21% 48% 0,0002
Cockcroft |[+41,1 + 33,4
Cin.
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11.7.1.2.1DFGm vs MDRD Enz.

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 35: Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de Student dans le sous-
groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre une différence significative avec une p value a

0,004.
DFG
(m1/Mn/1,73) MDRD enz

Moyenne 92,7 114,9

Variance 530,9 1848,2

Observations 42 42

Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 63

Statistique t -3,0

P(T<=t) unilatéral 0,002

Valeur critique det (unilatéral) | 1,7

P(T<=t) bilatéral 0,004

Valeur critique de t (bilatéral) |2,0

~ 139 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode

de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.1.2.2DFGm vs MDRD Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 36 : Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par letest t de Student dans le sous-
groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre une différence significative avec une p value a 0,01.

DFG

(m1/Mn/1,73) MDRD cin
Moyenne 92,7 109,5
Variance 530,9 1112,6
Observations 42 42
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 73
Statistique t -2,7
P(T<=t) unilatéral 0,004
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,01
Valeur critique de t (bilatéral) 2,0
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Figure 34 : Régression linéaire du DFGm vs MDRD Enz., et Cin,, il y’a une différence
entre les deux méthodes dans le sous-groupe avec BMI Inférieur a 25 Kg/m2. La
surestimation est de 22 ml/mn/1,73m? avec la technique enzymatique et 16
ml/mn/1,73m? avec la technique cinétique de dosage de la créatinine. Le coefficient de
régression r? est de 0,2 pour la créatinine enz. et de 0,3 pour la créatinine cin.
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11.7.1.2.3DFGm vs CKD-Epi Enz. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 37 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre une différence significative avec une et p
value a 0,004.

DFG

(m1/Mn/1,73) CKD-Epi enz
Moyenne 92,7 108,6
Variance 530,9 702,6
Observations 42 42
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 80
Statistique t -2,9
P(T<=t) unilatéral 0,002
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,004
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.1.2.4DFGm vs CKD-Epi Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 38 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre une différence significative avec une p value

a 0,008.

DFG

(m1/Mn/1,73) CKD-Epi cin
Moyenne 92,7 107,3
Variance 530,9 676,3
Observations 42 42
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 81
Statistique t -2,7
P(T<=t) unilatéral 0,004
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,008
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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Régression linéaire DFGm vs Régression linéaire DFGm vs
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Figure 35 : Régression linéaire du DFGm vs CKD-Epi Enz., et Cin,, il y’a une différence
entre les deux méthodes dans le sous-groupe avec BMI Inférieur a 25 Kg/m2. La
surestimation est de 15ml/mn/1,73m? avec les deux techniques de dosage de la
créatinine. Le coefficient de régression r? est de 0,3 pour lacréatinine enz. et de 0,2 pour
la créatinine cin.
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11.7.1.2.5DFGm vs Cockcroft Enz. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 39 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre une différence significative avec une p value
a 0,0003.

DFG

(m1/Mn/1,73) Cockcroft Enz.
Moyenne 92,7 126,2
Variance 530,9 2630,0
Observations 42 42
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 57
Statistique t -3,9
P(T<=t) unilatéral 0,00014
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,0003
Valeur critique de t (bilatéral) |2,002
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11.7.1.2.6 DEGm vs Cockcroft Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 40 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe avec BMI < 25 Kg/m? montre une différence significative avec une p value
a 0,0002.

DFG (mI/Mn/1,73) Cockcroft Cin
Moyenne 92,7 121,3
Variance 530,9 1690,4
Observations 42 42
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 64
Statistique t -3,94
P(T<=t) unilatéral 0,0001
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,0002
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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Figure 36 : Régression linéaire du DFGm vs Cockcroft Enz., et Cin., il y’a une différence
entre les deux méthodes dans le sous-groupe avec BMI Inférieur a 25 Kg/m2. La
surestimation est de 33,5 ml/mn/1,73m? avec la technique enzymatique et 28,6
ml/mn/1,73m? avec la technique cinétique de dosage de la créatinine. Le coefficient de

régression r? est de 0,2 pour la créatinine enz. et de 0,3 pour la créatinine cin.
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Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2 Niveau de fonction rénale :

11.7.2.1 DFEGmM supérieur a 100ml/mn/1,73m?2:

- Nbre de patients : 30 (H : 14, F: 16)
- Age moyen : 39,23 ans + 11,02

Tableau 41 : Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et (P30) entre le DFGm et les
trois méthodes d’estimation du DFG dans la sous population avec un DFGm supérieur
a100ml/mn/1,71m?2.

DFG Moyenne Biais P10 P30 P value
+ET moyen
tET
DFGm 121,0 £ +
MDRD |120,0+£30,0| -1,1£31,4 33% 70% 0,9
Enz.
MDRD |121,7+36,2| 0,8+35,0 27% 57% 0,9
Cin.
CKD-Epi | 114,1+£13,7 | -6,8+21,2 30% 80% 0,1
Enz.
CKD-Epi | 113,1+£16,8 | -8,0£22,8 27% 83% 0,1
Cin
Cockcroft | 147,6x42,7 | 27,0+41,2 20% 57% 0,003
Enz.
Cockcroft | 150,0+47,4 | 29,0444 27% 50% 0,003
Cin.

~ 148 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode

de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.1.1DEGm vs MDRD Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 42 : Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de Student dans le sous-
groupe DFGm supérieur a 100 ml/mn/1,73m?2 ne montre pas une différence avec une p

value a 0,9.
DFG
(m1/Mn/1,73) MDRD enz
Moyenne 120,9 119,8
Variance 303,1 900,6
Observations 30 30
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté a7
Statistique t 0,2
P(T<=t) unilatéral 0,4
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,9
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.1.2_DFEGm vs MDRD Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 43 : Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par le testt de Student dans le sous-
groupe DFGm supérieur a 100 ml/mn/1,73m? ne montre pas de différence avec une p
value 4 0,9

DFG

(m1/Mn/1,73) MDRD cin
Moyenne 120,9 121,7
Variance 303,1 1309,3
Observations 30 30
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 42
Statistique t -0,1
P(T<=t) unilatéral 0,5
Valeur critique de t (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,9

Valeur critique de t (bilatéral) 2,0
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Figure 37 : Régression linéaire du DFGm vs MDRD Enz., et Cin., il n'y’a pas de différence
entre les deux méthodes dans le sous-groupe DFGm supérieur a 100ml/mn/1,73m?,
avec les deux techniques de dosage de la créatinine.
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.1.3 DFGm vs CKD-Epi Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 44 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm supérieur a 100 ml/mn/1,73m? ne montre pas une différence avec

une p value a 0,1.

DFG (mI/Mn/1,73) CKD-Epi enz
Moyenne 120,9 1141
Variance 303,1 187,6
Observations 30 30
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 55
Statistique t 1,7
P(T<=t) unilatéral 0,05
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,1
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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11.7.2.1.4 DFEGm vs CKD-Epi Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 45 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm supérieur a 100 ml/mn/1,73m?2 ne montre pas de différence avec une
p value a 0,1.

DFG (mI/Mn/1,73m?) CKD-Epi cin

Moyenne 120,9 113,1
Variance 303,1 280,9
Observations 30 30
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 58

Statistique t 1,8

P(T<=t) unilatéral 0,04

Valeur critique de t (unilatéral) 1,7

P(T<=t) bilatéral 0,08

Valeur critique de t (bilatéral) 2,0
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Figure 38 : Régression linéaire du DFGm vs CKD-Epi Enz., et Cin., il n’y’a pas de

différence entre les deux méthodes dans le sous-groupe

DFGm supérieur a

100ml/mn/1,73m?, avec les deux techniques de dosage de la créatinine.
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.1.5DFGm vs Cockcroft Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 46 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm supérieur a 100 ml/mn/1,73m? montre une différence significative

avec une p value a 1,6.108.

DFGm

(ml/Mn/1,73m?)

Cockcroft Enz.

Moyenne 120,9 147,65
Variance 303,1 1821,0
Observations 30 30
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 38

Statistique t -3,2

P(T<=t) unilatéral 0,001

Valeur critiqgue de t (unilatéral) 1,7

P(T<=t) bilatéral 0,003

Valeur critique de t (bilatéral) 2,0
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11.7.2.1.6 DFGm vs Cockcroft Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 47 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm supérieur a 100 ml/mn/1,73m? montre une différence significative

avec une p value a 5,6.10°.

DFGm
(m1/Mn/1,73m?)

Cockcroft Cin.

Moyenne 120,9 150
Variance 303,1 2247,0
Observations 30 30
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 37,0

Statistique t -3,1

P(T<=t) unilatéral 0,002

Valeur critique de t (unilatéral) 1,69

P(T<=t) bilatéral 0,0033

Valeur critique de t (bilatéral) 2,0
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Figure 39 : Régression linéaire du DFGm vs Cockcroft Enz., et Cin., il y’a une différence
significative entre les deux méthodes dans le sous-groupe DFGm supérieur a
100ml/mn/1,73m?, avec les deux techniques de dosage de la créatinine. La
surestimation est de-27,0+41,2 et 29,0+44,4 respectivement.
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11.7.2.2 DFEGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m?:
- Nbre de patients : 57 (H : 22, F: 35)
- Age moyen : 41,6 ans + 14,25

Tableau 48 : Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et (P30) entre le DFGm et les
trois méthodes d’estimation du DFG dans la sous population avec un DFGm entre 60 et
100ml/mn/1,71m?.

