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INTRODUCTION

La protéinurie est fréquente en médecine vétérinaire. Elle est associée a de nombreuses
causes et doit toujours étre explorée. Apres exclusion des causes extra-rénales, il convient de
localiser I’atteinte rénale a 1’origine de la fuite de protéines. Pour ce faire, ’examen de choix
est I’analyse histologique du parenchyme rénal par réalisation de biopsies. Néanmoins, cet
examen est invasif et présente des risques non négligeables. Par ailleurs le recours a la
microscopie électronique (peu disponible) est souvent indispensable pour la bonne
interprétation lésionnelle et I’examen histologique ne permet pas de révéler des anomalies
fonctionnelles — tubulaires notamment (Lees et al., 2011 ; IRIS Canine GN Study Group
Diagnosis Subgroup et al., 2013).

En conséquence, des techniques moins invasives ont été développées. Parmi celles-ci,
I’électrophorese des protéines urinaires permet de définir 1’atteinte rénale en fonction de la
masse moléculaire des protéines présentes dans les urines. Cette technique étant non invasive
et peu coliteuse, elle peut permettre la réalisation d’un suivi régulier de I’évolution de 1’affection
rénale a I’origine de la protéinurie. Il s’agit d’'une méthode tres sensible mais de spécificité
variable en fonction des études (Brown et al., 2010 ; Schultze and Jensen, 1989 ; Zini et al.,
2004). Or, il existe tres peu d’études concernant ses étapes pré-analytiques ou les principes de
lecture des gels. Cette absence de standardisation des protocoles pourrait étre a I’origine des
variations de spécificité constatées dans la littérature.

Parmi ces conditions pré-analytiques, le mode de collecte des urines occupe une place
importante. Effectivement il est actuellement recommandé en médecine vétérinaire d’utiliser
un prélevement obtenu par cystocentese afin de réaliser une analyse urinaire complete (Lees et
al., 2005). Cette technique présente des avantages certains : le prélevement est obtenu
quasiment stérilement et affranchi des contaminations des voies basses du tractus urinaire.
Cependant, c’est un acte nécessitant une consultation chez le vétérinaire et présentant un
caractere invasif ; il participe donc au stress de 1’animal et augmente les frais liés au suivi de la
protéinurie rénale pour les propriétaires.

Dans cette theése, nous étudions une alternative au prélévement des urines par cystocentese
en comparant les électrophoreses des protéines urinaires de prélevements collectés par miction
naturelle avec ou sans nettoyage de la sphere uro-génitale préalable et cystocentese. L’ objectif
est double. D’une part il s’agit de clarifier les conditions pré-analytiques nécessaires a la
réalisation d’une électrophorese des protéines urinaires ; d’autre part, la validation d’un

protocole a partir d’urines collectées par miction naturelle permettrait un plus grand confort aux
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propriétaires et a leur animal dans la réalisation du suivi de I’affection rénale de ce dernier.
Dans une premiere partie, nous étudierons la place de I’électrophoreése des protéines
urinaires dans la prise en charge du chien protéinurique, puis nous réaliserons un bilan des
conditions pré-analytiques nécessaires a la réalisation de ce type d’analyse. Dans une seconde
partie, nous tenterons de déterminer 1’influence du mode de collecte des urines sur leur profil

électrophorétique.
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A. L’électrophorese en médecine vétérinaire

1. Les techniques de 1’électrophorese

L’¢électrophorese permet la séparation de particules chargées en fonction de leur vitesse
de migration sous I’action d’un champ électrique (Lafont, n.d.). Différents types
d’électrophorese sont utilisés en médecine, ils varient en fonction du milieu de migration et de
la préparation préalable des échantillons. Nous présenterons ici les différents types utilisés pour

étudier la protéinurie chez le chien.

a) Migration en fonction de la charge

En I’absence de traitement préalable, les protéines migrent en fonction de leur charge
lorsqu’elles sont soumises a un champ électrique. Il est possible d’améliorer les performances
de cette méthode par utilisation d’un support d’agarose supplémenté en ions calcium que 1’on
soumet a un haut voltage, on parle alors d’électrophorese a haute résolution (HRE) (Gurske et

al., 1989). Cette méthode est tres rapide, automatisée et peu coliteuse (Giori et al., 2011).

b) Migration en fonction de la masse moléculaire

Le traitement d’un échantillon avec du Sodium dodécyl sulfate (SDS) permet de charger
uniformément les particules, leur migration est alors uniquement fonction de leur masse
moléculaire. Schématiquement, la rapidité de migration des protéines est inversement
proportionnelle a leur masse moléculaire — plus les protéines sont lourdes, moins elles migrent
rapidement (Lafont, n.d.). C’est une technique trés employée pour la réalisation des
électrophoreses des protéines, ne nécessitant pas de concentration préalable des échantillons
(Camaré and Caussé, 2013). Les gels utilisés comme supports migratoires sont majoritairement

de deux types : le gel de polyacrylamide et le gel d’agarose.

Le gel de polyacrylamide (PAGE) est long et relativement peu aisé€ a préparer, il s’agit
d’un gel tres fragile et doit donc étre manipulé avec grande précaution. Il est également toxique
pour les manipulateurs. En revanche il permet 1I’obtention de bandes fines et bien délimitées, de
plus, il est possible de controler I’aspect de ces bandes en jouant sur la taille des puits. Il permet
préférentiellement la séparation des protéines de faible masse moléculaire (Barril and Nates,

2012).
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Le gel d’agarose (AGE) est simple et rapide a préparer, relativement facile de
manipulation et permettant la migration d’une large gamme de protéines — majoritairement de
moyennes a hautes masses moléculaires. Néanmoins la largeur des pores n’est pas contrdlable,

les bande sont souvent mal délimitées et relativement floues (Barril and Nates, 2012).

¢) Immunofixation

Apres migration des protéines, il est possible de réaliser une immunofixation en utilisant
la technique du Western Blot afin de mettre en évidence certaines protéines recherchées. C’est
notamment le cas lors de recherche de protéinurie de Bence Jones (chaines légeres
d’immunoglobulines) en médecine humaine, I’immunofixation permet alors la distinction entre
protéine de Bence Jones et protéine sérique monoclonale (Jenkins, 2009). Cette technique est
également utilisée pour rechercher des marqueurs de différents types de protéinurie (Yal¢in and

Cetin, 2004).

2. Utilisation et accessibilité des différents types d’électrophorese urinaires en

médecine vétérinaire

Les trois types d’électrophorese précités (HRE, SDS-PAGE, SDS-AGE) permettent de
réaliser convenablement une électrophorése des protéines urinaires. Néanmoins, pour cette
utilisation, I’électrophorese sur SDS-AGE est préférée aux autres techniques par une majorité
de scientifiques. Effectivement, malgré 1’aspect concentration-dépendant des bandes qu’il
produit, il représente le meilleur compromis entre la toxicité du SDS-PAGE et le manque de

sensibilité de la HRE (Giori et al., 2011).

A T’heure actuelle, le manque de marqueurs validés limite [’utilisation de
I’immunofixation au cadre de la recherche médicale (Yalcin and Cetin, 2004 ; Zaragoza et al.,

2004).

B. Exploration de la protéinurie rénale

1. La protéinurie

a) Dusang a ’urine

Les reins agissent comme un filtre, permettant I’élimination sous forme d’urine de
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nombreux éléments que le corps n’utilise pas. La barriere de filtration glomérulaire laisse
passer sélectivement les molécules en fonction de leur masse moléculaire (inférieure a 68 kDa),
leur charge (le passage des €léments neutres ou chargés positivement est favorisé) et leur
conformation dans I’espace. Les molécules ayant traversé le filtre glomérulaire se trouvent alors
dans les tubules rénaux, sous forme d’urine primitive. La composition des urines est modifiée
dans ce secteur par réabsorption et sécrétion de nombreuses molécules. Finalement, une grande
partie des électrolytes, de I’eau, du glucose, des acides aminés et des petites protéines sont

réabsorbées. Les urines sont composées de 99% d’eau, de tres peu de protéines (0,1 a 2 g/LL de
facon physiologique) et de dérivés azotés tels que I'urée et ’ammoniac (Lefebvre, n.d.). Par

ailleurs, I’albumine qui a des propriétés intermédiaires, c’est-a-dire moléculaire de 69 kDa et
une charge négative est filtrée en faible quantité par les glomérules et réabsorbée par les tubules,
elle est physiologiquement présente dans les urines du chien a une concentration inférieure a 1

mg/dL (Grauer, 2011).

b) L’origine d’une protéinurie : pré-rénale, rénale et post-rénale

On parle de protéinurie lorsque la concentration en protéines contenues dans les urines
dépasse le seuil physiologique. Celle-ci peut étre d’origine pré-rénale, rénale ou post-rénale. La
protéinurie pré-rénale est due a la présence anormale dans le plasma de protéines qui traversent
la barriere de filtration glomérulaire alors que celle-ci n’est pas altérée ; par exemple, c’est le
cas de I’hémoglobine, de la myoglobine ou encore des protéines de Bence-Jones (chaines
légeres d’immunoglobulines). La protéinurie post-rénale est due a la pénétration de protéines
dans I’urine apres que celle-ci ait quitté le bassinet ; il peut s’agir de protéines issues des parois
du tractus urinaire ou du tractus génital au gré d’hémorragie ou d’inflammation. Enfin, la
protéinurie rénale est due a un défaut de gestion des protéines plasmatiques par le rein qui peut
étre fonctionnelle — en réponse a des phénomenes physiologiques transitoires tels qu’un effort
intense ou un état fiévreux — et sera dans ce cas transitoire, ou pathologique — révélatrice de

Iésions ou dysfonctions rénales — et sera alors persistante (Lees et al., 2005).

Lors de la mise en évidence d’une protéinurie, la principale problématique est de savoir
si celle-ci est révélatrice de 1ésions rénales ou non, c’est-a-dire rénale pathologique selon la
classification établie par le consensus ACVIM concernant la mise en évidence et la prise en
charge de la protéinurie (Lees et al., 2005). Pour cela, les autres types de protéinuries devront
étre écartées. La protéinurie post-rénale peut étre écartée d’une part en prélevant les urines par

cystocentese afin de se prévaloir des protéines d’origines génitales et d’autre part en écartant
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toute inflammation du tractus urinaire (échographie, absence de signes urinaires type
pollakiurie, culot urinaire et culture bactériologique au besoin). La protéinurie pré-rénale peut
étre écartée si la concentration plasmatique en protéines totales est dans les limites des valeurs
usuelles. Enfin, la protéinurie rénale fonctionnelle peut étre écartée par démonstration de la
persistance de la protéinurie — c’est-a-dire la mise en évidence de celle-ci au minimum 3 fois a

au moins 2 semaines d’intervalle entre chaque évaluation (Lees et al., 2005).

c) Origine de la protéinurie rénale

La protéinurie rénale pathologique peut étre d’origine variée (Lees et al., 2005) :

- Glomérulaire, en cas d’altération de la barriere de filtration glomérulaire qui permet
alors le passage dans les urines de protéines normalement non filtrées, soit parce que leur
masse est supérieure a 68 kDa ou parce qu’elles sont de taille intermédiaire mais chargées
négativement — on parle de glomérulopathie ;

- Tubulaire, en cas d’altération des mécanismes de réabsorption des protéines
normalement filtrées et réabsorbées, il y a alors une accumulation de protéines de faible masse
moléculaire dans les urines — on parle de tubulopathie ;

- Interstitielle, en cas d’inflammation des voies rénales a 1’origine de 1’exsudation de
protéines dans les voies urinaires — ¢’est de cas lors de néphrite active. C’est un cas particulier
qui implique la présence de signes cliniques compatibles avec une néphrite et la mise en
évidence d’un processus inflammatoire pour étre diagnostiqué. Il ne rentre pas dans la
dichotomie classique de I’origine de la protéinurie rénale et est a exclure apres avoir écarté les

protéinuries pré-rénale et post-rénale.