DFG Moyenne Biais £ET P10 P30 P value
tET
DFGm 81,14
MDRD | 101,0 £11,2 19,9+37,0 40,5% 72% 0,0004
Enz.
MDRD | 102,8+ 37,4 21,7£35,7 30% 67% 0,0001
Cin.
CKD-Epi | 101,5% 24,6 20,3£22,1 30% 74% 1,1.107
Enz.
CKD-Epi 103+24,2 22,2+22,0 28% 65% 1,7.108
Cin
Cockcroft | 127,1+52,18 46,0+49,5 16% 47% 2,3.10°
Enz.
Cockcroft | 128,6+£51,7 47,4+49,4 10,5% | 45,6% | 5,6.10°
Cin.
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.2.1DFEGm vs MDRD Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 49 : Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de Student le sous-
groupe DFGm entre 60 et 100 mI/mn/1,73m? montre une différence significative avec une

p value a 0,0004.

DFGm (ml/mn/1,73) MDRD Enz
Moyenne 81,1 101,0
Variance 124,7 1483,0
Observations 57 57
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 65
Statistique t -3,7
P(T<=t) unilatéral 0,0002
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,0004
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.2.2DFGm vs MDRD Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 50 : Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par le test t de Student dans le sous-
groupe DFGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec une

p value a 0,0001.

DFGm (ml/mn/1,73) MDRD Cin
Moyenne 81,1 102,8
Variance 124,7 1401,0
Observations 57 57
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 66
Statistique t -4,2
P(T<=t) unilatéral 0,00004
Valeur critique de t (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,0001
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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Figure 40 : Régression linéaire du DFGm vs MDRD Enz., et Cin., il y’a une différence
significative entre les deux méthodes dans le sous-groupe DFGm entre 60 et
100ml/mn/1,73m?, avec les deux techniques de dosage de la créatinine.
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.2.3DFGm vs CKD-Epi Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 51 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m? montre une différence significative
avec un facteur F supérieur a la valeur critique de F et p value a 2,2. 107/

DFGm (ml/mn/1,73) CKD-Epi Enz
Moyenne 81,1 101,5
Variance 1247 605,6
Observations 57 57
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 78
Statistique t -5,7
P(T<=t) unilatéral 1,1.10°7
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 2,2. 10
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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de référence utilisant I'lohexol comme marqueur dans la population algérienne

11.7.2.2.4DFGm vs CKD-Epi Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 52 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m? montre une différence significative

avec une p value a 1,7.108.

DFGm (ml/mn/1,73) CKD-Epi Cin
Moyenne 81,1 103,3
Variance 1247 585,1
Observations 57 57
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 79
Statistique t -6,3
P(T<=t) unilatéral 8,4. 100
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 1,7.1008
Valeur critique de t (bilatéral) |2,0
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Figure 41 : Régression linéaire du DFGm vs CKD-Epi Enz., et Cin., il y’a une différence
significative entre les deux méthodes dans le sous-groupe DFGm entre 60 et
100ml/mn/1,73m?, avec les deux techniques de dosage de la créatinine.

~ 164 ~




Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire par rapport a une méthode
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11.7.2.2.5DFGm vs Cockcroft Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 53 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m? montre une différence significative

avec une p value a 1,6. 10,

DFGm (ml/mn/1,73)

Cockcroft Enz.

Moyenne 81,1 127,1
Variance 1247 2723,3
Observations 57 57
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 61

Statistique t -6,5

P(T<=t) unilatéral 8,2.10°

Valeur critique det (unilatéral) | 1,7

P(T<=t) bilatéral 1,6.10°8

Valeur critique de t (bilatéral) |2
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11.7.2.2.6 DFGm vs Cockcroft Cin. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 54 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin., par test t de Student dans le
sous-groupe DFGm entre 60 et 100 ml/mn/1,73m? montre une différence significative

avec une p value a 5,6. 10°

DFGm (ml/mn/1,73)

Cockcroft Cin

Moyenne 81,1 128,6
Variance 1247 2669,9
Observations 57 57
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 61

Statistique t -6,8

P(T<=t) unilatéral 2,8.100°

Valeur critique det (unilatéral) | 1,7

P(T<=t) bilatéral 5,6.10°0°

Valeur critique de t (bilatéral) |2
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Régression linéaire DFGm vs 450 Régression linéaire DFGm vs
350 Cockcroft Enz. Cockcroft Cin. entre 60 et
entre 60 et 100ml/mn/1,73m? 400 1 100ml/mn/1,73m?
3
300 A ¢
350 -
250 300 A
N =
c @)
W00 & 250 - A
£ o |
o .
O ]
) < 200 - Y
X150 9 RS
]
o »
S - @) 150 - : L R4
100 H *
L]
] 100
} »g: Ve
0 e y Y=1o802x-1,4398 50 - 1y = 1,3095x + 15,023
> ] R*=1 ” 4 ! 2
] : R*=1
]
0 A - - 0 i : .
60 80 100 120 60 80 100 120
DFGm lohexol DFGm lohexol

Figure 42 Régression linéaire du DFGm vs Cockcroft Enz., et Cin., il y’a une différence
significative entre les deux méthodes dans le sous-groupe DFGm entre 60 et
100ml/mn/1,73m?, avec les deux techniques de dosage de la créatinine.
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11.7.2.3 DEGmM inférieur a 60 ml/mn/1,73m?:

- Nbre de patients 13 (H : 3, F:10)
- Age moyen : 52,46 ans + 9,6

Tableau 55 : Résultats du biais, de I’exactitude a 10% (P10) et (P30) entre le DFGm et les
trois méthodes d’estimation du DFG dans la sous population avec un DFGm inférieur a

60 ml/mn/1,71m?2.

DFG Moyenne Biais £ET P10 P30 P value
+ET
DFGm 44,4 + 10,7
MDRD 428+17,3 | 1,6 13,2 69 % 92 % 0,8
Enz.
MDRD 45,1+ 16,5 | 0,8+12,3 85 % 100 % 0,9
Cin.
CKD-Epi 45,8+18 1,5+13,8 77% 92 % 0,8
Enz.
CKD-Epi | 48,6x17,6 | 4,2+133 85 % 100 % 0,5
Cin
Cockcroft | 54,5+13,4 | 10,1+ 14,2 31 % 92 % 0,04
Enz.
Cockcroft | 59,0 +18,0 | 14,5+ 18,8 23 % 85 % 0,02
Cin.
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11.7.2.3.1DEGm vs MDRD Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 56 : Comparaison du DFGm vs MDRD Enz., par le test t de Student dans le sous-
groupe DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,73m? ne montre de différence significative avec

une p value a 0,8.

DFG (mI/Mn/1,73) MDRD enz
Moyenne 44 .4 42,8
Variance 1143 299,7
Observations 13 13
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 20
Statistique t 0,29
P(T<=t) unilatéral 0,39
Valeur critique de t (unilatéral) [ 1,72
P(T<=t) bilatéral 0,8
Valeur critique de t (bilatéral) |2,09
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11.7.2.3.2DFGm vs MDRD Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 57 : Comparaison du DFGm vs MDRD Cin., par letest t de Student dans le sous-
groupe DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,73m?2 ne montre de différence significative avec un
facteur F inférieur a la valeur critique de F et p value a 0,9.

DFG

(m1/Mn/1,73) MDRD cin
Moyenne 44 4 45,2
Variance 1143 272,3
Observations 13 13
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 21
Statistique t -0,1
P(T<=t) unilatéral 0,4
Valeur critique de t (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,9
Valeur critique de t (bilatéral) |2,1
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11.7.2.3.3DFGm vs CKD-Epi Enz. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 58 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,73m? ne montre pas de différence

significative avec une et p value a 0,8.

DFG

(m1/Mn/1,73) CKD-Epi enz
Moyenne 44 .4 45,8
Variance 1143 323,6
Observations 13 13
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 20
Statistique t -0,3
P(T<=t) unilatéral 0,4
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,8
Valeur critique de t (bilatéral) |2,1
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11.7.2.3.4DFGm vs CKD-Epi Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 59 : Comparaison du DFGm vs CKD-Epi Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,73m? ne montre pas de différence

significative avec une et p value a 0,5.

DFG

(m1/Mn/1,73) CKD-Epi cin
Moyenne 44 .4 48,6
Variance 1143 308,6
Observations 13 13
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 20
Statistique t -0,7
P(T<=t) unilatéral 0,2
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,5
Valeur critique de t (bilatéral) |2,1
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11.7.2.3.5DFGm vs Cockcroft Enz. :

Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 60 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Enz., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec

une p value a 0,04.

DFG

(m1/Mn/1,73)

Cockcroft Enz.

Moyenne 44 4 54,5
Variance 1143 179,9
Observations 13 13
Différence hypothétique des

moyennes 0

Degré de liberté 23

Statistique t -2,1

P(T<=t) unilatéral 0,023

Valeur critique det (unilatéral) | 1,7

P(T<=t) bilatéral 0,05

Valeur critique de t (bilatéral) |2,1
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11.7.2.3.6 DEGm vs Cockcroft Cin. :
Test d'égalité des espérances : deux observations de variances différentes

Tableau 61 : Comparaison du DFGm vs Cockcroft Cin., par le test t de Student dans le
sous-groupe DFGm inférieur a 60 ml/mn/1,73m? montre une différence significative avec
une p value a 0,02.

DFG

(m1/Mn/1,73) Cockcroft Cin
Moyenne 44,4 58,8
Variance 1143 325,8
Observations 13 13
Différence hypothétique des
moyennes 0
Degré de liberté 19
Statistique t -2,5
P(T<=t) unilatéral 0,01
Valeur critique det (unilatéral) | 1,7
P(T<=t) bilatéral 0,02
Valeur critique de t (bilatéral) |2,1

11.7.3 Facteur ethnique :

11.7.3.1 Facteur ethnigue appliqgués la formule MDRD

- Facteur noirs américains : 1,212 (Stevens et Livey)
- Facteur chinois : 1,23 (Ma et all.)

- Facteur japonais : 0,81 (Matsuo et all.)

- Facteur thailandais : 1,129 (Praditpornsilpa et all.)
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Tableau 62 : Présente les résultats du biais moyen et I'’exactitude a 10% (P10) et
I’exactitude a 30% (P30) entre le DFGm et la méthode MDRD avec la créatinine mesurée
par latechnique enzymatique et cinétique de la population étudiée avec les facteurs de
correction liés aux différentes ethnies, chinoise, japonaise, thailandaise et noire
américaine.

Origine DFG Moyenne + | Biais = | P10 P30
ethnique | ml/mn/1,73m? ET ET

DFGm 88,29 + 27,70

MDRD Enz. | 127,0+52,4 | 39,0+ | 16% | 49%

42,7
Chinoise
MDRD Cin. | 130,4+54,8 | 42,1+ | 11% | 41%
45,8
MDRD Enz. 80,3 £ 33,3 -80% | 35% | 78%
: 29,0
Japonaise

MDRD Cin. 81,8+33,9 | -6,5+ | 34% | 79%
29,2

MDRD Enz. | 112,0+46,3 | 23,6 | 34% | 70%

38,7
Thailandaise

MDRD Cin. | 114,0+£47,2 | 25,7+ | 27% | 56%
39,0

MDRD Enz. 120 + 49,8 320 | 22% | 57%

41,5
Afro-

américaine

MDRD Cin. 122 + 50,7 -34,0+ | 18% | 47%
41,8
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11.7.3.2 Facteurs ethnigues appliqués a la formule CKD-
Epi :

- Facteur noirs américains : 1,159 (Stevens et levey et all.)
- Facteur noirs européens : 1,080 (Flamant M. et all.)

Tableau 63 : Présente les résultats du biais moyen et I'’exactitude a 10% (P10) et
Pexactitude a 30% (P30) entre le DFGm et la méthode CKD-Epi avec la créatinine
mesurée par la technique enzymatique et cinétique de la population étudiée avec les
facteurs de correction liés aux ethnies, afro-américaine facteur 1,21 et afro-européenne
facteur 1,08.

Origine DFG Moyenne = | Biais £ | P10 P30
ethnique | ml/mn/1,73m? ET ET
DFGm 88,29 +
27,70
CKD-EpiEnz. | 114 +34,36 | 25+ | 13% 57%
26,8
Afro-
Ameéricains
CKD-Epi Cin. | 115+ 34,0 27 + | 14% 55%
27,7
CKD-Epi Enz. 106 + 32 18+ | 25% 69%
25,5
Afro-
Européens
CKD-Epi Cin. | 107 +31,6 19+ | 23% 66%
26,4
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PARTIE IV : DISCUSSION
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12 Discussion

12.1Introduction :
La méthode utilisée pour mesurer le debit de filtration glomérulaire dans
notre étude est la clairance plasmatique de I'lohexol, il s’agit d’'une
méthode de référence validée a partir de laquelle est déterminé le débit
de filtration glomérulaire de la population étudiée dénommé DFGm.

La valeur ainsi mesurée du débit de filtration glomérulaire est considérée
comme réelle et vraie, elle a permis secondairement d’évaluer les
estimations du DFG (DFGe) établies a partir des équations
recommandées par les guidelines internationaux KDIGO et KDOQI : la
formule MDRD, CKD-EPI et Cockcroft-Gault.

Le modele utilisé est le modele uni-compartimental corrigé par la formule
de Brochner-mortensen, aprés injection unique de I'lohexol suivie de
prélevements sanguins multiples. Le dosage de I'lohexol a été réalisé par
chromatographie en phase liquide a haute performance selon la méthode
décrite par Krutzen(1).

12.2Le choix de la méthode
Comme cela est suggéré par les guidelines KDOQI 2002, les études
cliniques nécessitent une mesure précise du DFG, pour cela, ils
recommandent I'utilisation des méthodes de référence qui font appel a des
traceurs exogenes, exclusivement éliminés par les reins et possédant
d’autres caractéristiques telles que, une filtration libre au niveau du
glomérule, sans sécrétion ni réabsorption tubulaire. Parmi elles, la gold
standard reste la clairance urinaire de l'inuline, mais celle-ci est de
réalisation difficile, puisqu’elle nécessite, une perfusion continue de
I'inuline pour arriver a I'équilibre et une collecte des urines qui se fait par
sondage vésical, ceci rend son utilisation en routine compliqué. Cette
méthode est relativement couteuse (66,83), de plus cette substance n’est
plus utilisée que radiomarquée en expérimentation animale et ne dispose
plus dAMM chez 'homme en raison des risques des réaction
anaphylactique de certaines de ses préparations(84). L'inuline n’est pas
disponible en Algérie. De méme les traceurs radio marqués développés
pour I'étude du DFG (l'acide éthylene diamine tétra-acétique 51Cr (EDTA)
ou g Tc-diéthylene triamine penta acétique (DTPA) sont couteux et
présentent en plus, la contrainte d'une manipulation délicate,
rigoureusement réglementée (83,85) et donc peu accessible surtout dans
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des pays en voie de développement. En Algérie ces deux produits sont
disponibles et leur utilisation est tres limitée.

L’iothalamate, est un produit de contraste utilisé aux Etats Unis (65,86,87).

Par contre I'lohexol, marqueur iodé non-ionique de faible osmolalité, qui a
les caractéristiques d’un bon traceur exogene puisqu’il est librement filtré,
sa liaison aux protéines est inférieure a 2%, son excrétion est presque
exclusivement urinaire avec une clairance extra-rénale comprise entre 0
et 6 ml/min/1,73m2 (1,88-90). De plus il n’est ni sécréte, ni réabsorbé par
le rein.

L’lohexol est largement utilisé en radiologie clinique et considéré exempt
d'effets secondaires aux doses utilisées pour la détermination du DFG
méme chez les diabétiques et les patients ayant une atteinte rénale
modérée (53,83,91,92) Il a méme été utilisé par certains auteurs, avec
satisfaction chez des enfants et des femmes enceintes (71).

Aucun évenement indésirable grave n’a été rapporté notamment d’ordre
allergique dans tous les pays ou il a été utilisé (93,94).

Au plan analytique, I'lohexol présente de véritables atouts ; d’abord son
dosage par HPLC-UV dans le sérum apres déprotéinisation est sensible,
précis, spécifique, et reproductible permettant 'usage de faibles doses
d’lohexol (70,95,96). Ensuite, la mesure du DFG par clairance
plasmatique ou urinaire de I'lohexol a fait I'objet d’'un protocole rigoureux,
approfondi et validé ayant fait I'objet de publication (83). La méthode a
également été validée au cours de plusieurs études aussi bien par rapport
a la clairance de l'inuline (64,67,69) que par rapport a celle de 51Cr-EDTA
(65,68,92,97,98).

C’est pourquoi, I'lohexol est actuellement admis comme un marqueur de
référence de mesure du DFG et largement utilisé pour les études
d’évaluations de formule d’estimation du DFG(99).

L’lohexol est un marqueur remarquablement stable aussi bien a
température ambiante qu’a -20 ou -80°c et possédant un co(t faible. Avec
tous ces avantages, I'lohexol s’est avéré étre le meilleur marqueur de
référence pour la conduite de notre étude.
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Durant la conduite de notre étude, nous avons remarqué que les
décongélations successives n’altérent en rien la concentration des
échantillons.

En plus de toutes les caractéristiques décrites qui font de ce produit un
marqueur idéal, le choix porté sur I'lohexol dans notre étude est lié d’'une
part a sa disponibilité dans notre pays ou il est utilisé en radiologie et la
disponibilité du matériel de dosage représenté par I'appareillage HPLC
d’autre part.

Ces deux éléments importants nous ont facilité la tache pour arriver a
doser I'lohexol aprés sa dilution dans I'eau ultra pure, ceci nous a permis
d’obtenir des résultats encourageants.

De nouvelles préparations ont été obtenues apres dilution dans du sérum
humain et les résultats étaient similaires aux précédents, cela a été le
départ de cette thése.

A ces étapes, il s’en est suivi une étape de validation pour comparer nos
résultats a ceux publiés dans la littérature (70)

12.3Validation du dosage de I'lohexol (78,100-102) (103)
Le dosage de I'lohexol par HPLC est déja valide par E. Cavalier(70). La
FDA/ICH recommande de revalider la technique de dosage par HPLC en
cas de changement important.

Le protocole de validation du dosage de I'lohexol suivi dans notre étude
est celui général décrit par la SFSTP (79) et spécifique appliqué par E.
Cavalier pour la validation du dosage de I'lohexol par HPLC(70) qui
constitue la seul référence complete disponible dans la littérature. Il
comporte la détermination de la linéarité, de la fidélité, de la justesse et
I'exactitude qui est la combinaison de la fidélité et de la justesse. Les
limites de détection (LDD) et de quantification (LDQ) ont également été
déterminées.