Dans la suite de ce manuscrit, nous ne parlerons que des 1ésions glomérulaires et
tubulaires comme source de protéinurie. Il est par ailleurs a noter que ces deux mécanismes

peuvent coexister, on parle alors de protéinurie mixte.
2. Mise en évidence d’une protéinurie

a) Méthodes semi-quantitatives

La bandelette urinaire réalisée lors de toute analyse urinaire permet une pré-sélection
des animaux protéinuriques. Cependant, des réactions faussement négatives sont mises en

évidence lors de protéinurie de Bence Jones ou d’une faible albuminurie, lorsque les urines sont
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faiblement concentrées ou acides (Grauer, 2011). Aussi, des réactions faussement positives sont
fréquentes lorsque le pH urinaire est basique — supérieur a 7,5 — ou lorsque les urines sont tres
concentrées (Grauer, 2011 ; Lees et al., 2005). Globalement, la protéinurie est détectée par la
bandelette urinaire a partir de 30 mg/dL (Grauer, 2011). La plage réactive est également plus a
méme de se positiver en cas d’albuminurie. Les recommandations de I’ ACVIM établies en 2005
préconisent de confirmer une réaction positive par un test de précipitation a I’acide

sulfosalicylique ou une analyse quantitative de la protéinurie.

L’utilisation de 1’électrophorese des protéines urinaires afin de mettre en évidence une
protéinurie a été étudiée et semble possible uniquement par 1’utilisation de gel SDS-PAGE. En
effet, une bonne corrélation entre la détection par électrophoreése SDS-PAGE et le RPCU a été
obtenue lors d’une étude menée sur 51 chiens (Jaturakan et al., 2013). En revanche, une étude
réalisée sur 87 spécimens montre qu’un tiers des animaux classés comme non protéinuriques
par lecture d’une électrophorese de haute résolution (HRE) sont en réalité protéinuriques. La
méme étude montre que plus d’un cinquieme des animaux classés comme protéinuriques a la
lecture d’une électrophorese de type SDS-AGE sont en réalité non protéinuriques (Giori et al.,
2011). De méme, une étude a comparé la pertinence de 1’électrophorese sur gel d’agarose pour
détecter I’albuminurie a celle d’un test immunoturbidimétrique validé ; la concordance des
résultats était de 86% ne permettant pas d’accepter I’électrophorése comme détecteur
d’albuminurie (Murgier et al., 2009). Finalement, la technique du SDS-PAGE étant peu
accessible et relativement cofliteuse, il ne semble pas judicieux de la réaliser dans un contexte

de recherche de protéinurie.

b) Méthodes quantitatives

Le rapport des protéines et de la créatinine urinaires (RPCU) permet d’objectiver une
protéinurie et son importance. Ce rapport refleéte 1’excrétion de protéines dans les urines des 24
dernieres heures (Grauer, 2011 ; Lees et al., 2005). La limite a partir de laquelle on parle de
protéinurie correspond a un RPCU de 0,2. Les chiens ayant un RPCU compris entre 0,2 et 0,5
sont depuis considérés comme douteux ou limite protéinuriques. Les animaux pour lequel le

RPCU est inférieur a 0,2 sont considérés comme non protéinuriques (Grauer, 2011).

Par ailleurs, lorsque la protéinurie est rénale pathologique — glomérulaire ou tubulaire,
le RPCU peut donner une indication sur la localisation des 1ésions. Un RPCU supérieur a 2,0

est tres en faveur d’une atteinte glomérulaire (Grauer, 2011 ; Lees et al., 2005). En effet, les
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tubulopathies sont quasi toujours a 1’origine d’une protéinurie modérée ; en revanche les
glomérulopathies peuvent induire des protéinuries d’intensité tres variable (Lees et al., 2005).
Le RPCU permet également de suivre 1’évolution de la protéinurie mais une modification de
35% est nécessaire en cas de RPCU élevé (i.e. aux alentours de 12) et de 80% lors de RPCU

proche de la valeur de 0,5 pour que 1’évolution soit jugée significative (Nabity et al., 2007).
3. Origine de la protéinurie

Apres exclusion des causes pré-rénales et post-rénales de la protéinurie et apres

vérification de la persistance de celle-ci, il convient d’en identifier le type.

a) Histologie

L’examen histologique de biopsies rénale est actuellement la méthode de référence pour
localiser et définir 1’atteinte rénale a I’origine de la protéinurie. Elle peut étre réalisée a partir
de biopsies du cortex rénal obtenues par laparoscopie ou plus couramment par ponctions au tru-
cut échoguidées et doit idéalement étre soumise a la lecture d’un pathologiste spécialiste par
microscopie optique, microscopie électronique et immunofluorescence (Lees et al., 2011 ; IRIS

Canine GN Study Group Diagnosis Subgroup et al., 2013).

N

L’analyse histologique permet de révéler la nature des lésions a 1’origine de la
protéinurie mais aussi les mécanismes de mise en place de ces 1ésions, leur sévérité, chronicité
et potentielle réversibilité (Lees et al., 2011). Effectivement, une composante immunitaire des
Iésions glomérulaires est présente chez environ 50% des sujets — c’est-a-dire que des 1ésions
avec présence de complexes immuns sont mis en évidence a I’analyse histologique de leurs
biopsies rénales. L’histologie permet alors de déterminer 1’utilité de la mise en place d’un
traitement immunomodulateur dans le cas d’une atteinte glomérulaire (Vaden and Elliott,
2016). Finalement, la réalisation de biopsies rénales est indiquée dans le cas d’une forte
suspicion de glomérulopathie afin d’affiner le diagnostic, le pronostic et donc le traitement

approprié (Lees et al., 2011, Vaden and Elliott, 2016).

Néanmoins la procédure d’obtention des biopsies est invasive et de nombreux chiens ne
sont pas de bons candidats a sa réalisation. Notamment, elle ne doit pas €tre réalisée en cas de
coagulopathie ou anémie sévere, d’hypertension non controlée, de maladie rénale chronique de
stade IRIS 4, de pyélonéphrite, de kyste rénal ou d’hydronéphrose. Elle est également

déconseillée chez les animaux de poids inférieur a Skg (Lees et al., 2011 ; Vaden and Elliott,
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2016).

Vaden et Elliott proposent de considérer la réalisation de biopsies rénales chez les
animaux présentant une protéinurie évocatrice d’une glomérulopathie ne présentant pas de
contre-indications a la biopsie et étant réfractaires au traitement initial. Ils envisagent le mettre
en place un traitement immunomodulateur chez les animaux présentant une protéinurie
glomérulaire a condition qu’ils ne présentent pas de contre-indication a I’utilisation de ces
thérapies, qu’ils ne soient pas prédisposés (age et race) aux néphropathies familiales que la
créatininémie soit stable et inférieure a 3 mg/dL, que 1I’albumine soit supérieure 2 g/dL et que

I’hypothese de I’amyloidose est écartée (2016).

Le consensus IRIS de 2013 recommande de réaliser des biopsies rénales lors d’une
protéinurie forte (RPCU =3.5) ne répondant pas au traitement ou en progression malgré
I’instauration d’un traitement et/ou lorsqu’une thérapie immunosuppressive est initiée ou
envisagée et que la maladie rénale chronique n’est pas en stade terminal — correspondant au

stade IRIS IV (IRIS Canine GN Study Group Diagnosis Subgroup et al., 2013).

b) Marqueurs biologiques urinaires

Récemment, plusieurs marqueurs biologiques urinaires ont été étudiés pour mettre en
évidence des néphropathies de maniere plus précoce que la créatinine — qui n’augmente
significativement qu’une fois 75% du tissu rénal endommagé. Ils sont usuellement évalués sous
forme de rapport entre les marqueurs urinaires et la créatinine urinaire afin de se prévaloir des
variations quotidiennes (Smets et al., 2010 ; Lavoué et al., 2015) et de la dilution fluctuante des

urines.

Plusieurs marqueurs d’atteinte glomérulaire ont été étudiés, il s’agit de protéines de
haute masse moléculaire ne passant pas la barriere glomérulaire chez le chien sain. Notamment,
les concentrations rapportées a la créatinine urinaire des immunoglobulines G et M sont
significativement associées a des cas de glomérulonéphrite par dépdt d’immun complexes.
Néanmoins ce ne sont pas des marqueurs spécifiques de glomérulopathie, puisque les rapports
sont corrélés a des 1ésions histologiques glomérulaire et tubulo-interstitielles (Cianciolo et al.,

2016).

Plusieurs marqueurs d’atteinte tubulaire ont également été étudiés. La protéine de

liaison au rétinol (RBP) est une protéine de faible masse moléculaire réabsorbée dans le tubule
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proximal du rein chez le chien sain. Elle serait significativement associée avec des lésions
histologiques tubulaires mais aussi avec des 1ésions glomérulaires et tubulo-interstitielles. Elle
est augmentée en cas de maladie rénale chronique et les études ne tendent pas toutes vers les
mémes conclusions quant a son utilité dans la localisation de 1’atteinte (Lavoué et al., 2015 ;
Cianciolo et al., 2016). La N-acetyl-p-D-glucosaminidase (NAG) est une enzyme des cellules
épithéliales des tubules rénaux relarguée lors d’altération de ces cellules. Mais les études
tendent a montrer qu’elle n’est pas spécifique de 1’altération tubulaire, voire qu’elle serait plus
caractéristique d’une altération de la fonction glomérulaire sans qu’aucun mécanisme précis ne

soit arrété a I’heure actuelle (Cianciolo et al., 2016, Hokamp et al., 2016).

Finalement, les marqueurs urinaires précités seraient utiles pour détecter une maladie
rénale précoce mais les études manquent afin de valider leur utilisation dans la localisation de
I’altération rénale. De plus, leur accessibilité en médecine vétérinaire est tres limitée. Il existe
des kits rapides ELISA vétérinaires pour doser 1’albumine et les immunoglobulines urinaires,
un kit rapide ELISA humain pour doser la RBP, préalablement validé pour son utilisation en
médecine vétérinaire (Maddens et al., 2010) et un test colorimétrique pour doser la NAG.
Néanmoins ces tests sont treés onéreux et peu répandus, justifiant la limitation de leur utilisation

a la recherche clinique uniquement a 1’heure actuelle.

c) Electrophorese des protéines urinaires

L’électrophorese des protéines urinaires permet la séparation des protéines en fonction
de leur masse moléculaire. La mise en évidence de bandes de haute masse moléculaire (> 68
kDa) est évocatrice d’une protéinurie d’origine glomérulaire et la mise en évidence de bandes

de faible masse moléculaire est évocatrice d’une protéinurie d’origine tubulaire.

Une étude préliminaire réalisée par Schultze et Jensen en 1989 sur 18 chiens étudie la
pertinence diagnostique de 1’électrophorese sur SDS-PAGE afin de localiser 1’origine de la
protéinurie. Parmi les 18 chiens de I’étude, 6 sont non protéinuriques et ne présentent pas
d’anomalie a I’analyse urinaire et 12 présentent une protéinurie (>30 mg/dL) sans culot urinaire
associé. Des analyses histologiques rénales sont disponibles chez 8 des 12 chiens protéinuriques
et concordent chez 7 chiens sur 8. Par ailleurs, les auteurs émettent un doute quant a la
représentativité des échantillons de biopsie rénale recueilli chez le chien pour lequel I’histologie
ne correspond pas a I’électrophorese, estimant que les résultats de cette derniere sont plus en

accord avec les données anamnestiques. Finalement, cette étude suggere que 1’électrophorese
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serait un bon moyen d’identification de 1’origine d’une protéinurie rénale. Dans cette méme
étude, I’étude des profils électrophorétiques des chiens sains révele la présence de trois bandes
plus ou moins marquées entre 65 et 100 kDa chez chacun d’eux. De plus, d’autres bandes sont
visibles chez deux d’entre eux a savoir respectivement des bandes de haute masse moléculaire
et des bandes de toute masse moléculaire. Les auteurs émettent I’hypothese que la modification
du profil électrophorétique urinaire sur SDS-PAGE est un marqueur de dysfonctionnement
rénal, plus précoce que la protéinurie elle-méme. Néanmoins, il ne peut étre exclu que cette

observation soit la traduction d’une mauvaise valeur prédictive positive du test.

En 2004, une étude rétrospective portant sur 49 chiens menée par Zini et son équipe
tente d’évaluer la corrélation entre profil électrophorétique SDS-AGE et I1ésions
histopathologiques rénales. Les urines sont prélevées par cystocentese et conservées moins de
7 jours entre 4 et 8°C. Une sensibilité de 100% et une spécificité de 40% sont rapportées
concernant la détection des glomérulopathies et de 92,6% et 62,5% concernant la détection de
tubulopathies. La faible spécificité semble pouvoir étre expliquée en partie par I’inclusion des
profils ne présentant qu’une seule bande d’albumine comme glomérulopathes. Effectivement,
la présence d’albumine dans les urines est physiologique a hauteur de 1 mg/dL, la présence
d’une bande d’albumine faiblement marquée est donc considérée comme physiologique par
certains auteurs (Grauer, 2011 ; Lavoué et al., 2015). Par ailleurs, aucune corrélation entre le
type de glomérulopathie et la répartition des bandes de haute masse moléculaire n’a pu étre
effectuée. Aussi, la détection de bandes de 12 et 15 kDa était pathognomonique d’une

tubulopathie de score histologique 3 ou 4.

En 2010, une étude menée sur 70 chiens néphropathes par Brown et son équipe compare
également I’électrophorese des protéines urinaires sur SDS-PAGE aux résultats d’histologie sur
biospsies rénales. Aucune donnée quant a 1’obtention ou la conservation des urines n’est
disponible. Les auteurs relatent une sensibilité de 97% et une spécificité de 60% concernant la
détection des glomérulopathies (protéines de masse moléculaire > 70 kDa) et de 82% et 50%
concernant la détections des tubulopathies (protéines de masse moléculaire < 40 kDa). Aussi,
ils ont pu corréler le type de profil électrophorétique a la sévérité des dommages tubulaires ou
glomérulaires gradés par histologie avec une corrélation plus importante pour les
glomérulopathies que pour les tubulopathies. Néanmoins I’étude n’ayant fait 1’objet que d’une
communication orale et pas de publication écrite, aucune information complémentaire n’est

disponible.
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Conjointement, ces études tendent a démontrer une bonne sensibilité et d’une spécificité
variable des profils électrophorétiques pour la localisation des 1€sions rénales. Néanmoins le
protocole de récolte et conservation des urines varie d’une étude a 1’autre et, si le principe
général de distinction de 1’origine des protéines en fonction de leur masse moléculaire est
acquis, la limite entre haute et basse masse moléculaire et l'interprétation d’une bande

d’albumine varie en fonction des auteurs.

C. Données actuelles concernant I’électrophoreése des protéines urinaires

chez le chien

I. Emploi de [I’électrophorese des protéines urinaires en médecine

vétérinaire
a) Affections rénales

L’électrophorese des protéines urinaires est aujourd’hui utilisée pour caractériser une
protéinurie rénale, mais aussi pour suivre 1’évolution des 1ésions, notamment lors de maladies
congénitales. Elle permet de distinguer une tubulopathie d’une glomérulopathie avec une tres
bonne sensibilité mais une spécificité variable selon les études (Brown et al., 2010 ; Schultze

and Jensen, 1989 ; Zini et al., 2004).

b) Utilisation de I’électrophorése des protéines urinaires en recherche

clinique

La validation de I'utilisation de I’¢électrophorese afin de déterminer 1’origine de la
protéinurie rénale permet I’étude de la protéinurie dans les affections canines a plus grande
échelle. Effectivement, il semble peu éthique de soumettre des individus a des biopsies rénales
afin d’étudier les co-affections ou I’impact d’une affection sur la fonction rénale, en revanche,
il est tout a fait Iégitime d’utiliser un prélévement d’urine — déja réalisé a fins cliniques — pour
I’intégrer a des protocoles de recherche puisque celui-ci ne soumet pas 1’animal a des

procédures supplémentaires cliniquement non justifiées.

Ainsi, I'impact de la formation d’immuns complexes sur le rein a été étudié chez 15

chiennes atteintes de pyometre, confirmant I’atteinte glomérulaire associée a 1’excrétion
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urinaire d’immunoglobulines G et A notamment (Zaragoza et al., 2004). Les conséquences de
la formation d’immuns complexes dans le cas d’infestation par Dirofilaria immitis ont
également été explorées par SDS-PAGE chez 15 chiens atteints et 15 chiens sains permettant
de confirmer une atteinte mixte a dominante glomérulaire (Beristain-Ruiz et al.,2013). D’autres
études se sont intéressées a des atteintes systémiques a conséquences rénales diverses. Une
étude menée sur 39 chiens présentant un syndrome de réponse inflammatoire systémique
(SRIS) et 15 chiens sains a permis de mettre en évidence une protéinurie rénale mixte chez les
individus non sains, laissant suspecter que le SRIS a des conséquences rénales (Schaefer et al.,
2011). Aussi, une étude a pu déterminer I’impact de I’hyperadrénocorticisme sur la réabsorption
tubulaire en mettant en évidence des protéines de faible masse moléculaire sur les
électrophoreéses des protéines urinaires sur gel d’agarose chez 9 chiens souffrant
d’hyperadrénocorticisme hypophysaire. La méme étude montre qu’aucune rémission n’est
observée suite au traitement a base de trilostane. L’électrophorese a été tres utile dans ce cas ou
les précédentes études ne s’accordaient pas sur le mécanisme de la protéinurie et ou I’hypothese
principale était celle d’une perméabilité glomérulaire secondaire a I’hypertension (Caragelasco

et al.,2017).

¢) Myélome multiple

L’¢électrophorése des protéines urinaires est recommandée lors de myélome multiple
afin de rechercher une protéinurie de Bence Jones — tant pour le diagnostic que pour monitorer
I’évolution de la maladie et ses complications (Vail, 2012 ; Le Bricon et al., 1998). En
association avec 1’¢lectrophorese des protéines sériques et en confrontation avec les analyses
radiographiques et histologiques, elle permet de déterminer le caractere sécrétant ou non du
my¢lome multiple. Peu d’informations sont disponibles quant a I’utilisation de I’électrophorese
des protéines urinaires a cet effet en pratique vétérinaire. Le myélome multiple non sécrétant
est une forme rare de cette tumeur caractérisée par 1’absence de sécrétion monoclonale
d’immunoglobuline et donc 1’absence de pic d’immunoglobine monoclonale sur les profils
¢lectrophorétiques sériques ou urinaires. Un cas de myélome multiple non sécrétant chez une
Chihuahua de 12 ans est rapporté, malheureusement les techniques électrophorétiques utilisées
ne sont pas précisées et il est donc difficile de définir si les pics monoclonaux €taient réellement

absents ou si les techniques employées n’ont pas permis leur détection (Marks et al., 1995).

En médecine humaine, une étude menée sur 47 individus atteints de myélome multiple

a permis de valider I’utilisation de 1’¢lectrophorese SDS-AGE afin de mettre en évidence une
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protéinurie de Bence Jones avec une sensibilité de 97%. L’avantage de cette technique est la
possibilit¢ d’analyser la protéinurie pré-rénale — protéinurie monoclonale de Bence Jones
caractéristique de ’affection — et la protéinurie rénale — protéinurie polyclonale due aux lésions
rénales secondaires a 1’affection. Le principal inconvénient est la difficulté de distinction entre
protéinurie monoclonale ou polyclonale ; en ’absence de protéinurie d’origine rénale, une
bande a 25 kDa est caractéristique d’une protéinurie de Bence Jones mais lorsque des 1ésions
tubulaires conduisent a la présence de protéines de faible masse moléculaire dans les urines,
I’interprétation de 1’¢électrophorese est plus complexe (Le Bricon et al., 1998). L auteur n’a pas

connaissance d’une étude similaire en médecine vétérinaire.

d) Infection du tractus urinaire et maladie rénale chronique

Une étude s’est intéressée a 1’utilité de I’électrophorese afin de distinguer une
protéinurie d’origine rénale et post-rénale. Pour ce faire, des électrophoreses des protéines
urinaires de chiens atteints de maladie rénale chronique (MRC) de stade IRIS II a IV ont été
comparées a celles de chiens atteints d’infection du tractus urinaire (ITU). Finalement, la
protéinurie est globalement mais non significativement plus forte en cas de MRC qu’en cas
d’ITU mais aucune différence notable n’a été relevée a la lecture des profils, il semble donc

que I’¢lectrophorese ne puisse €tre utilisée dans ce cas (Jaturakan et al., 2013).

2. Influence des facteurs pré-analytiques et analytiques sur I’électrophorese des

protéines urinaires

a) Influence de la durée et de la température de conservation

A la connaissance de I’auteur, il n’existe qu’une publication concernant 1’influence des
conditions de conservation (temps et durée) des échantillons d’urine sur le profil

électrophorétique des protéines urinaires du chien.

Cette étude prospective a été menée par Théron et son équipe en 2017 sur 20 chiens
protéinuriques et 20 chiens non protéinuriques. Sur chaque chien, un échantillon d’urine a été
prélevé par cystocentese échoguidée ou miction naturelle en fonction des cas puis centrifugé et
séparé en différents tubes de 500 uLL permettant chaque fois la réalisation d’une électrophorese
SDS-AGE et le calcul du RPCU. Les échantillons de 500 uL étaient stockés et analysés comme

suit :
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- Un premier échantillon pour analyses immédiates

- Trois échantillons conservés a température ambiante (20°C) pour analyses
respectivement 1,2 et 5 jours apres collecte

- Trois échantillons conservés a 4°C pour analyses respectivement 1, 2 et 5 jours apres
collecte

- Quatre échantillons conservés a — 20°C pour analyses respectivement 30, 60, 90 et 360
jours apres collecte

- Quatre échantillons conservés a — 80°C pour analyses respectivement 30, 60, 90 et 360

jours apres collecte

Deux échantillons de 1mL étaient également disponibles pour chaque prélévement et
ont donc été conservés respectivement a -20°C et -80°C en vue d’analyser I’influence des
décongélation-recongélations répétitives. Ils ont été décongelés et analysés 15 jours apres

collecte puis recongelés et I’expérience a été répétée a 1’identique 90 et 260 jours apres collecte.

Finalement, les profils de 39 des 40 chiens étaient identiques aprés conservation a
température ambiante, 4°C ou -80°C et apres décongélation-recongélation. Chez un chien de
I’étude, une bande discrete de protéine de haute masse moléculaire était visible sur le profil
électrophorétique du spécimen conservé 360 jours a -80°C et pas sur les autres profils. En
revanche, les échantillons conservés a -20°C aboutissaient a des profils modifiés avec
I’apparition d’une ou plusieurs bandes de masse moléculaire supérieur a 150 kDa et/ou
I’intensification d’une bande de 150 kDa des 15 jours dans 78% des cas (31 chiens).
Conjointement a ces modifications des bandes de haute masse moléculaire, une diminution
d’intensité voire une disparition des bandes de faible masse moléculaire ou de 1’albumine a été
observée chez 9 de ces 31 chiens. En conséquence, les auteurs déconseillent la conservation des
urines a -20°C en vue de réaliser une électrophorese de protéines urinaires mais recommandent
de les conserver a température ambiante ou a 4°C pour une analyse sous 5 jours et a -80°C pour

une conservation plus longue — jusqu’a 360 jours.

Bien que cette étude soit la seule de la sorte en médecine vétérinaire, elle est étayée par
deux études réalisées sur des urines humaines. Une premiere étude réalisée sur les urines d’un
individu n’a pas montré d’altération du profil SDS-PAGE aprés que les urines aient été
conservées jusqu’a 24h a température ambiante ou apres qu’elles aient été décongelées-
recongelées jusqu’a 5 fois a -80°C (Lee et al., 2008). Une seconde étude réalisée sur 40

individus a montré une altération du profil électrophorétique des protéines urinaires dans 27,5%
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des cas lorsque les échantillons étaient conservés a -20°C pendant 12 mois alors qu’aucune
modification n’a été détectée lorsqu’ils étaient conservés a -70°C durant la méme période

(Kania et al., 2010).

b) Influence du mode de prélevement

A la connaissance de I’auteur, il n’existe pas d’étude concernant 1’influence du mode de
prélevement des urines sur le profil électrophorétique des protéines urinaires du chien. En
médecine humaine, il est recommandé de réaliser I’électrophorese des protéines urinaires sur
des urines recueillies sur 24h mais c’est une contrainte qui mene a de nombreuses erreurs
d’échantillonnage. Une étude a comparé les profils électrophorétiques des protéines urinaires
de 40 individus présentant une protéinurie glomérulaire en fonction de leur mode de
prélevement. Aucune modification visuelle ou densitométrique des profils SDS-PAGE n’a été

détectée entre les urines de 24 heures et les premieres urines du matin (Bottini et al., 2002).