Comparée au travail d’'E. Cavalier notre travail retrouve les résultats
suivants :
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12.3.1 Lalinéarité :
Tableau 64 : Comparatif de la linéarité entre le travail personnel et celui d’E. Cavalier :

Linéarité travail personnel E. Cavalier
La gamme utilisée :

Niveaul : 16,4 puM/ml (13,5 pg/ml) 8,63 pug/ml
Niveau2 :32,8 uM/ml (26,9 pg/ml) 12,95 pg/ml
Niveau3 : 65,65 uM/ml (53,9 pug/ml) 64,75 pg/ml
Niveau4 :131,3 uM/ml (107,8 pg/ml) 259 pg/ml
Niveau5 : 262,6 uM/ml (215,6 pg/ml) 518 pg/ml
Niveau6 : 525,25 um/m (431,3 1295 pg/ml
pHg/ml)
Coefficient de corrélationRz2= | e
0,9982
Coefficient de régression r2 = 0,9957 0,9989
Pente de la droite de régression = 1 Pente= 1,035
Intercepte sur l'axe des ordonnée Intercepte=0,5372
proche de zéro = 0,0103
LDD : 12,09 puM/ml (9,9 pg/ml) 3,08ug/mi
LDQ : 40,03 uM / ml (33,1pg/ml

12.3.2 Lajustesse:

Travail personnel : E. Cacalier
Biais relatif :

Niveau 1 (16,4 uM/l) 24.2% -3,4%
Niveau 2 (32,8 uM/l) -7,2% -1,3%
Niveau 3 (65,65 pM/I) 1,8% 0,7%
Niveau 4 (131,3 uM/l) 1,4% 2%

Niveau 5 (262,6 pM/1) -3,1% 6,2%
Niveau 6 (525,25 uM/l)  0,7% 3,3%
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12.3.3 Lafidélité (précision) :

Travail personnel : E. Cavalier

Ecart-type / Coefficient de variation :

Niveau 1 (16,4 uM/l) 0,8/ 6,2% 15,0/17%
Niveau 2 (32,8 uM/l) 0,5/1,4% 4,214,2%
Niveau 3 (65,65 pM/l)  0,4/0,6% 4,414,4%
Niveau 4 (131,3 uyM/l)  0,6/0,5% 3,1/3,3%
Niveau 5 (262,6 uM/l)  1,6/0,6% 2,1/12,1%
Niveau 6 (525,25 ym/l)  3,1/0,6% 2,412,7%

Le domaine d’exactitude retenu par E. Cavalier :
Entre 12,95 et 1295 pg/ml correspond au Domaine de validité
pour la méthode utilisée par E. Cavalier.

Notre étude le domaine d’exactitude retrouvé est le suivant :
26,9 et 431,3 pg/ml qui correspond domaine de validité de notre
méthode.

La différence pour la limite inférieure 12,95 LDD= 3,08 pg/ml (E.
Cavalier) et 26,9 um/ml et LDD = 9,9 ug/ml (notre travail) s’explique peut-
étre par le type de colonne utilisée :

E. Cavalier : C18 : 250/4 mm, 5 ym de diamétre de pore

Notre étude : C18 : 100/3 mm, 3 um diameétre de pore

12.4Le dosage de la créatinine :
Dans notre travail le DFG estimé (DFGe) est déterminé par deux
technigues de mesure de la créatinine, enzymatique et Jaffé cinétique qui
sont toutes les deux tracables en IDMS et les résultats sont donnés en
double pour chaque formule d’estimation.

Le choix d'utiliser les deux techniques de dosage de la créatinine est
motivé par le fait que seul la méthode de Jaffé cinétique est répandue
dans nos laboratoires, tres peu utilisent la technique enzymatique.
L’objectif était de démontrer que les deux techniques se valent en termes
de résultats si ces deux techniques sont tracables en IDMS.
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La méthode de dosage de la créatinine par dilution isotopique par
spectrométrie de masse est considérée comme une méthode référence,
fiable et solide du dosage de la créatinine et ses résultats sont exactes et
précis. Son utilisation en routine n’est cependant pas possible du fait de
son codt trés élevé, elle est proposée aux laboratoires d’analyse pour
valider leurs résultats de dosage de la créatinine(49,104)

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse qui permet la
détermination des masses moléculaires des composés analysés ainsi que
leur identification et leur quantification. Elle est fondée sur la séparation et
la détection d'ions formés dans une source d'ionisation ou dans une
chambre de collision(105)

La dilution isotopique consiste a diluer de la créatinine deutérée ou
marquée isotopiquement (deutérée= isotopiquement substitués en
isotope D de I'nydrogene a la place de l'isotope ultra-majoritaire *H) dans
de l'eau ultra-pure a une concentration connue. Cette molécule de
créatinine marquée est fournie dans le commerce.

Une fois obtenue(106), la créatinine marquée est mélangée avec le sérum
du patient avec une créatininede concentration inconnue, la spectromeétrie
de masse va identifier les deux créatinines et va les signaler sous formes
de pic ; figure ci-aprés

45,000 —
_— Creatinine-Ds3

40,000 A
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i i __—Creatinine
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Figure 43 : Représente un spectre spectrométrique de masse de la créatinine marquée et la
créatinine de I’échantillon d’un patient.

La créatinine-D3 est la créatinine exogene de concentration connue qui
sera utilisée pour déterminer la concentration de de I'échantillon inconnu
du patient.
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La calibration IDMS des autres méthodes usuelles de dosage de la
créatinine consiste a tracer une courbe de corrélation entre les
concentrations la créatinine des différents échantillons obtenues par
spectrométrie de masse et celle obtenues par méthode soit enzymatique
ou cinétique et de réaliser ensuite un ajustement de cette derniere par
rapport a la premiere méthode(IDMS)(106).

Ainsi, tous les dosages de la créatinine que nous avons utilisés dans notre
étude ont été réalisés par le méme laboratoire, sur le méme appareil de
marque Cobas intégra 400 de roche avec des kits tracable en IDMS
fournis par l'industrie. Le coefficient de variabilité (CV) des résultats sur
cet appareil est de de 2,5 a 3 % et le biais est nul (49,104).

La calibration IDMS et la realisation des dosages de la créatinine dans le
méme laboratoire et sur le méme appareil permet de réduire les erreurs
signalées par certains comme une source de sur- ou sous-estimation des
résultats des formules d’estimation(107).

L’étude comparative n’a montré aucune différence entre les deux
technigues de dosage de la créatinine (enzymatique et cinétique) avec
des moyennes de concentration équivalentes avec les deux techniques :

Créatinine enzymatique : moyenne * écart-type = 8,71 + 4,03 mg/l.
Créatinine cinétique : moyenne *écart-type = 8,49 £3,9 mg/I.
La p value =0,7.

La corrélation entre la créatinine cinétique par rapport a la créatinine
enzymatique est parfaite avec un R?= 0,911.

Le test de Fisher montre un facteur F supérieur au facteur critique de F.

Le modéle de régression est linéaire et prédictif dans lintervalle de
confiance de 95%.

La comparaison pour la méme formule des résultats calculée par la
créatinine enzymatique et la créatinine cinétigue ne montre aucune
différence.

Il N’y a pas non plus de différence entre le DFG estimé par la formule
MDRD et la formule CKD-Epi calculées avec les deux techniques de
dosage de la créatinine ; enzymatique et cinétique.
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Par contre la différence est tres significative si on compare les formules
CKD-Epi et MDRD avec la formule de Cockcroft qui sur-estime le DFG de
facon tres importante avec les deux techniques de dosage de la
créatinine.

La sur-estimation du DFG par les formules d’estimation constatée dans
notre ne peut étre imputée au dosage de la créatinine puisqu’il est
conforme aux recommandations émises, I'appareillage utilisé pour son
dosage est celui qui donne le moins d’erreur avec un coefficient de
variation inférieur a 3% et biais absolu nul.

12.5Etude des performances des méthodes d’estimation du débit
de filtration glomérulaire (DFG)
Les criteres utilisés dans la littérature et recommandés par les
NKF/KDOQI 2002 sont les biais absolu moyen (et relatif), la précision et
I'exactitude a 10% dite P10 et I'exactitude a 30% dite P30.

Le biais absolu moyen est déterminé par la moyenne des différences entre
les formules d’estimation (CG, MDRD et CKD-Epi) et le DFGm (mesuré).

On parle de sous-estimation si le biais absolu moyen est négatif et de sur-
estimation s'il est positif.

La précision est appréciée par I'écart-type et la concordance de deux
méthodes de mesure par la courbe de Bland-Altman qui étudie la
dispersion des valeurs autour du biais. Cette courbe représente la relation
entre la moyenne des DFG déterminés par les deux méthodes en
abscisse et la difféerence entre ces méme DFG en ordonnées.

L’exactitude a 10% (P10) et a 30% (P30) représente les valeurs du DFG
estimé par les formules situées a + 10% et £+30% du DFGm (mesuré).

Pour que la méthode soit considérée comme fiable il faut que le
pourcentage de valeurs du DFG estimé situés dans la fourchette de £ 10%
du DFGm soit de 50% on parle alors de P10 a 50% et 80% des valeurs
du DFG estimé soient dans la fourchette de +30%du DFGm on parle alors
de P30 a 80%.

a) MDRD vs DFGm :

Le DFGm moyen obtenu est de 88,29 + 27,7 ml/mn/1,73m?2.
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Technique enzymatique :

MDRD enz. est de 99,09 + 41,81 ml/mn/1,73 m?. Le biais absolu est de
10,8 *+ 34,58 ml/mn/1,73m>?. Dans I'ensemble de la population d’étude le
MDRD enz. Sur-estime de 10,8 ml/mn/1,73m? le DFGm. La P10 est
retrouvé a 47% et la P30 a 76%. La différence est significative avec P
value a 0,03.

Technique Jaffé cinétique :

MDRD cin. est de 100,98 + 29,65 ml/mn/1,73m?, le biais absolu 12,69 +
35,2 7 ml/mn/1,73m?, la P10 a 38% et la P30 a 69%. La différence est
significative avec une p value a 0,001.