Compte-tenu de leur mode de vie, il n’est pas réalisable de récolter les urines des chiens
sur 24 heures consécutives en pratique courante. Habituellement, les urines sont prélevées par
cystocentese afin de se prévaloir des bactéries et impuretés naturellement présentes dans les
voies basses du tractus urinaire, pouvant étre source de protéinurie non rénale. Néanmoins cela
nécessite une visite chez le vétérinaire et représente un acte plus invasif que le prélevement
d’urines a domicile par le propriétaire. Si aucune étude sur 1’influence du mode de prélévement
des urines sur le profil électrophorétique des protéines urinaires du chien n’est actuellement
disponible, plusieurs études comparent 1’influence du mode de prélevement des urines sur le
RPCU. Nous en retiendrons trois réalisées respectivement sur 81 chiens (Beatrice et al., 2010),
59 chiens (Diemer, 2017) et 43 chats (Vilhena et al., 2015). Toutes concluent que si apres
examen du sédiment urinaire, les spécimens présentant des signes évocateurs d’une infection
du tractus urinaire, une spermaturie ou une hématurie macroscopique sont exclus de 1’étude, le
RPCU ne dépend pas significativement du mode de prélevement. Les modes de prélevement
incluent cystocentese et miction naturelle avec récupération d’urines de milieu de miction dans
deux études (Beatrice et al., 2010 ; Vilhena et al., 2015) et cystocentese et miction naturelle

avec et sans nettoyage préalable de la zone génitale dans 1’étude de Diemer (2017).

On pourrait penser que si le RPCU est stable en fonction du mode de prélévement, il en
sera de méme pour le profil électrophorétique des protéines urinaires. Néanmoins, 1’analyse

comparée des publications concernant la stabilité du RPCU et des profils électrophorétiques
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des protéines urinaires en fonction de la conservation des échantillons d’urine démontre qu’il
n’influe pas exactement de la méme facon sur ces deux variables (Rossi et al., 2012 ; Théron et
al.,2017). Aussi, on ne peut pas exclure qu’une protéine excrétée en faible quantité soit visible
sur le profil électrophorétique sans qu’elle ne fasse varier le RPCU. Les résultats de 1’influence
du mode de collecte des urines sur le RPCU testent donc a vérifier sur le profil électrophorétique

des protéines urinaires.

¢) Influence du sexe de 1’animal

Plusieurs études ont montré de maniere fortuite que les chiens méales peuvent excréter
une protéine de 25 a 30 kDa, traduite par une bande visible sur les profils électrophorétiques
des protéines urinaires. Cette bande a été observée de manicre intermittente chez les six chiens
males entiers d’une étude menée par Schellenberg et son équipe, qui 1’ont identifiée par
spectrométrie de masse comme correspondant a 1’arginine estérase canine, protéine sécrétée par
la prostate (2011). Par ailleurs, cette bande a été retrouvée chez 25 des 30 méles de 1’étude de

Lavoué (2015) et chez 10 des 11 males de I’étude de Théron (2017).

En 2013, une étude préliminaire a comparé les électrophoreses des protéines urinaires
de 4 groupes d’animaux non protéinuriques, regroupant respectivement 5 femelles entieres, 5
femelles stérilisées, 5 males entiers et 5 males castrés. Une bande de faible intensité et de faible
masse moléculaire était présente sur les profils de 4 des 5 chiens entiers (Piane et al.,2013). En
2016, une seconde étude réalisée sur 65 chiens males entiers sains et 12 males castrés sains a
mis en évidence la présence d’une bande de 25 a 30 kDa chez 95% des males entiers de I’étude
et aucun des males castrés. Par ailleurs, il a été montré que cette bande persistait jusqu’a 15

jours apres castration des males entiers (Groue, 2016).

Finalement, la convergence de ces études démontre qu’une bande de 25 a 30 kDa peut
étre présente de maniere physiologique sur le profil électrophorétique des protéines urinaires

d’un chien male entier ou castré depuis moins de 15 jours.

d) Influence du moment de lecture du gel

Il est connu que les bandes visibles sur les gels d’électrophorese, bien que fixées, ne
sont pas stables dans le temps et ont tendance a progressivement s’effacer. Le processus serait
ralenti si les gels sont stockés dans le noir et en théorie, les gels effacés peuvent étre restaurés

par re-fixation (Chrambach et al., 1967). Dans une étude, I’effacement des bandes de faible
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intensité apres 360 jours de stockage a température ambiante et dans le noir a été constaté
(Théron et al., 2017). Cependant, I’auteur n’a pas connaissance de recommandations quant au
moment idéal de lecture des profils électrophorétiques ou d’étude dédiée a I’analyse de la
stabilité des gels fixés. La notice d’utilisation de I’Hydragel 5 Protéinuria® (Sebia Italia SRL,
Bagno a Ripoli, Firenze Italy) ne mentionne pas non plus de telles recommandations. Il semble
judicieux d’analyser les gels le plus rapidement possible apreés fixation compte-tenu de

I’effacement constaté de maniere empirique.

e) Influence du stress du sujet

Le stress est un des facteurs connus comme pouvant induire une protéinurie
fonctionnelle (Grauer, 2009). Or les prélevements d’urine sont réalisés exclusivement en milieu
vétérinaire, ou les animaux sont particuliecrement soumis au stress. Une étude menée sur 24
chiens s’est intéressée a la différence du RPCU selon que les urines aient été prélevées au
domicile du chien ou chez le vétérinaire. Dans cette étude le RPCU est modifié en fonction du
lieu de prélevement chez 62% des animaux ; il est significativement augmenté lorsque les urines
sont prélevées a 1’hopital par rapport a un prélevement a domicile par le propriétaire (Duffy et
al., 2015). Les mécanismes impliqués dans la protéinurie de stress sont peu connus ; des
phénomenes de vasoconstriction rénale, ischémie et congestion sont évoqués mais non
démontrés (Grauer, 2009). Finalement, on peut se demander si le RPCU est augmenté de
maniere uniforme ou si des protéines spécifiques sont sécrétées en situation de stress. Aucune
étude de I'influence du stress sur le profil électrophorétique des chiens n’est disponible a la
connaissance des auteurs mais une étude humaine existe. Celle-ci compare la protéinurie et les
profils électrophorétiques de membres de la famille proche de personnes en phases terminales
de cancer dont le seuil élevé de stress a été confirmé par un test psychologique a ceux de sujets
non soumis au stress. Il en résulte que le RPCU des personnes en situation de stress est
significativement plus élevé et leurs profils électrophorétiques montrent une protéinurie mixte,
sans que des bandes spécifiques aient été retenues comme protéines du stress. Il s’agit d’une
étude préliminaire qui nécessite d’étre complémentée par une étude menée sur une cohorte plus

importante (Ratnakar et al., 2008).

f) Influence de I’heure du prélevement

Aucune étude ne s’intéresse aux modifications du profil électrophorétique en fonction

de I’heure de prélevement des urines. Une étude a montré que 1’heure du prélévement
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n’impactait pas le RCPU chez le chien (McCaw et al., 1985). Une seconde étude a démontré
que le RPCU variait quotidiennement et qu’il est préférable de récolter les urines sur plusieurs
jours (un échantillon par jour) afin d’avoir un RPCU plus représentatif (Nabity et al., 2007).
Enfin, il a été prouvé que déterminer le RPCU a partir d’un mélange de trois échantillons d’urine
récoltés trois jours différents était corrélé a la moyenne des mesures séparées de ces trois
échantillons (LeVine et al., 2010). Finalement lorsqu’une mesure isolée de RPCU est anormale,
il est recommandé de répéter la mesure en utilisant des urines récoltées plusieurs jours
consécutifs. Ceci est d’autant plus important que la mesure initiale est élevée (IRIS Canine GN
Study Group Diagnosis Subgroup et al., 2013). Néanmoins, les modifications quotidiennes du
RPCU ne permettent pas d’hypothétiser que le profil électrophorétique des protéines urinaires
change d’un jour a l’autre, les modifications du RPCU étant plus probablement dues aux
variations du débit de filtration glomérulaire (DFG) qu’aux mécanismes de mise en place de la
protéinurie. On ne peut pas exclure pour autant que des modifications du DFG puisse étre a
I’origine de variation du profil ; une étude prospective évaluant les variations quotidiennes du
profil électrophorétique des protéines urinaires chez le chien est donc nécessaire afin de déduire

des recommandations.

En médecine humaine, une étude des profils électrophorétiques de 20 individus
excrétant des protéines de Bence Jones (protéinurie pré-rénale) réalisés sur des urines récoltées
a différents moments de la journée est disponible — il était demandé aux sujets de recueillir
chacune de leurs émissions d’urine de facon individuelle pendant 24 heures. Trois des individus
présentaient au moins un échantillon d’urines ne permettant pas la détections de bandes de
faible masse moléculaire a I’électrophorese alors qu’elles étaient visibles sur le profil des
premieres urines du matin, supportant la théorie qu’il est préférable d’utiliser les premicres
urines du matin afin de réaliser une électrophorese des protéines urinaires (Brigden et al., 1990).
Ces données seraient en contradiction avec une étude plus ancienne menée par Hobbs en 1975,
jugeant qu’aucune différence du profil électrophorétique n’est décelable en fonction du moment

du prélevement, malheureusement 1’auteur n’a pas réussi a se procurer de copie de cette étude.

g) Influence de la concentration des urines
Si les techniques ¢électrophorétiques actuelles permettent la migration des protéines sans

concentration préalable des urines, il est parfois nécessaire de diluer celles-ci, notamment

lorsque la concentration en protéines dépasse 2 g/L. (Le Bricon et al., 1998). Toutefois, il est
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recommandé de concentrer les urines a 10g/L de protéines lors de la recherche de protéines de

Bence Jones par HRE (Levison SS, 2000).

L’auteur n’a pas connaissance d’étude vétérinaire ou humaine traitant de 1’influence de
la concentration des protéines sur le profil électrophorétique (SDS-AGE, SDS-PAGE ou HRE).
Néanmoins, la densité urinaire semble avoir un impact sur le profil électrophorétique. En effet,
plus les urines sont concentrées, plus le risque de détecter une protéinurie tant par SDS-AGE
que par HRE est important (Giori et al., 2011). Une étude dédiée a cet impact est nécessaire

afin de préciser les recommandations actuelles des fabricants.
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SECONDE PARTIE :

ETUDE EXPERIMENTALE
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A. Contexte et objectifs

L’analyse complete des urines, notamment la protéinurie, présente un intérét
diagnostique et pronostique dans de nombreuses affections. Dans le contexte des maladies
rénales chroniques elle peut étre décisive pour la mise en place d’un traitement, 1’évaluation de
la réponse a ce dernier et le suivi de la progression de la maladie (Jacob et al., 2005 ; IRIS

Canine GN Study Group Diagnosis Subgroup et al., 2013).

La protéinurie peut avoir une origine pré-rénale, rénale ou post rénale. Afin d’en
connaitre 1’origine, une démarche rigoureuse est recommandée : ¢limination des causes post-
rénales extra-urinaires (cystocentése), ¢limination des causes pré-rénales (évaluation de la
protéinémie), recherche des causes rénales et urinaires (analyse d’urine compléte, examens
d’imagerie). Les atteintes conduisant a une protéinurie rénale peuvent étre glomérulaires,
tubulaires ou interstitielles (Lees et al., 2005). Les causes et conséquences de chacune de ces
atteintes ¢tant différentes, il est recommandé de chercher le type de protéinurie lorsque celle-ci
est rénale. Si la valeur du RPCU peut provoquer I’intuition, seule I’analyse histologique de
biopsies rénales permet de définir I’atteinte avec certitude (Grauer, 2011 ; Lees et al., 2005).
Or, I’obtention des biopsies représente un acte invasif, sur des animaux parfois débilités, c’est
pourquoi elles sont parfois déconseillées (Lees et al., 2011 ; IRIS Canine GN Study Group
Diagnosis Subgroup et al., 2013).

Pour des raisons variées, peu d’animaux présentant une protéinurie rénale ont un
diagnostic définitif par biopsies en France. Dans ce contexte, de nouvelles méthodes de
détermination du site 1ésionnel ont été pensées. Parmi celles-ci, I’électrophorese des protéines
urinaires est une méthode peu chére et non invasive permettant de séparer les protéines
contenues dans les urines par migration différentielle. Elle est basée sur le principe que le type
de protéines excrétées dans les urines varie en fonction du site lésionnel et permet de
différencier les atteintes rénales avec une tres forte sensibilité et une spécificité variable selon

les études (Brown et al., 2010 ; Schultze and Jensen, 1989 ; Zini et al., 2004).

Une des explications proposées afin de justifier les variations de spécificité et de
sensibilité en fonction des études est le manque de standardisation des facteurs pré-analytiques
et analytiques. Notamment, aucune validation n’a été effectuée concernant le mode de

prélevement des urines, qui est parfois variable au sein d’'une méme étude. Dans cette étude,
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nous cherchons donc a confirmer ou infirmer la nécessité de prélever les urines par cystocentese
afin de réaliser une électrophorese de leurs protéines. Outre ’homogénéisation des criteres pré-
analytiques, dans le cas ou I’hypothese est infirmée cette étude permettrait aux propriétaires
d’animaux présentant une protéinurie rénale de réaliser directement les prélevements a domicile
en s’épargnant donc le stress lié au trajet, le colt de la visite et le caractere invasif de la
cystocentese. Un bilan des recommandations pré-analytiques actuelles et manquantes est

disponible TABLEAU 1.

TABLEAU 1 : Bilan des recommandations pré-analytiques pour la réalisation d’une électrophorese des
protéines urinaires chez le chien.

Facteurs pré-analytiques Recommandations

Durée et température de | - Température ambiante ou 4°C pendant 5 jours

conservation - -80°C jusque 360 jours

Mode de prélevement Absence de recommandations

Sexe de I’animal Apparition d’une bande a 25-30 kDa chez les méles entiers,

de facon non systématique

Moment de lecture du gel Absence de recommandations
Constat : effacement des bandes aprés un an de conservation

dans le noir a température ambiante.

Stress du sujet Absence d’étude. Comme pour chaque analyse, un stress

minimal est recommandé

Heure du prélevement Absence de recommandations

Concentration des urines Dilution si protéinurie > 2g/L
Constat : Plus de faux positifs dans les spécimens a densité

élevée
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B. Matériel et méthodes

L’étude a été réalisée a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT) de Janvier
2016 a Juin 2016 apres validation par le Comité d’Ethique en expérimentation animale sous le

numéro d’enregistrement SSA 115.
1. Animaux

a) Criteres d’inclusion

Les animaux sont inclus uniquement apreés compléte information du propriétaire et
signature du « Formulaire de consentement éclairé » (Annexe 1). Tout chien présenté en
consultation a ’ENVT nécessitant la récolte d’urine par cystocentese pour raison médicale ainsi

que tout chien sain appartenant a un propriétaire désireux de participer a I’étude peut étre inclus.

b) Critére d’exclusion

Aucun critere d’exclusion initiale n’a été retenu. Les criteres d’exclusion au laboratoire

incluent :

- Un des trois prélevements d’un animal inférieur a 2 mL

- Contamination macroscopique des urines apres prélevement (par le chien ou par erreur
de manipulation)

- Délai de récolte supérieur a 6h entre le premier et le dernier des trois prélevements

- Pigmenturie secondaire au moins partiellement a une hématurie macrospique
(confirmée par mise en évidence de plus de 250 globules rouges par champs au
grossissement x400) lors du premier prélévement par miction spontanée. En cas de
pigmenturie macroscopique (coloration rougeétre des urines) non associée a la mise en
évidence d’hématies a 1I’examen microscopique, les urines ne sont pas exclues de

I’étude.

c) Préparation des chiens sélectionnés

Chaque animal inclus dans 1'¢tude dispose d’une fiche d'accompagnement de
prélévements permettant la centralisation de ses informations cliniques et biologiques et une

fiche d'analyse permettant la centralisation des données concernant 1’analyse des urines sur
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lequel n’est mentionné que son numéro d'étude afin de préserver I’anonymat. Ces deux

documents sont visibles respectivement en Annexes 2 et 3.

Les chiens sont identifiés de la fagon suivante : « CUPROT 1 a X » en fonction du
numéro d’inclusion dans I’étude. Les animaux prélevés n’ayant pu étre inclus gardent leur
identification afin d’étre répertoriés. Les individus sont classés en trois groupes selon leur

gabarit, le gabarit étant le poids de forme estimé du chien prélevé :

- Gabarit 1 pour les chiens dont le poids de forme est estimé inférieur a 15kg
- Gabarit 2 pour les chiens entre 15 et 35kg

- Gabarit 3 pour les chiens dont le poids est supérieur a 35kg

d) Prélévements urinaires

L’urine de chaque chien est prélevée par 3 techniques différentes, dans 1’ordre suivant :
miction spontanée simple, miction spontanée apres nettoyage de la spheére uro-génitale et

cystocentese.

i.  Miction spontanée simple

Les poils autour de la zone uro-génitale sont coupés a 1’aide de ciseaux s’ils sont longs,
afin d’éviter une contamination du prélévement. L’urine est collectée a 1’aide d’une barquette
Caissipack® propre et exempte de tout poil, poussiere ou produit nettoyant risquant de biaiser
I’analyse d’urine. La collecte se fait en limitant le contact avec les poils de la zone uro-génitale.

Si une contamination majeure du spécimen a lieu, celui-ci est jeté.

ii.  Miction spontanée apres nettoyage de la sphere uro-génitale

Pour les femelles, la vulve est nettoyée a 1’aide de compresses imbibées d’eau tiede non
stérile. Pour les males, le fourreau est rincé a 1’aide d’une seringue de 20mL remplie d’eau tiede
non stérile. Le rincage est effectué jusqu’a ce que l’eau ressortant du fourreau soit
macroscopiquement propre. L’extrémité du fourreau est nettoyée a 1’aide de compresses
imbibées d’eau tiede non stérile. L urine est collectée de la méme fagon que décrite pour la

miction spontanée simple.

iii.  Cystocentese écho-guidée

Le chien est placé en décubitus dorsal dans un coussin de contention. La peau de la zone

de prélevement est nettoyée a 1’aide de gluconate de Chlorhexidine (Hibitane 5%®). Cette
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solution permet également de créer une fenétre acoustique. La vessie est visualisée par
échographie dans son grand axe en coupe longitudinale. L.’image choisie afin de guider la
cystocentese est celle permettant d’obtenir la plus grande surface sur I’écran. Une aiguille de
23 gauge (23G, BD MicrolanceTM 3 — Becton Dickinson S.A.) montée sur une seringue stérile
de 10 mL (Terumo®) est introduite dans la vessie cranialement a la sonde échographique, de
facon a étre simultanément visualisée sur 1I’écran de 1’échographe. L urine est ensuite prélevée

a I’aide de la seringue.

Pour chacun des prélevements, un volume minimal de 2mL d’urine est collecté, soit

6mL par chien au minimum.
2. Etapes pré-analytiques

a) Préparation des urines

Dans la période immédiate suivant leur collecte, les urines sont transférées dans des

tubes a fond conique Eppendorf classiques® préalablement identifiés comme suit :

- Pour les prélevements par miction naturelle simple : numéro d’étude (CUPROT 1 a
CUPROT X) suivi de la mention MAS. Exemple : « CUPROT 1 a X, MAS »

- Pour les prélevements par miction naturelle avec nettoyage de la zone uro-génitale :
numéro d’étude (CUPROT 1 a CUPROT X) suivi de la mention MAN. Exemple :
« CUPROT 1 a X, MAN »

- Pour les prélevements par cystocentese : numéro d’étude (CUPROT 1 a CUPROT X)
suivi de CYS. Exemple : « CUPROT 1 a X, CYS »

Les tubes sont ensuite portés au Laboratoire Central de 'ENVT accompagné du

consentement éclairé et des fiches de prélevement et d’analyse (ANNEXES 1 a 3).

b) Délai entre collecte et analyse du culot au Laboratoire Central

Un délai maximal de 2h est respecté entre collecte et préparation des spécimens

(Delanghe and Speeckaert, 2014).
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c) Centrifugation

Les tubes a fond conique remplis d’urine sont centrifugés dans la centrifugeuse
ROTOFIX 32A (Andreas HettichGmbH and Co. KG D- 78532 Tuttlingen) a 1500 tours/min
(RCF=250g) pendant 5 minutes (rayon de centrifugation = 10.00 cm ; 13.5 — 3.5 ; référence des
godets : 1741) (Delanghe and Speeckaert, 2014). Le surnageant est utilisé pour préparer les

spécimens liquides.

d) Aliquotage et préparation des spécimens liquides

L’extraction du surnageant se fait a 1’aide d’une pipette a usage unique appelée
« pastette » (Pipette pasteur plastique pointe fine, Copan, Brescia, Italia). Un volume de 0,5 mL
du surnageant est conservé pour la réalisation des analyses analytiques immédiates (densité
urinaire, bandelette urinaire et analyse du sédiment).

Le surnageant restant est réparti dans six tubes Eppendorf classique® préalablement
identifi€é « CUPROT 1 a X » suivis de la mention « MAS, MAN ou CYS » selon la méthode de
prélevement et « -80, E » pour les tubes destinés a la réalisation d’une électrophorese ou « -80,
R » pour les tubes destinés a la réalisation du RPCU. Les tubes sont ensuite conservés a -80°C.

Finalement, les tubes sont répartis comme suit :

- CUPROT 1 a X,MAS,-80,E
- CUPROT 1 a X,MAN, -80,E
- CUPROT12aX,CYS,-80,E
- CUPROT 1 a X,MAS, -80,R
- CUPROT 1 a X,MAN, -80,R
- CUPROT12aX,CYS,-80,R

e) Stockage des urines entre collecte et analyses ultérieures

Les tubes Eppendorf® assortis de la mention « -80, E » sont placés dans une boite de
stockage SARSTEDT identifiée « ETUDE CUPROT -80°C, E ». La boite est stockée dans un

congélateur dont la température est contrdlée et stable a -80°C.

Une seconde boite identifiée et conservée de la méme maniere est utilisée pour les tubes

identifiés « -80, R ».
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f) Remise en suspension du sédiment

Immédiatement aprés la répartition dans les différents tubes Eppendorf”, le sédiment du
spécimen dédié a 1’analyse cytologique est remis en suspension avec l'urine résiduelle
(0.15mL). Pour ce faire, une alternance de pressions-dépressions lentes de la pastette plongée
dans I’urine résiduelle est effectuée. L horaire de répartition du surnageant est reporté sur la

feuille analytique et est assimilé a TO.

3. Etapes analytiques immédiates

Les étapes décrites des paragraphes 7.a), 7.b) et 7.c) sont réalisées pour chaque
échantillon MAS, MAN, et CYS de chaque individu inclus dans 1’é¢tude. Les résultats sont
rapportés dans le tableur de résultats dont un extrait est disponible ANNEXE 4.

a) Bandelettes urinaires

Une analyse chimique est réalisée pour chaque animal au moyen d’une bandelette
urinaire (Combur 10 Test®, COBAS, Roche Diagnostics Ltd, Rotkreuz, Switzerland). Toutes
les plages de réactif de la bandelette sont imbibées du surnageant d’urine une a une, la
bandelette est égouttée afin d’éliminer I’excédent d’urine en veillant a ce qu’aucun mélange de

réactif n’ait lieu. La bandelette est lue entre 70 et 110 secondes apres imbibition des réactifs.

b) Densité urinaire

Une goutte de surnageant prélevée dans le tube d’urine a fond conique apres
centrifugation est utilisée pour la mesure de la densité urinaire au moyen d’un refractometre
optique Atago T2-NE (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japan), dont 1’étalonnage au moyen d’eau

distillée est réalisé chaque jour. La valeur obtenue est consignée dans la fiche analytique.