Dans les deux situations, on remarque une sur-estimation du DFG par
MDRD aussi bien avec la technique enzymatique que la technique
cinétigue, plus accentuée avec la deuxieme technique.

Dans la population avec un DFG supérieur a 60ml/mn/1,73 m?, toutes les
études(108) ont montré une sous-estimation du DFG de 9 a 42
ml/mn/1,73m? avec une P30 faible entre 28 et 86% seul Rigalleau qui a
trouvé une P30 a 89% avec la correction du dosage de la créatinine, la
P30 est retombée a 51%(109).

Toutes les autres publications insistent sur la faible performance du
MDRD, qui a tendance a sous-estimer le DFG dans cette population avec
un DFG supérieur a 60 ml/mn/1,73 m2. Cela est expliqué en partie, par la
population de dérivation de la formule MDRD ne comportant que des
sujets avec un DFG inférieur a 60 ml/mn/1,73m2.

Bostom et al. (110) dans une population de 109 patient avec MRC et une
une créatinine inférieure a 15mg/l et une DFGm moyen de 109
ml/mn/1,73m? retrouve une sous-estimation de -41,7 ml/mn/1,73m?, par le
MDRD avec une exactitude a 30% était a 28%.

Lin et al.(111) chez 100 donneurs vivants, le DFGm moyen a été retrouvé
a 113 ml/mn/1,73m? la créatinine a été mesurée par la technique de Jaffé.
Le biais était de -18,3 ml/mn/1,73m? donc une sous-estimation de 18
mm/mn/1,73m?. La P30 était de 65%.
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Rule et al. (112) chez 365 donneurs vivant toujours avec une créatinine
dosée par la technique de Jaffé retrouve également une sous-estimation
avec un biais absolu de -29ml/mn/1,73m? avec une P30 a 50%.

Poggio et al. (113) Dans une population de 457 donneurs vivants le biais
absolu était de -9ml/mn/1,73m?. La P30 a 86%.

Ibrahim et al. (114) Chez 1286 patients avec une créatinine inférieure a
12mg/l, le biais absolu retrouvé était de -22 ml/mn/1,73m? et une P 30
a78%.

Verhaveet et al. (115) Chez une population de 850 patients dont le DFG
moyen de 99,3 ml/mn/1,73m?, retrouve une sous-estimation du DFG par
la formule MDRD avec un biais absolu a -12ml/mn/1,73m?>.

Bukabau et al. (116) Chez une population de 494 de ['Afrique
subsaharienne : républigue démocratiqgue du Congo (210 patients) et de
la Cote d’lvoire (284 patient), avec un DFG médian de 88 ml/mn/1,73 m?2
il retrouve un biais a -7,8 ml/mn/1,73mz2 et une P(30) a 76%.

Rigalleau (109), froissard (117) et Cirillo (118) ont retrouvé chez des
populations proches pratiguement les mémes résultats de sous-
estimation par le MDRD avec un biais absolu entre -1 et -6 ml/mn/1,73m?

Dans la littérature, on retrouve des publications(108,119 et 120) qui
démontrent une sur-estimation du DFG par la formule MDRD comme cela
est le cas des résultats de notre étude. L'explication avancée pour justifier
la sous-estimation du DFG par la formule MDRD n’est pas suffisante, il y'a
bien d’autres facteurs qui interviennent dans les résultats de cette formule
tel que le facteur ethnique et peut étre le regime alimentaire moins riche
en protéines.

Grubb et al.(120) Chez 451 sujets tout venants, le DFG moyen était de 63
ml/mn/1,73m? avec une créatinine mesurée par la technique enzymatique
retrouve une retrouve une sur-estimation du DFG par la formule MDRD
avec un biais de 11,8 ml/mn/1,73m?. La P30 a 71%.

Snjay-Srinivas(119) et al. en Inde ont démontré chez une population de
599 donneurs vivants avec un DFG moyen de 95 ml/mn/1,73m? et un DFG
estimé par la formule MDRD a 6 variables une sur-estimation de 13,1
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ml/mn/1,73m? et une P30 a 74%, la sur-estimation était moindre avec la
formule MDRD a 4 variables avec un biais 7,5 et une P30 a 80%.

Froissard et al.(107) chez une population de contrble externe de 162
donneurs vivants /882 patients avec MRC dont le DFG moyen était de 98
ml/mn/1,73m?2. Dans le groupe avec le DFG moyen était de
87ml/mn/1,73m?. La comparaison avec la formule MDRD a quatre
facteurs montre une sur-estimation avec un biais absolu dans le groupe
de donneurs vivants a 13,3 ml/mn/1,73m? et 10,8 dans le groupe dans le
groupe avec MRC la P30 était de 52% et 47% respectivement.

Ce travail de Froissard a été réalisé en réponse a celui de Rule qui a
démontré une sous-estimation du DFG par la formule MDRD.

L’explication apportée par Froisssard était liée a l'utilisation de différents
traceurs exogenes pour la mesure du DFG et que la créatinine a été dosée
dans des laboratoires différents ce qui peut étre une source d’erreur car il
y’a des variabilités inter-laboratoires qui sont non négligeables(117). Chez
la population d’étude de Froissard est noté un faible indice de masse
corporel (IMC) et faible poids qui expliqgue cette sur-estimation, cette
constatation signalée par Froissard a été retrouvée dans notre étude
comme on le verra plus loin et le dosage de la créatinine avec les deux
techniques a été réalisé dans le méme laboratoire sur le méme appareil.

Toutes les études démontrent clairement la bonne performance de la
formule MDRD dans la population de sujets avec un DFG inférieur a 60
ml/mn/1,73m?, comme c’est le cas de notre sous population d’insuffisants
rénaux.

Les résultats demeurent contradictoires dans les populations de sujets
avec un DFG supérieur a 60 ml/mn/1,73m?. Plusieurs raisons sont
avancées pour expliquer cela ; d’abord la population d’étude d’origine
constituée de patients avec insuffisance rénale chronique, le dosage de la
créatinine dans des laboratoires différents source d’erreur du dosage de
la créatinine, le facteur ethnique lié a la masse musculaire et en dernier,
le régime faible en protéine et un faible indice de masse corporel (IMC).
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DFGm vs CKD-Epi :
Le DFGm moyen est de 88,29 + 27,70 ml/mn/1,73 m?
Technique enzymatique :

CKD-Epi enz. a 98,03 + 29,65 ml/mn/1,73 m?. Le biais absolu est de 9,72
+ 20,21 ml/mn/1,73 m?, la P10 a 40% et la P30 a 81%.

Technique Jaffé cinétique :

CKD-Epi cin. a 99,13 + 29,23. Le biais absolu est de 10,86 + 25,15
ml/mn/1,73 m?, la P10 a 34% et la P30 a 76%.

Le reproche fait a la formule MDRD est sa population de dérivation
constituée de sujets présentant un DFG inférieur a 60ml/mn/1,73m? par
conséquent ses performances dans les populations avec DFG supérieur
a 60 ml/mn/1,73 m? sont limitées.

La formule CKD-Epi a été justement développée pour améliorer les
performances dans les situations ou DFG est supérieur a 60
ml/mn/1,73m>.

La publication initiale dans le groupe le validation externe constitué de
1984 patients présentant un DFG supérieur a 60 ml/mn/1,73m?, la formule
CKD-Epi retrouve un biais absolu a -3,5 ml/mn/1,73m? et une P30 a 88,3%

Comparée a la formule MDRD, dont le biais est de -10 ml/mn/1,73m? et
une P30 a 84,7%.(39)

Les résultats obtenus par notre étude sont complétement différents
puisque le biais absolu retrouvé par cette formule montre au contraire une
sur-estimation du DFG avec les deux techniques de dosage de la
créatinine (enzymatique et Jaffé cinétique) qui sont je le rappelle, tracable
en IDMS, avec un biais absolu de 9,72 + 21,21 ml/mn/1,73m? pour la
créatinine enzymatique et 10,86 + 25,15 ml/mn/1,73m?pour la créatinine
cinétigue. L'exactitude a 10% (P10) est de 40% moins bonne que le
MDRD et la P30 a 81% légerement meilleure que le MDRD.
Statistiquement, il n'y a aucune différence entre le MDRD et le CKD-Epi
aussi bien pour la technique enzymatique que la technique Jaffé cinétique
pour le dosage de la créatinine.
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Les performances de la formule CKD-Epi chez les populations ayant un
DFG supérieur a 60 ml/mn/1,73m? ont été largement étudiées et les
résultats publiés(121) (122-129).

Les résultats étaient variables, certaines études rapportaient une sous-
estimation du DFG avec des biais variant de -5 a -20 ml/mn/1,73m?
(125,128,129), d'autres rapportaient des résultats équivalents
(39,123,126,127,130).

Deux publications rapportaient une sur-estimation du DFG respectivement
de 5 et 7 ml/mn/1,73 m?(122,124)

Chez les sujets avec un DFG inférieur a 60 ml/mn/1,73m? les
performances de la formule CKD-Epi sont meilleures avec des biais
variant entre - 2 et — 4 ml/mn/1,73m? et une P30 autour de 80%.(40,
119,127-130)

Deux études ont montré une sur-estimation du DFG avec des biais
absolus de 8 et 13 ml/mn/1,73m? (135,136) avec une P30 de 64 et 59%
respectivement.

Globalement, les performances de la formule CKD-Epi son meilleures
dans les populations américaines et européennes contrairement a la
notre, ceci peut étre expligué par le facteur ethniqgue mais aussi
nutritionnel.

DFGm vs Cockcroft-Gault :
DFGm moyen est de 88,29 + 27,70 ml/mn/1,73m?
Technique enzymatique :

Cockcroft enz. a 123,82 + 53,9. Le biails absolu a 35,53 +
45,40ml/mn/1,73m?, la P10 a 24% et la P30 a 57%.