¢) Examen cytologique du sédiment

Une goutte (environ 6 uL.) du sédiment remis en suspension est transférée sur une lame
a bords coupés et a plage dépolie (Thermo Scientific Menzel-Glédser) et recouverte d’une

lamelle de 22 x 22 mm (Menzel-Gliser).
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L’examen cytologique est réalisé au moyen d’un microscope Nikon Eclipse E200 avec
les objectifs associés de grossissement x10 et x40. L’intensité lumineuse, la fermeture du

diaphragme et la descente du condensateur sont réglés a leur maximum.

i.  Analyse préliminaire au faible grossissement

Une premiere analyse semi-quantitative du spécimen est effectuée au faible grossissement
(x40) du microscope dans le but d’apprécier la richesse du prélevement et de quantifier les
cristaux et cylindres si le prélevement en contient. La surface de la lamelle est observée dans
son intégralité en faisant varier la vis micrométrique afin d’effectuer un premier tri entre les
éléments d’intérét (cellules, cristaux, cylindres) et les artéfacts de préparation (bulles, débris de

verre, fibres ou poils).

ii.  Analyse au fort grossissement

Une analyse quantitative des éléments d’intérét est effectuée au fort grossissement
(x400). Pour ce faire, dix champs distincts sont sélectionnés en prenant soin d’éviter leur
chevauchement afin de ne pas compter plusieurs fois le méme élément. Sur chacun des champs,
les éléments d’intérét sont dénombrés individuellement et relevés dans une colonne du
TABLEAU 2, lui-méme disponible dans la feuille d’analyse de chaque chien (ANNEXE 3).
Une moyenne sur les dix champs est effectuée a la fin de I’examen et constitue la donnée brute

exploitée par la suite. La nature des cristaux, cylindres ou bactéries est précisée si nécessaire.

Des seuils au-dela desquels les éléments ne sont pas pris en compte sont mis en place
pour chaque parametre. Ainsi le nombre maximal de chacun des éléments comptés par champ

est:

- 10 cristaux

- 100 hématies
- 50 leucocytes
- 10 cylindres
- 100 bactéries

- 10 spermatozoides

Afin de définir le caractere actif ou inactif du s€diment, d’autres seuils sont établis. Le

sédiment est qualifié d’actif s’il contient par champ, un nombre supérieur a :

41



- 5 hématies, on parle alors d’hématurie microscopique
- 5leucocytes, on parle alors de pyurie

- 5 cellules épithéliales, on déduit alors qu’il y a désquamation

TABLEAU 2 : Dénombrement des éléments d’intérét sur 10 champs disctincts pour chaque spécimen.
Examen réalisé au microscope optique, grossissement x400, entre lame et lamelle.

Eléments Champ | Champ | Champ | Champ | Champ | Champ | Champ | Champ | Champ | Champ
comptés 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cristaux (x100)

Hématie (x400)

Leucocytes

(x 400)

Cylindres
(x100)

Bactéries

Spermatozoides

Cellules

épithéliales

iii.  Examen cytologique apres coloration

Une goutte de sédiment remis en suspension est placée sur une lame propre séchée a
I’air libre puis colorée par I’automate de coloration. La coloration effectuée est de type May-
Griinwlad Giemsa modifié. Les lames colorées sont ensuite examinées au microscope a
différents grossissements afin de mettre en évidence d’éventuelles bactéries et pyurie. Les
images de phagocytoses sont particulierement recherchées et le nombre de bactéries visibles a

I’examen sous immersion (grossissement x1000) est comptabilisé.
En fonction de I’examen au grossissement x1000, I’échantillon est considéré comme :

- Indemne d’ITU et de bactériurie : absence de pyurie et moins de 10 bactéries
comptabilisées sur une moyenne de 20 champs ;

- Probablement indemne d’ITU : bactériurie minime avec moins de 10 bactéries
sur une moyenne de 20 champs mais présence de pyurie sans image de

phagocytose ;
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- Suspect d’ITU : bactériurie modérée avec au moins 10 bactéries sur une
moyenne de 20 champs sans pyurie ;
- Atteint d’ITU : bactériurie modérée avec au moins 10 bactéries sur une moyenne

de 20 champs et pyurie et/ou images de phagocytose.

4. Détermination du RPCU

Le RPCU est mesuré avec 1’analyseur Indiko Plus (ThermoFisher Scientific) au

maximum 72 heures apres congélation des spécimens.

La créatinine urinaire est mesurée par la méthode de Jaffé et les protéines urinaires par
la méthode au rouge pyrogallol avec les réactifs de Thermo Scientific. Les valeurs de

protéinurie et créatininurie sont reportées sur la feuille d’analyse.
5. SDS-AGE sur spécimen liquide

a) Réalisation

L’¢lectrophorese des protéines urinaires est réalisée sur des gels SDS-AGE contenant
50g/L d’agarose (Hydragel 5 proteinuria®, Sebia Italia SRL, Bagno a Ripoli, Firenze Italy) par
I’analyseur correspondant (Hydrasis 2®, Sebia Italia SRL, Bagno a Ripoli, Firenze Italy).

Les échantillons sont conservés a -80°C pendant une période maximale de 360 jours
avant analyse (Théron et al., 2017). Les spécimens dont la concentration en protéines est
supérieure a 1,5 g/L sont dilués au 1 :1 avant réalisation de 1’électrophorese et celles dont la
concentration en protéines est supérieure a 2 g/L sont dilués au 1 :2 (Le Bricon et al., 1998).
Par ailleurs, la sensibilité de détection de la protéinurie par le systéme employé est de 15 mg/L.
Afin d’obtenir 1’échantillon migratoire, 80 uL de surnageant de chaque spécimen est mélangé

a 20 pL de diluant fourni par le fabricant — ce diluant contient du et du bleu de bromophénol.
Les cinq puits de chaque gel sont remplis dans I’ordre suivant, de gauche a droite :

- Puit n°1, noté¢ MAS : 5 puL du spécimen récolté par miction naturelle simple ;
- Puit n°2, not¢ MAN : 5 uL du spécimen récolté par miction naturelle aprés nettoyage
de la sphére uro-génitale ;

- Puit n°3, noté¢ CYS : 5 uL du spécimen récolté par cystocentese, noté¢ CYS ;
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- Puit n°4, non annoté : non utilisé ;

- Puit n°5, not¢ MM : 5 pL de solution contréle de masse moléculaire (Molecular mass
control®, Sebia) contenant du lyzozyme (14,3 kDa), de la triose-phosphate isomérase (26.6
kDa), de I’albumine bovine (66 kDa) et de I’'Immunoglobuline G (Ig G) humaine (150 kDa).

Les puits de chaque gel sont annotés par I’acronyme correspondant a la solution qu’ils
contiennent ; la date de réalisation de 1’¢lectrophorése et le numéro correspondant au chien de

I’étude sont €galement écrites de fagon indélébile sur le gel (FIGURE 1).

Lyzozyme (14,3 kDa)

Protéines de bas )
poids moléculaire Triose-phosphate

isomérase (26.6 kDa)

Albumine bovine (66 kDa)

IgG humaine (150 kDa)
Protéines de haut

poids moléculaire

Annotation du gel et des puits

FIGURE 1 : Gel d’électrophorese de type SDS-AGE du spécimen CN20.

Présentation des protéines contenues dans 1’échantillon témoin et des différents types de protéines obtenues.
Les puits sont annotés en fonction du mode de prélevement du spécimen qu’ils contiennent (MAS : Miction
naturelle simple ; MAN : Miction naturelle aprés nettoyage ; CYS : cystocentese). La date et le numéro
d’étude du chien sont rapportés en dessous de la zone de lecture du gel.

Une fois le gel placé dans I’analyseur et celui-ci correctement préparé, le gel suit une
migration a puissance constante de 10 Watts a 20°C (soit 60 volts/h) pendant 15 minutes. A la
fin de la migration, le gel est transféré dans la chambre de coloration de 1’analyseur ou un
programme de coloration automatique du gel est initié. Le gel est ensuite rincé et traité a la

glycérine 15% pour favoriser sa bonne conservation. Il est alors immédiatement scanné puis
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conserve dans un classeur dédié a température ambiante, dans un endroit sec et dans I’obscurité ;

chaque gel est accompagné d’une feuille de gel comportant le numéro d’étude et la date.

b) Interprétation des résultats

Une interprétation visuelle de chaque gel est effectuée indépendamment par deux
opérateurs différents : Rachel Lavoué et Mathilde Lajoinie. La luminosité est diminuée et le
contraste augmenté afin de favoriser la visualisation des bandes (FIGURE 2). Pour chaque gel,
les bandes de protéines correspondant aux échantillons MAS, MAN et CYS sont comptées puis
classées en fonction de leur masse moléculaire. Une bande de masse moléculaire d’environ 68
kDa est identifiée comme correspondant a 1’albumine, les protéines de masse moléculaire
supérieur a celui de 1’albumine sont dites de haute masse moléculaire et celles de masse
moléculaire inférieur a celui de I’albumine sont dites de faible masse moléculaire. La présence
d’une bande d’albumine est considérée pathologique et compatibles avec une glomérulopathie
uniquement dans le cas ot elle est intense Elle est jugée physiologique dans le cas ou elle est
de faible intensité. La présence d’une bande de faible intensité de 25 a 30 kDa chez les chiens

males entiers est considérée physiologique.

A T’issue de la lecture des gels d’électrophorese, les profils sont classés en quatre types

de profils en fonction des protéines présentes :

- Profil physiologique : absence de protéinurie ou albuminurie physiologique — c’est-a-
dire présence d’une bande d’albumine peu marquée — et/ou présence d’une bande de faible
intensité correspondant a une protéine de 25 a 30 kDa chez les chiens males ;

- Profil compatible avec une glomérulopathie : présence d’une bande d’albumine intense
et/ou de bandes correspondant a des protéines de haute masse moléculaire ;

- Profil compatible avec une tubulopathie : présence de bandes correspondant a des
protéines de faible masse moléculaire uniquement ;

- Profils mixtes : présence de bandes de faible masse moléculaire conjointement a la

présence d’une bande intense d’albumine et/ou de bandes de haute masses moléculaires.

Les profils sont ensuite déterminés comme identiques ou différents en fonction du mode
de collecte des urines. En cas de différence, celle-ci est jugée significative dans le cas ot elle

conduit a classer les profils d’'un méme chien dans différentes catégories.
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FIGURE 2 : Gels d’électrophorese de type SDS-AGE du spécimen CN13 en fonction du contraste et de
la luminosité de I’image.

6. Statistiques

La présence de corrélations entre certaines variables — la densit¢ urinaire et la
concentration en protéines urinaires — et le type de profil électrophorétique des protéines
urinaires a été recherchée. Pour ce faire, les spécimens ont été séparés en catégories de RPCU
(physiologique, douteux et pathologique) puis, pour chaque catégorie, répartis en trois groupes
différents : absence de bandes, présence de bandes physiologiques ou présence de bandes non
physiologiques. Des corrélations ont ensuite été recherchées par ANOVA ; en cas d’association,
les groupes de profils ont été comparés deux a deux grace a un test Tukey. Le logiciel XLSTAT
a été utilisé et les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme significatives.

Ces ¢études ont €té menées pour chacune des catégories de RPCU pour lesquelles au moins

deux groupes de profils ont pu étre établis.
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C. Résultats
1. Description de la population

a) Motifs d’inclusion

Soixante-deux chiens ont été initialement inclus dans 1’étude. Aucun trouble urinaire
n’était rapporté chez cinquante-deux d’entre eux, I’analyse urinaire a alors été réalisée dans le
cadre d’un bilan de santé. Ces animaux étaient présentés a I’ENVT pour chirurgie de
convenance, pathologies infectieuses, auto-immunes, néoplasies ou troubles dysendocriniens —
les motifs de présentation des animaux sont disponibles ANNEXE 5. Dix animaux étaient,
quant a eux, présentés pour suspicion de troubles urinaires incluant protéinurie (3 individus),
polyuro-polydypsie (2), insuffisance rénale aigue (3), infection du tractus urinaire (2),
hématurie, strangurie et pollakiurie (1). Certains animaux présentaient plusieurs motifs de

présentation.

b) Motifs d’exclusion

Quatre chiens présentaient une hématurie macroscopique a la miction et ont donc été

exclus de I’étude.

c) Epidémiologie de la population

TABLEAU 3 : Répartition des gabarits en fonction du sexe des individus de I’étude.

Gabarit 1 Gabarit 2 Gabarit 3
Femelle entiere 4 8 1
Femelle stérilisée 7 7 1
Male entier 2 18 5
Male castré 1 3 0
TOTAL 15 35 8

Finalement, 57 chiens ont été inclus dans 1’étude. L’échantillon compte 28 femelles dont
10 stérilisées et 29 males dont 25 stérilisés. L’age médian des animaux de I’étude est de 5,95
ans [0,55-11,58]. Le gabarit 2 est le plus représenté ; 14 animaux sont de gabarit 1 (25%), 36
animaux sont de gabarit 2 (63%) et 7 animaux sont de gabarit 3 (12%). La répartition des

gabarits en fonction du sexe des animaux est présentée TABLEAU 3.
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2. Collecte des urines

L’ensemble des spécimens a été récolté sans difficulté. Le délai médian entre la collecte

du premier spécimen (MAS) et du dernier spécimen (CYS) est de 25 minutes [5-295].
3. Electrophorese des protéines urinaires

a) Influence du mode de collecte sur 1’électrophorese des protéines urinaires

Quatre des 57 individus de I’étude présentent des différences d’interprétation en fonction
du mode de collecte des urines. Ces quatre individus ont un RPCU < 0,2, c’est-a-dire qu’ils

sont non protéinuriques.

Pour deux d’entre eux (individus 55 et 58), les profils des spécimens prélevés par
cystocentese (CYS) et miction naturelle apres nettoyage de la sphere uro-génitale (MAN) sont
identiques entre eux mais diffeérent du profil du spécimen obtenu par miction naturelle simple
(MAS). Dans le premier cas, le profil MAS révele une bande de faible intensité d’environ 68
kDa alors que les profils MAN et CYS ne révelent aucune bande. Les trois profils ont été
catégoris€s comme physiologiques. Dans le second cas, le profil MAS met en évidence une
bande de 68 kDa faiblement marquée et trois bandes de faible masse moléculaire tandis que les
profils MAN et CYS mettent en évidence une bande de 68 kDa marquée et une bande de faible
masse moléculaire. Le premier profil est donc compatible avec une tubulopathie alors que les
deux autres sont mixtes. Par ailleurs, aucune différence notable entre les résultats de I’analyse
urinaire (densité, bandelette et sédiment) n’est notée entre les trois spécimens de ces deux

individus.

Pour deux d’entre eux (individus 18 et 41), les profils des spécimens prélevés par miction
naturelle avec ou sans nettoyage de la spheére uro-génitale sont identiques entre eux mais
different du profil du spécimen obtenu par cystocentese. Dans le premier cas, les profils mettent
tous en évidence une seule bande d’environ 68 kDa qui est de tres faible intensité sur les profils
MAS et MAN et plus marquée mais restant de faible intensité sur le profil CYS. Les trois profils
ont donc été classés comme physiologiques. Dans le second cas, les profils MAS et MAN
mettent en évidence une bande d’environ 68 kDa de forte intensité ainsi que des bandes
d’environ 30 et 12 kDa tandis que le profil CYS met en évidence une seule bande de faible
intensité, d’environ 68 kDa. Les profils ont donc respectivement été classés dans les catégories

« profil mixte » et « profil physiologique ». Chez ce chien, la densité urinaire des spécimens
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MAS et MAN est de 1,050 tandis qu’elle est de 1,006 pour le spécimen CYS. L’analyse du
culot urinaire ne révele ni anomalie ni différence d’interprétation, notamment elle ne révele pas

la présence d’un sédiment actif ou d’une molécule métaboliquement active dans le spécimen

CYS.

b) RPCU versus électrophorese des protéines urinaires

Une comparaison des RCPU et des analyses des profils électrophorétiques sur les 174

échantillon d’urine provenant des 57 individus de notre étude est disponible TABLEAU 4.

TABLEAU 4 : Confrontation des résultats de 1’électrophorése des protéines urinaires (EPU) au rapport
des protéines sur créatinine urinaires (RPCU) pour chaque spécimen quelque soit son mode de
prélévement. Les résultats sont exprimés en nombre de spécimens.

RPCU\EPU | Physiologique Tubulaire Glomérulaire Mixte TOTAL
Normal 88 9 12 8 117
Douteux 0 2 12 8 22
Pathologique 0 0 13 22 35
TOTAL 88 11 37 38 174

Cent dix-sept spécimens (67%) ont un RPCU physiologique (i.e. <0,2). Pour 88 d’entre
eux (75%), le profil électrophorétique des protéines urinaires est physiologique — c’est-a-dire
qu’il ne révele pas de bandes de protéines ou une bande d’environ 68 kDa unique et faiblement
marquée et/ou, lorsque 1’individu est un male entier, une bande de 25 a 30 kDa de faible
intensité. Neuf profils (8%) ne comportent que des bandes de faible masse moléculaire
(compatibles avec une tubulopathie), Douze (10%) ne comportent que des bandes de haute

masse moléculaire (évoquant une glomérulopathie) et huit (7%) sont de type mixte.

Vingt-deux échantillons (13%) ont un RPCU douteux (i.e.>0,2 et <0.,5). Parmi ceux-ci,
aucun profil n’est considéré comme physiologique, deux profils (9%) présentent des bandes de
faible masse moléculaire uniquement, douze (55%) présentent des bandes de haute masse

moléculaire uniquement et huit (36%) présentent des bandes de masses moléculaires mixtes.

Trente-cing échantillons (20%) ont un RPCU anormalement élevé (>0,5). Parmi ceux-Ia,
treize (37%) présentent un profil compatible avec une glomérulopathie et vingt-deux (63%)
présentent un profil compatible avec une atteinte mixte. Parmi ces échantillons protéinuriques,

vingt-et-un ont un RPCU supérieur a 2. Le profil électrophorétique des protéines urinaires de
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ces échantillons est de type glomérulaire pour six d’entre deux et mixte avec une prédominance

de protéines de haute masse moléculaire pour quinze d’entre eux.

c) Densité et électrophorese des protéines urinaires

L’influence de la densité urinaire sur le profil électrophorétique des protéines urinaires a
été étudiée sur les 117 spécimens non protéinuriques (RPCU<0,2). Ceux-ci ont été classés en
trois groupes en fonction de leurs profils électrophorétiques — profils exempts de toute bande
(n=39, soit 33%), profils ne comprenant que des bandes physiologiques (n=49, soit 42%) ou
profils présentant des bandes pathologiques (n=29, soit 25%) — et les densités urinaires des
spécimens de chaque groupe ont été statistiquement comparées. Il en résulte que les densités
urinaires des spécimens sont significativement différentes entre les groupes ; notamment, la
différence de densité urinaire entre les profils exempts de toute bande et les profils présentant
des bandes pathologiques est hautement significative. Cette étude n’a pas pu €tre réalisée pour
les spécimens ayant un RPCU douteux ou pathologique puisque tous les profils associés
présentent des bandes non pathologiques. Les données relatives a cette étude sont disponibles

TABLEAU 5.

TABLEAU 5 : Influence de la densité urinaire sur le profil électrophorétique des protéines urinaires.

Absence de bande | Bandes physiologiques | Profils pathologiques
Effectif 39 49 29
Densité urinaire
médiane 1,015 1,030 1,037
minimale 1,005 1,006 1,014
maximale 1,050 1,050 1,050
0,009 I

p-value 0,049
<0,0001 <0,0001

d) Concentration en protéines urinaires et électrophorese des protéines

urinaires

L’influence de la concentration en protéines urinaires sur le profil électrophorétique des
protéines urinaires a été étudiée sur les 117 spécimens non protéinuriques (RPCU<0,2). Ceux-
ci ont été classés en trois groupes en fonction de leurs profils électrophorétiques — profils
exempts de toute bande (n=39, soit 33%), profils ne comprenant que des bandes physiologiques
(n=49, soit 42%) ou profils présentant des bandes pathologiques (n=29, soit 25%) — et les

concentrations en protéines urinaires des spécimens de chaque groupe ont été statistiquement
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comparées. Il en résulte que les concentrations en protéines urinaires des spécimens sont
significativement différentes entre les groupes. Cette étude n’a pas pu étre réalisée pour les
spécimens ayant un RPCU douteux ou pathologique puisque tous les profils associés présentent
des bandes non pathologiques. Les données relatives a cette étude sont disponibles TABLEAU
6.

TABLEAU 6 : Influence de la concentration en protéines urinaires sur le profil électrophorétique des
protéines urinaires.

Absence de bande | Bandes physiologiques | Profils pathologiques
Effectif 39 49 29
Protéinurie
médiane 50 113 215
minimale 15 18 492
maximale 140 492 802
0007 R

p-value <0,0001
<0,0001 <0,0001

D. Discussion

Dans notre étude, le mode de collecte des urines n’a pas d’influence sur le profil
électrophorétique des protéines urinaires dans 93% des cas (53/57). Pour chacun des cas pour
lesquels il existe une variation en fonction du mode de collecte, un seul profil differe des deux
autres. Dans deux cas, le profil différent des autres est celui réalisé€ a partir du spécimen obtenu
par miction naturelle sans nettoyage préalable de la sphere uro-génitale. Dans deux autres cas,

c’est celui issu du spécimen obtenu par cystocentese.

Néanmoins, les différences d’intensité ou de présence de bandes n’aboutissent pas
toujours a des différences d’interprétation des gels. Dans notre étude, seulement deux chiens
sont classés dans des catégories de protéinurie différentes a la seule lecture de leur profil
électrophorétique urinaire. Pour 1’'un d’entre eux le profil issu du prélevement par miction
spontanée non nettoyée diffeére des deux autres sans qu’aucune explication ne soit trouvée a la
lecture de la bandelette urinaire ou du culot. Pour le second individu, c’est le profil réalisé a
partir du prélevement par cystocentese qui différe des autres. Dans ce dernier cas, la densité des
spécimens obtenus par miction naturelle est nettement plus haute que celle du spécimen obtenu

par cystocentese.
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Une ¢tude a déja mentionné la recrudescence de SDS-AGE faussement positifs — ¢’est-a-
dire de profils électrophorétiques pathologiques chez des animaux non protéinuriques — lorsque
la densité urinaire augmente (Giori et al., 2011). Afin d’évaluer cette hypothese, une corrélation
entre densit¢ urinaire et résultats du SDS-AGE a été recherchée chez les animaux non
protéinuriques de notre étude. Il en résulte que la probabilité que les profils issus de spécimens
non protéinuriques présente des bandes de protéines — physiologiques ou non — est plus
importante lorsque la densité urinaire est élevée. Aussi, la probabilité que ces bandes soient

considérées comme pathologiques est plus importante lorsque la densité est élevée.

Par conséquent, concernant I’individu pour lequel les profils électrophorétiques different
significativement entre spécimen obtenu par cystocentese et spécimens obtenus par miction, la
différence de densité urinaire semble étre a 1’origine de cette variation des profils. Finalement,
la seule différence entre les profils jugée significative, qui ne peut étre expliquée par les résultats
de I’analyse des densité, bandelette et sédiment urinaires, concerne un spécimen prélevé par
miction naturelle sans nettoyage préalable. Il semble donc possible de réaliser I’électrophorese
des protéines urinaires a partir d’urines obtenues par miction spontanée, de préférence apres

nettoyage rigoureux de la sphere uro-génitale.

Dans notre étude, a 1’exception de 1’individu susmentionné, les spécimens d’un méme
individu avaient des densités urinaires comparables quel que soit leur mode de collecte. Cette
influence de la densité urinaire n’a donc pas perturbé 1’analyse de I’influence du mode de
collecte des urines sur leur profil électrophorétique. Néanmoins, une standardisation de la
densité urinaire semble nécessaire avant réalisation des SDS-AGE a visée diagnostique, pour
ce faire, une étude prospective visant a étudier les gammes de densité autour desquelles le

nombre de faux positifs est le plus faible semble nécessaire.