Technique de Jaffé cinétique :

Cockcroft cin. @ 125,9 + 54,6 ml/mn/1,73m?. Le biais absolu 37,62 + 46,40
ml/mn/1,73m? et la P10 & 16% et la P30 a 52%.

Les performances de la formule de Cockcroft-Gault ont été également
largement évaluées par des études antérieures qui relevaient deux
conclusions essentielles ; La premiére est que cette formule n’est pas
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moins performante que la formule MDRD quand la population étudiée était
sans insuffisance rénale. (105, 106,108-112)

Dans les populations avec insuffisance rénale, dont le DFG est inférieur a
60ml/mn/1,73m?, la formule de Cockcroft-Gault semble moins
performante que le MDRD et la formule CKD-Epi. (118,137-140)

Dans notre étude les résultats sont tres clairs dans la mesure ou les
résultats obtenus ne concordent absolument pas avec les données de la
littérature et ou nous constatons une sur-estimation importante du DFG
avec des biais absolus de 35,53 et 37,61 ml/mn/1,73m? selon que l'on
utilise la technique enzymatique ou Jaffé cinétique pour le dosage de la
créatinine. Les P10 et les P30 sont aussi loin des résultats escomptes.

Dans notre sous population de sujets avec insuffisance rénale, le biais
absolu est moins marqué mais toujours présent dans cette population
constituée tout de méme de 13 patients, ce qui rend toute conclusion
hative en attendant la confirmation par d’autres études ultérieurement
avec un effectif suffisant.

Il est difficile d’avancer une explication en dehors de celles qui sont
connues. Cette formule évalue la clairance de la créatinine et non pas le
debit de filtration glomérulaire, puisque le comparatif qui a été utilisé pour
le développement de cette formule était la clairance urinaire de la
créatinine avec toutes les erreurs connues de cette méthode, notamment
la collecte des urines de 24 heures, la sécrétion et réabsorption de la
créatinine au niveau tubulaire. Et enfin, le dosage de la créatinine dans
notre étude a été realisé par des méthodes standardisees et cette formule
n'est pas spécifiguement adaptée pour étre utilisée par des valeurs de
créatinine standardisées.

12.6 Etude des facteurs spécifigues :
Trois facteurs ont été étudiés dans notre travail ; l'indice de masse
corporel (mentionné sous l'abréviation BMI), le niveau de la fonction
rénale subdivisée en trois niveau : niveau 1> 100ml/mn/1,73m?, Niveau 2
entre 60 et 100 ml/mn/1,73m? et le niveau 3 < 60 ml/mn/1,73m? et le
facteur ethnique.
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12.6.1 Indice de masse corporel (BMI) :
Notre population a été partagée en deux groupes ; un groupe constitué de
58 sujets qui avaient un BMI supérieur a 25Kg/m? composé de 35 femmes
et 23 hommes, d’age moyen de 45 ans = 11,6 et de poids moyen de 83
Kg + 11,6.

Le deuxiéme groupe est constitué de 42 sujets avec un BMI inférieur a
25Kg/m? composé de 24 femmes et 18 hommes d’age moyen de 39 ans
*+ 14,9 et de poids moyen de 65,8 Kg + 8,6.

Les résultats obtenus sont les suivants :

12.6.1.1 Sous population avec BMI supérieur a 25 Kg/m?:
DFGm vs MDRD :

DFGm moyen de 85,3 + 31 ml/mn/1,73 m?
Technique enzymatique :

MDRD enz. a 88,4 + 37,0 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 3,1 +
29,3 ml/mn/1,73 m?, P10 a 48% et P30 a 74%.

Technique cinétique

MDRD cin. a 95,40 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 10,0 + 39,3
ml/mn/1,73 m?, P10 a 36% et P30 a 69%.

Avec les deux technigues de dosage de la créatinine on note un biais
absolu moins prononcé entre DFGm et et la formule MDRD
statistiguement non significatif avec des p values supérieure a 0,05.

DFGm vs CKD-Epi :
DFGm moyen de 85,3 + 31 ml/mn/1,73 m?
Technique enzymatique :

CKD-Epi enz. a 90,3 + 29,5 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 4,9
+ 24 ml/mn/1,73 m?, P10 a 38% et P30 a 81%.

Technique Jaffé cinétique :

CKD-Epi cin. a 93,0 + 30,0 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 7,7 +
25,7 ml/mn/1,73 m?, P10 a 34,5% et P 30 a 81%.
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Aucune différence statistique entre le DFGm et la formule CKD-Epi avec
les deux techniques de dosage de la créatinine avec des p values
supérieures a 0,05.

DFGm vs Cockcroft-Gault :

DFGm moyen de 85,3 + 31 ml/mn/1,73 m?
Technique enzymatique :

Cockcroft enz. 2 123,4 + 56 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 38,1+
45 ml/mn/1,73 m?, P10 a 24% et P30 a 55%.

Technique Jaffé cinétique :

Cockeroft cin. a 130,3 + 62,4 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 45
+ 52,6 ml/mn/1,73 m?, P10 a 19% et P30 a 50%.

Statistiquement, il existe une différence tres significative entre le DFGm et
la formule de Cockcroft-Gault avec les deux techniques de dosage de la
créatinine avec des p values inférieurs a 0,05.

12.6.1.2 Sous population avec BMI inférieur a 25 Kg/m?:

a) DEGm vs MDRD :

DFGm moyen de 92,7 + 23,0 ml/mn/1,73 m?
Technique enzymatique :

MDRD enz. a 114,9 + 43,0 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 22,2
+ 38,6 ml/mn/1,73 m?, P10 a 35,7% et P30 a 71%.

Technique cinétique

MDRD cin. a 109,5 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 16 + 27,07
ml/mn/1,73 m?, P10 a 31% et P30 a 64%.

Le biais absolu retrouve entre le DFGm moyen et la formule MDRD est
important a 22,2 et 16 ml/mn/1,73 m? respectivement avec la technique
enzymatique et la technique cinétique p value sont inférieur a 0,05.
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b) DEGm vs CKD-Epi :

DFGm moyen de 92,7 + 23,0 ml/mn/1,73 m?
Technique enzymatique :

CKD-Epi enz. & 108,6 + 26,6 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 15,9
+ 23,3 ml/mn/1,73 m?, P10 a 35% et P30 a 76%.

Technique Jaffé cinétique :

CKD-Epi cin. a 107,3 + 26,0 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 14,6
+ 24,1 ml/mn/1,73 m?, P10 a 31% et P 30 a 64%.

La différence est nettement significative entre le DFGm moyen et la
formule de CKD-Epi avec les deux techniques de dosage de la créatinine
ave des p values inférieur a 0,05.

c) DEGm vs Cockcroft-Gault :

DFGm moyen de 92,7 + 23,0 ml/mn/1,73 m?
Technique enzymatique :

Cockcroft enz. a 126,3 + 51,3 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a
33,5 + 46,0 mi/mn/1,73 m?, P10 a 17% et P30 a 52%.

Technique Jaffé cinétique :

Cockcroft cin. a 121,3 + 51,3 ml/mn/1,73 m?, un biais absolu moyen a 28,6
+ 33,6 ml/mn/1,73 m?, P10 a 21% et P30 a 48%.

Statistiquement, il existe une différence tres significative entre le DFGm et
la formule de Cockcroft-Gault avec les deux techniques de dosage de la
créatinine avec des p values inférieurs a 0,05.

L’influence de I'indice de masse (BMI) a été évoquée dans la littérature
dans deux publications. Frossard(107), dans une étude qu’il a publié en
2005, qui portait sur 162 donneurs vivants, qui avaient un DFGm moyen
a 98 ml/mn/1,73 m? et 882 patients qui avaient une MRC dont le DFGm
moyen était a 87 ml/mn/1,73 m2. |l était I'un des rares auteurs a rapporter
une sur-estimation du DFG par la formule MDRD, dans une population
avec un DFG supérieur a 60 ml/mn/1,73 m2, il remarquait que sa
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population d’études avait un faible poids corporel et un IMC inférieur a 25
Kg/m?.

La deuxiéme étude est celle réalisée au Mexique chez la population
hispanique par José M. Arreola-Guerra (141) qui en évaluant les
performances des deux formules d’estimation du DFG, la formule MDRD
et CKD-Epi a retrouvé d’'une part une sur-estimation du DFG par les deux
formules, d’autre part, il signale dans sa publication une meilleur
performance de la formule CKD-Epi avec un BMI élevé supérieur a 25
Kg/m2.

Dans notre étude nous retrouvons l'influence positive d’'un IMC supérieur
a 25 Kg/m? sur les résultats de formule MDRD et CKD-Epi avec une
meilleure exactitude et une meilleure précision.

12.6.2 Le facteur ethnigue :
Le facteur ethnique a été largement discuté dans la littérature et son utilité
débattu. Certains considerent que le facteur race n’est pas nécessaire
pour les équations d’estimation du débit de filtration glomérulaire(118)
(119)

La HAS en France recommande ['utilisation de la formule CKD-Epi pour
le dépistage, cette formule est considérée comme étant supérieure aux
autres et de ne pas utiliser de facteur de correction si celui-ci n’est pas
validé dans la population francaise (120)

Au Breésil, dans une étude qui a porté sur 230 sujets caucasiens pour
51,7%, biracial (caucasiens- africains) dans 39,1%, africains dans 7,8%,
une évaluation des performances des formules d’estimation du DFG a
savoir MDRD, CKD-Epi et Cockcroft-Gault a été réalisée. lls notent une
bonne corrélation entre le DFG mesuré par la clairance de I'lohexol et les
formules d’estimation sans utilisation du facteur de correction racial (121),
ceci est expliqué selon eux par l'absence de différence entre les
concentrations de la créatinine chez les patients brésiliens toutes race
confondues.(122)

En Angleterre, le méme résultat est retrouve entre les patients caucasiens

et noirs, la aussi il N’y a pas de différence entre les concentrations de la
créatinine entre les deux groupes ethniques. lls concluent que le facteur
ethnique sur-estime le DFG.(123) (116,148,149)
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Les facteurs de correction ethniques du MDRD et CKD-Epi sont le produit
d'une étude expérimentale déterminés a partir d'une population
particuliére, appartenant a une région particuliére et que par conséquent,
ces facteurs ne sauraient étre appliqués dans toutes les autres régions
selon Stevens.(127)

L’idée de développer un facteur de correction lié a ethnie a été adoptée
par plusieurs auteurs, ceci est motivé par le fait que les études de
développement des deux formules MDRD et CKD-Epi ont été faites avec
des facteurs de correction liés a I'ethnie afro-américaine, les auteurs ont
justifié cela par le fait que la production de la créatinine est dépendante
de I'ethnie.(128)

Plusieurs pays ont développé leurs propres facteurs de correction pour la
formule MDRD, c’est le cas des chinois (152), des japonais((153,154), et
des thailandais.(135)

Flamand M. a développé un facteur de correction pour la formule CKD-
Epi pour les afro-européens. (155)

Dans notre étude nous avons testé tous facteurs de correction afin
d’apprécier leurs effets sur les performances de ces deux formules
(MDRD et CKD-Epi).

Les résultats étaient plus que décevant, ainsi avec le facteur chinois qui
est de 1,23, appliqué a la formule MDRD de nos patients a donné un biais
absolu a 39,0+ 42,7 ml/mn/1,73m?, P10 al6% et P30 a 49% avec la
créatinine enzymatique. Et 42,1 + 42,7 ml/mn/1,73m?, P10 a 11% et P30
a 41%avec la créatinine Jaffé cinétique.

Avec le facteur Thailandais qui est de 1,129, son application a notre série
nous a donné les résultats suivants avec la formule MDRD. Biais absolu
créat enz./ créat cin. 23,6 +38,7/25,7 + 39,0 ml/mn/1,73m? , P10 a
34%/27% et P30 a 70%/56%.

Ce n’est pas mieux avec le facteur afro-américain dont la valeur est de
1,212, le biais absolu est de créat enz./crét cin. 32 = 41,5/ 34,0 +
41,8mImn/1,73m?, P10 a 22%/18% et P30 a 57%/47%.

Le seul facteur de correction qui a amélioré les résultats du MDRD chez
nos patients est le facteur japonais dont la valeur est de 0,81.
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Le biais montre une sous-estimation du DFG par la formule MDRD
lorsqu’on lui applique le facteur de correction japonais avec un biais de
-8/-6,5 ml/mn/1,73m?, P10 a 35%/34% et la P30 a 78%/79%.

Les résultats sont également décevant lorsqu’on applique le facteur de
correction afro-européen pour la formule CKD-Epi a notre population.
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PARTIE V : CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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13 Conclusion

Les formules d’estimation du débit de filtration glomérulaire ont été
développées pour permettre un dépistage facile de I'insuffisance rénale
chronique. La multiplication de publications remettant en cause leurs
fiabilités dans certaines situations et dans certaines populations avec le
développement de nombreux facteurs de correction qu’'on a appelés
facteurs ethniques nous a conduits a s’interroger sur la fiabilité de ces
formules dans notre population en particulier et la population maghrébine
en générale.

Ainsi, nous avons conduit une étude pour essayer d'esquisser quelques
débuts de réponses pour la pratique quotidienne de I'évaluation du DFG
dans notre population.

Les objectifs de notre étude étaient de développer une meéthode de
référence de mesure du débit de filtration glomérulaire dans un premier
temps et d’évaluer les performances des formules d’estimation du celui-
Ci.

Nous avons réalisé un dosage de la créatinine par deux meéthodes ; la
méthode Jaffé cinétique et la méthode enzymatique qui sont toutes les
deux tracables en IDMS pour savoir s’il peut y avoir une différence des
résultats de la créatinine et du DFG estimé.

Notre étude a porté sur une population adulte de 100 sujets constituée de
60 femmes et 40 hommes de moyenne d’age de 42,3 £ 13,4 ans qui sont
pour la plupart des volontaires et des donneurs de reins potentiels, tres
peu de sujets avaient une atteinte rénale.

Il N’y avait aucune différence dans les résultats du dosage de la créatinine
avec les deux techniques de méme pour I'estimation du DFG avec les
deux techniques de dosage de la créatinine.

L'objectif de mesure du DFG a été concrétisé par le dosage de I'lohexol
avec la validation de la technique de dosage de celui-ci avec des
coefficient de variabilité autour de 1% et un recouvrement proche de 100%
sauf pour les concentration de 16 pmol/ml.

Les performances des formules d’estimation du débit de filtration
glomérulaires ont toutes montré une sur-estimation du DFG dans notre
population d’étude avec un biais absolu moyen d’environ 10 ml/mn/1,73m?
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pour les formules MDRD et CKD-Epi et de 35 ml/mn/1,73m? pour la
formule de Cockcroft-Gault avec les deux techniques de dosage de la
créatinine.

Les explications avancées pour justifier la sur-estimation pour la formule
MDRD sont; le dosage de la créatinine réalisé dans des laboratoires
différents, le facteur ethnique ainsi que le faible poids corporel et un indice
de masse corporel bas.

Dans notre population d’étude, le dosage de la créatinine a été réalisé
dans le méme laboratoire, sur le méme appareil, ce qui exclu sa
responsabilité dans la différence entre la formule MDRD et le DFGm.

Le faible poids corporel ainsi qu’un I'indice de masse corporel bas ont par
contre majoré le biais entre la formule MDRD et le DFGm dans le sous-
groupe avec un IMC inférieur a 25Kg/m?, ces deux éléments sont peut-
étre responsable en partie de la différence entre la formule MDRD et le
DFGm.

L’explication qui reste la plus probable a cette différence entre la formule
MDRD et le DFGm est le facteur lié a la race représenté par la différence
entre la masse musculaire de la population d’étude d’origine et notre
population et peut étre la différence de regime alimentaire.

Les mémes arguments sont a avancer pour expliquer la différence entre
la formule CKD-Epi et DFGm. Avec cette formule, il existe malgré le biais
une meilleure estimation du DFG avec une exactitude a 30 % (P30) a 81%
de méme que la précision est meilleure avec cette formule dans notre
population avec un écart-type autour de de 20 ml/mn/1,73 m? alors qu’il
est de 35ml/mn/1,73m? avec la formule MDRD, cette formule est
recommandé dans la littérature, HAS et KDOQI pour I'estimation du débit
de filtration glomérulaire.

La formule de Cockcroft-Gault qui est utilisée depuis un demi-siecle,
développée a partir d’'une clairance urinaire de la créatinine est au vu des
résultats obtenus est complétement dépassée et son utilisation doit étre
abandonnée dans notre population car elle engendre une sur-estimation
importante du DFG.

Parmi tous les facteurs ethniques existants, le facteur japonais semble
étre le plus adapté pour corriger la formule MDRD appliquée a la
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population algérienne en attendant de développer un facteur de correction
propre a la population algérienne.

En attendant de trouver une meilleure solution a I'estimation du DFG, je
suggeére d’utiliser la formule de CKD-Epi qui semble plus appropriée de
point de vu exactitude et précision.

14 Perspectives :
Ce modeste travail ouvre de nouvelles perspectives pour affiner encore
mieux nos résultats, d’abord pour déterminer avec exactitude la fourchette
normale du DFG dans notre population, pour cela une étude ultérieure
parait nécessaire afin de réaliser cet objectif. Cette étude doit comporter
une cohorte de sujets en bonne santé qui servira de référentiel a notre
population.

L’application des facteurs ethniques développés et publiés dans la
littérature n’a pas donnés des résultats escomptés, c’est pourquoi des
études ultérieures avec des cohortes pour le développement et des
cohortes pour la validation d’un facteur ethnique propre a notre population
paraissent nécessaires.

Une autre idée de développement d’'une nouvelle formule d’estimation du
DFG est en réflexion avec une approche nouvelle basée sur la bio-
impédance.
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LISTE DES ANNEXES :

Annexe (1) : document d’information en langue francaise et en langue
arabe.

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de la santé, de la population et de la réforme hospitaliére
Centre Hospitalier Universitaire de Sétif

Document d’information

Destiné aux personnes se prétant a participer a I'étude portant sur I'évaluation des
méthodes d’estimation du débit de filtration glomérulaire(DFG) (fonctionnement des reins)

Titre de I’étude :
Evaluation des performances des méthodes d’estimation du débit de filtration
glomérulaire (DFG) par rapport a une méthode de référence utilisant I’'lohexol
comme marqueur dans la population algérienne.

Promoteur de I'étude :
Dr MAACHI Abdelkrim, maitre-assistant en néphrologie CHU de Sétif

Protocole :

L'insuffisance rénale chronique est diagnostiquée par deux types de techniques, les unes
étudient la filtration d’'une substance endogéne qui est la créatinine dites méthodes
d’estimation, les autres exogenes, étudient la filtration d’'un marqueur exogene apres son
injection, comme I'lohexol, dites méthodes de mesure. Les premiéres sont simple a mettre
ceuvre, nécessitent une seule prise de sang, les secondes nécessitent plusieurs prises de sang.
Nous allons étudier la place des deux techniques dans le diagnostic de l'insuffisance rénale
chronique.

Objectifs de I’étude :
L’étude vise deux objectifs principaux :

o Evaluer les performances des méthodes prédictives d’estimation du débit de filtration
glomérulaire par rapport a la méthode de référence qu’est la mesure du débit de
filtration glomérulaire par I'lohexol dans la population algérienne générale.

o Introduire la méthode de mesure directe du débit de filtration glomérulaire en Algérie
par la mesure du débit de filtration glomérulaire par la clairance plasmatique de
I'lohexol.
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o Comparer les résultats de la créatinine sérique par deux méthodes de dosage : Jaffé
cinétique et la méthode enzymatique et les conséquences de ces méthodes de dosage
sur I'estimation du débit de filtration glomérulaire.

O Evaluer l'effet sur la fiabilité des méthodes d’estimation du DFG de certaines
caractéristiques comme I'index de masse corporel (BMlI), les facteurs ethniques utilisés
pour les différentes populations (japonaise, chinoises, thailandaises, afro-américaines
et afro-européennes) ainsi que le niveau de le I'insuffisance rénale.

But de I'étude : Tester la fiabilité de ces méthodes d’estimation du débit de filtration
glomérulaire (fonctionnement des reins) dans la population algérienne pour ne pas étre
amené a classer des sujets en insuffisance rénale alors qu’ils ne le sont pas.

Vous étes invité a participer a une étude pour déterminer la fiabilité des deux méthodes dans
la population algérienne. Avant de décider de votre participation ou non, il est important que
vous compreniez les buts de cette étude et de ce qu’elle impliquera.

La présente note est congue pour vous expliquer ces différents aspects. Moi-méme et toute
I’équipe du service de néphrologie sommes disposés a vous expliquer tout point qui ne vous
paraitra pas clair.

La décision de participer ou non vous revient entierement. Si vous décidez de participer, Il
vous sera demandé de signer un formulaire de consentement. Vous en recevrez un
exemplaire a conserver a votre domicile. Aucune méthode ne pourra étre réalisée tant que
vous n’avez pas lu et signé ce formulaire.

Déroulement de I'examen :

o Chaque participant doit faire I'objet d’'une prise de sang a jeun, suivie d’une injection
de 5ml d’lohexol produit éliminé uniquement par les reins (omnipaque®, 300mg/ml,
GE Hearthcare). Une série de 4 prélévements sanguins sur tube avec anticoagulant
sera ensuite réalisée a intervalles de temps prédéfinis par rapport a l'injection de
I'lohexol : 120, 180, 240 et 300 mn.
Les concentrations de [|'lohexol seront mesurées par une technique appelée
chromatographie liquide a haute performance et le débit de fonctionnement
glomérulaire sera ensuite calculé par le rapport entre la dose de I'lohexol injectée sur
I"aire sous la courbe de dégression de I'lohexol dans le plasma.
Apres le dosage les prélevements seront automatiquement détruits.

o La prise de sang a jeun sert également a doser la créatinine par deux méthodes :
méthode de Jaffé cinétique et méthode enzymatique
Les résultats de la créatinine serviront a estimer la filtration rénale par les méthodes
d’estimation que sont la méthode dite MDRD, CKD-Epi et cockcroft et Gault.
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Durée de I’étude et le nombre de participants :

Le nombre de personne participant a étude est fixé a 100 sujets, cet échantillon comportera.
Ce chiffre de 100 participants constitue un échantillon représentatif calculé par des formules
statistique.

La durée de I'étude est ouverte ne dépassant pas deux ans et demi.
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Annexe 2 : consentement éclairé en langue francaise et en langue arabe.
Ministere de la santé, de la population et de la réforme hospitaliere

Centre Hospitalier Universitaire de Sétif

Document de recueil du consentement

Date :

Promoteur de I'étude : Dr MAACHI Abdelkrim maitre-assistant en néphrologie CHU de
Sétif
Nom du participant : Prénoms :

Date de naissance :

L’investigateur soussigné, confirme avoir personnellement expliqué les différents aspects de
I'étude au participant dont le nom figure ci-dessus. Il confirme par la présente, avoir remis le
document d’information sur I'étude et avoir répondu a toutes les interrogations en des termes
que le participant comprend. Les aspects de I'étude abordés par l'investigateur sont comme
suit :

- Information compleéte sur :

o Les objectifs de I'étude : ------------m-mmmmmmm - D
o Le déroulement de I'étude : ----- -D
o Le temps suffisant a la réflexion : ------- D

o Possibilité permanente d’obtenir des informations complémentaire au cours de

I'étude auprés de linvestigateur a tout moment : D
o Participation volontaire sans aucune obligation : e D
o Possibilité d’interrompre la participation a I'étude a tout moment : ----------------- D

o Accord pour [lutilisation des résultats de I'étude dans des publications

scientifiques : - D
L]

o Accord de participation a I'étude : --------

Lu et approuvé [ ]

Faita...Le..../....].........

Signature du Patient Signature du praticien
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Annexe 3 :

Principales équations d'estimation du debit de fltration glomérulaire (DFG) basées sur la créatinine sérique,

Réferences Formule
Cockcroft et Gault 1] %x poids x (0,85 i femme)
MDRD abrégée 23] -
e 186 ¢ craciine™ ™ dger™® (0,742 i ferme) (1,21 i Alro-Américain

Cornite pour cratine sandardisée NS 175, v ™ o2 (0742 i femme) (1,21 i Afr-Amércain)

CKD-EPI (créatinine standardisge) [4] rdutining

(
DFG—AX( ) x0,993%

§i Noir-Africain, femme et [créatining] < 62 pmolll : A=166 ; B=07; C=-0329
§i Noir-Africain, femme et créatinine] > 62 pmolll : A=166 ; B=07; C=-1209
§i Noir-Africain, homme et [créatinine] < 80 pumol|l : A=163 ; B=09; C=-0411
§i Noir-Africain, homme et [créatinine] >80 mol |l : A=163 ; B=09; C=-1209
§i Caucasien, femme et créatinine] < 62 umolll : A=144 : B=07 : (=-0329
Si Caucasien, femme et [créatining] > 62 wmolll : A=144; B=07 ; (=-1209
§i Caucasien, homme et |créatinine) < 80 umol 1 : A=141; B=09; C=-0411
§i Caucasien, homme et |créatining] > 80 mel | ; A=141 B=09 ; C=-1209

Bjomsson et al. [5]

Hommes : (270,173 x dge)) x poids x

créatinine
Femmes : [(25- 10,175 x dge|)| x poids .
(25- 0175 x ge)] xp ><jrréminim:j
Davis et . [6] {gjé?n—m?i? % (0,85 si femme)
Edwards et White [7] ' 943
Hommes : ——-1.
(créatinine
699
Femmes ; ———-2,
(créatining
Gates 3] Hommes : 89,4 x [réatinine ™" + (55 - dge) x 0,447 « [créatining™
Femmes : 60 x jcréminmej"" +(56 - dge) x 0,3 % jcrémininej""
Hull et al. [9 - (ge)
! g {.14,5 .[.Igefl—3><{0.,85 si femme)
creatinine]
Jeliffe [10] %ﬁﬁsm % (09 si femme)

Mawer et al. [11] poids x (29,3 - 0,203 x dge|) x (10,03 x [créatinine))
14,4 x [eréatinine x o5
s poids x (25,3 - 10,175 x dge|) x (1-0,03 x |créatinine))

Femmes
créatining x 2
14,4 x [créatinine] il

Hommmes :
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Nankivell et al, [12] 67 poids e 10
g 4 2wl
67 pib g 10

jrréﬂtininej+4 ) ol
Walser etal,|13] Hommes ; 7,57 céutine) 0, 08847~ 0,103 g+ 0,096 x pois - 6,66
Remmes : 6, 05(créainine] » 0, 08847~ 0,08« dgg +0,08 ¢ pids - 41

Mayo Clinic |14] oy 341
e | e

- 0,00686 x dge- 0,205 i femme

Salaza t Corcoan 1] - i) 0,285 x po) + 12,1 x|
| 51 eréatiing

(18- dge)  [0.287 i)+ (9,74l

s R0 calie
\DRD? 2 170 v ™ g  BUNT ™ clbumine ™ (0,92 § emme 1,18 f Afo-Américan
B 1 3130 g™ v dge™ (082 i femme

|ceéatining]  concentration sique de créatining en milligrammes par decilitre; MDRD : modifcaion of iet in renal disease ; CKD-EPL chronic kidney disease pidemilogy
IDMS : sotepe dilution mass spectrometry ; BIS : Berln niiatve Study ; BUN : lood urea nitrgen ; alburming] : concentration sérique d'albuine,
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Annexe 4 : Classification et pronostique de la maladie rénale chronique
selon KDIGO 2012.

Prognosis of CKD by GFR and albuminuria category

Prognosis of CKD by GFR
and Albuminuria Categories:

KDIGO 2012

Persistent albuminuria categories
Description and range

A1l A2 A3
Normal to Moderat s
mildly ot Soeny
i increas: increas!
<30 mg/q 30-300 mg/g =300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol =30 mg/mmol

&g G1 Normal or high >90
2

= & | G2 | Mildy decreased 60-89
o

£E

£T Mildly to moderately

E & G3a | jecreased S
b, =

» O Moderately to

'g a 2 severely decreased A
g3

;= 8 G4 Severely decreased 15-29
o

o

‘(‘5 G5 Kidney failure <15

Green: low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); Yellow: moderately increased risk;
Orange: high risk; Red, very high risk.
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