De méme, a RPCU constant, la concentration en protéines urinaires a une influence sur
la présence de bandes physiologiques ou non sur le profil électrophorétique sur gel d’agarose.
Effectivement, la quantité de protéines migrant sur le gel est directement corrélée a la
concentration urinaire en protéines et non au RPCU. Une étude prospective semble nécessaire

afin de standardiser la quantité de protéines urinaires optimale.

Aussi, nous avons constaté la présence d’une bande de faible intensité d’environ 25 kDa
chez 15 des 16 males entiers non protéinuriques de notre étude. Ceci est en accord avec
I’hypothese de I’excrétion d’arginine estérase canine physiologique chez les males entiers

(Schellenberg et al., 2011). La convergence d’études dont nous disposons actuellement semble
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justifier que la présence d’une bande d’environ 25 kDa de faible intensité soit considérée
comme physiologique chez le chien entier ou castré depuis moins de 15 jours (Groue, 2016 ;

Piane et al., 2013).

En outre, I’analyse comparée du RPCU et des profils électrophorétiques des protéines
urinaires des 57 spécimens de 1’étude confirme les observations précédemment réalisées. Tout
d’abord, I’électrophorése des protéines urinaires ne permet pas de se prévaloir de la
détermination préalable du RPCU (Giori et al., 2011). Dans notre étude, 25% des profils non
protéinuriques (88/117) présentent des bandes de protéines non physiologiques sur leur profil
électrophorétique des protéines urinaires et auraient été considérés comme protéinuriques a la
seule lecture de 1’électrophorése. Aussi, les 21 spécimens de notre étude dont le RPCU était
supérieur a 2 présentaient un profil électrophorétique glomérulaire ou mixte a prédominance
glomérulaire ; ceci est en accord avec le postulat qu’apres exclusion d’une protéinurie post-
rénale, un RPCU>2 est fortement en faveur d’une atteinte glomérulaire (Grauer, 2011 ; Lees et
al., 2005). Enfin, aucun des 22 spécimens limite protéinuriques — au RPCU douteux — ne
présente un profil électrophorétique sans anomalie confortant 1’idée que le SDS-AGE peut étre

plus précoce que le RPCU dans la détection d’une protéinurie (Schultze and Jensen, 1989).

Une des limites de notre étude réside dans le faible nombre d’individus protéinuriques
dans notre population et donc le faible nombre de profils effectivement pathologiques.
Néanmoins, aucun des profils électrophorétiques issus d’individus protéinuriques ou limite
protéinuriques ne différaient en fonction du mode de collecte des urines et seulement une
différence significative a la lecture des gels reste inexpliquée par les éléments de I’analyse
urinaire. L homogénéité de nos résultats obtenus sur 57 individus nous permet donc de conclure
a la validation du protocole de nettoyage employé dans cette étude afin de réaliser
I’€lectrophorese des protéines urinaires a partir de spécimens collectés par miction naturelle

lorsque le prélevement n’est pas macroscopiquement hématurique.

Cette étude s’inscrit dans la lignée d’un projet visant a préciser les conditions pré-
analytiques nécessaires a 1’analyse complete des urines du chien. Nous prouvons ici que les
urines ne doivent pas forcément étre récoltées par cystocentese pour interpréter I’électrophorese
des protéines mais qu’elles peuvent étre collectées par miction spontanée a condition d’avoir
préalablement réalisé un nettoyage rigoureux de la zone uro-génitale et exclu les prélevements
macroscopiquement hématuriques. Ainsi, nous proposons une alternative a la répétition de

cystocenteses, permettant d’augmenter le confort de I’animal en diminuant la réalisation d’actes
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invasifs et le stress qu’ils peuvent engendrer mais aussi celui du propriétaire qui peut réaliser
les prélevements a son domicile et les envoyer directement au laboratoire. Aussi, les animaux
nécessitant des électrophoreses des protéines urinaires répétées sont majoritairement des chiens
suivis au long cours ; en simplifiant la réalisation du suivi médical dont ils ont besoin, nous

augmentons les chances d’obtenir une bonne observance de la part des propriétaires.

Outre la facilitation du suivi médical des animaux présentant une protéinurie d’origine
rénale, la validation de ce protocole ouvre la possibilité de réaliser de nombreuses études
cliniques sur la protéinurie et les atteintes rénales lors de co-affections. Effectivement, la
cystocentese est un acte modérément invasif qui ne peut €tre éthiquement réalisé uniquement
sur les individus le nécessitant pour des raisons médicales ; néanmoins, un prélévement d’urines
par miction naturelle apres nettoyage de la sphere uro-génitale n’est ni invasif ni stressant pour
I’animal et semble donc éthiquement réalisable dans un contexte d’études cliniques, méme si

les animaux ne nécessitent pas de prélevement d’urines pour leur propre suivi médical.
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CONCLUSION

L’¢€lectrophorese des protéines urinaires est intéressant pour la localisation d’une
protéinurie rénale. Il s’agit d’une technique a la fois peu coliteuse et peu invasive permettant de
suivre I’évolution d’affections rénales en respectant le confort de 1’animal. Néanmoins, peu
d’études sont disponibles quant aux conditions pré-analytiques nécessaires a sa réalisation.
Cette étude a permis de valider la réalisation d’électrophorese a partir d’urines collectées par

miction naturelle apres nettoyage rigoureux de la sphere uro-génitale.

La perspective de cette étude est double. D’une part, elle permet d’améliorer les
conditions de réalisation du suivi des animaux présentant une protéinurie d’origine rénale tant
pour les animaux que pour leurs propriétaires. En effet, aprés explication des techniques de
nettoyage, la collecte des urines peut étre réalisée directement par le propriétaire, a son
domicile. Pour I’animal, ceci permet d’alléger le stress inhérent a la venue en clinique
vétérinaire et a la réalisation d’une cystocentese ; pour le propriétaire, ceci permet de diminuer
le cofit et le temps dédié¢ au suivi médical de son animal. D’autre part, la validation d’un
protocole non invasif pour la réalisation d’électrophoreses des protéines urinaires permet de
réaliser éthiquement des études cliniques sur I'utilisation de cet outil, notamment dans le cas de
co-affections, sans soumettre 1’animal a des prélevements invasifs non nécessités par sa

condition clinique.
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CONSENTEMENT
ECLAIRE

Etude visant & préciser ’'influence du mode de collecte des urines sur leur analyse compléte chez le chien

Etude effectuée au sein de 'E.N.V.T. entre le 25 Janvier 2016 et le 30 Mai 2016

L’objectif primaire de cette étude est d’évaluer I'influence du mode de collecte des urines sur leur
analyse compléte chez le chien.

Les prélévements urinaires utilisés pour cette étude ne sont réalisés que dans un contexte médical
encadré et ont un intérét immédiat dans I'évaluation de 1’état de santé du chien sauf pour les animaux
dont les propriétaires sont volontaires. Aucun effet secondaire néfaste n’est 4 craindre.

Je, SousSIgNé(e) covvrvierriinerisninssaanns s
Propriétaire du (des) chien(s) :

Atteste avoir lu les paragraphes précédents, avoir été clairement informé du caractére facultatif
de cette étude et avoir conscience de ma totale liberté de refuser que mon chien y participe.

Et accepte que mon (mes) chien(s) soi(en)t inclus dans I’étude.

) W—

DL T
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ANNEXE 2 : Fiche d'accompagnement de prélévements

 — -
tcou
NATIONALE

Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée'
Unité de Médecine Interne des Carnivores Domestiques?
ENVT, 23 Chemin des Capelles, BP 87614
31076 Toulouse Cedex 3, France
1 & : +33 561 193 831; mail ¢c.trumel@envt.fr
2® :+33561 192319 : mail rlavoue@envtir

Annexe 2

FICHE DE
RENSEIGNEMENT

Etude visant & préciser 'influence du mode de collecte des urines sur leur analyse compléte chez le chien

Date et heure de prélévement des urines:

Non

Stérilisé : LT Oui O
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Questions Préliminaires :
1. Motif de consultation & I'ENVT (écrire « volontaire » si patient volontaire)

....................................................................................................
....................................................................................................

2. Motif de réalisation de |"analyse d'urine (écrire « volontaire » si patient volontaire)

....................................................................................................
....................................................................................................
....................................................................................................

....................................................................................................

3. Antécédents connus d'affection du tractus urinaire et/ou de protéinurie?

1 Oui I Non
Si oui, a-t-on des précisions sur les anomalies mises en évidence:

....................................................................................................
....................................................................................................
----------------------------------------------------------------------------------------------------

....................................................................................................

....................................................................................................
....................................................................................................
....................................................................................................

....................................................................................................

.....................................................................................................

.....................................................................................................

.....................................................................................................

.....................................................................................................

.....................................................................................................

..
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ANNEXE 3 : Fiche d'analyse

—— m
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&ﬁ 31076 Toulouse Cedex 3, France
("7 1 8 : 433 561 193 831; mail ¢.trumel@envt fr

A 2% : +33 561 192 319 : mail rlavoue@envifr

S

Annexe 3

FICHE
ANALYTIQUE

Etude visant a préciser I'influence du mode de collecte des urines sur leur analyse compléte chez le chien

Numéro d’Identification pour I’Etude :

1. Informations relatives au prélévement :
6. Volume total d'urine disponible (ml):
a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-
génitale........ooiiiiiiiii
b. Par miction naturelle avec nettoyage de la sphére uro-
génitale.........ooooiiiiiiiin.

c. Par cystocentése

7. Date et Heure de prélévement des urines :
a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-
génitale..........oooiiiiiiiiiii
b. Par miction naturelle avec nettoyage de la sphére uro-
génitale..........oooiiiiiiiin.

c. Par cystocentése
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8. Heure de dép6t des urines au laboratoire :

a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-

c. Par cystocentése
EChOBUIAGE. ... et
9. Intervalle < 2 heures respecté entre le prélévement et I'analyse?
a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-génital

C Qu [C Non

b. Par miction naturelle avec nettoyage de la sphére uro-génitale

C Qui [C Non

c. Parcystocentése échoguidée

C Qui [C Non

Echantillonnage des urines :
|. Heure de centrifugation :

a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-

c. Parcystocentése

EChogUIdEe. ...t
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2. Heure de rangement a -80°C :

a.Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-

b. Par miction naturelle avec nettoyage de la sphére uro-
génitale..........oooiiiiiiiinin

c. Par cystocentése
EChogUIdee. ...

3. Remarques / difficultés :

srsennnn TR LR ]

Analyses immédiates :

1. Densité urinaire :
a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-
génitale.........ooiiiiiiiiiiiin
b. Par miction naturelle avec nettoyage de la sphére uro-
génitale...........ooiiiiiiiinn
c. Par cystocentése
EChOGUIAEE. ...
2. Bandelettes urinaires (par imbibition des plages réactives) :

a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-génitale :

pH: Densité :
leucocytes Sang
nitrites Cétones
urobilinogéne Bilirubine
protéines glucose
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b. Par miction naturelle avec nettoyage de la sphére uro-génitale :

pH: Densité :
leucocytes Sang
nitrites Cétones
urobilinogéne Bilirubine
protéines glucose
¢. Par cystocentése échoguidée :
pH: Densité :
leucocytes | Sang
nitrites Cétones
urobilinogéne Bilirubine
protéines glucose
3. Analyse du sédiment :
a. Par miction naturelle sans nettoyage de la sphére uro-génitale
Eléments
i Champ | | Champ 2 | Champ 3 | Champ4 | Champ S | Champ 6 | Champ 7 | Champ 8 | Champ 9 | Champl0
comptés
Cristaux (x100)
Hématie (x400)
Leucocytes
(x400)
Cylindres
(x100)
Bactérie

Spermatozoides

Conclusions analyse cytologique / Commentaires :
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b. Par miction naturelle avec nettoyage de la sphére uro-génitale

Eléments
comptés

Champ 1 | Champ 2 | Champ 3 | Champ4 | Champ S | Champ 6 | Champ 7 | Champ 8

Champ 9

Champl0

Cristaux (x100)

Hématie (x400)

Leucocytes
(x400)
Cylindres
(x100)

Bactérie

Spermatozoides

Conclusions analyse cytologique / Commentaires :

T

Eléments
comptés

c¢. Par cystocentése échoguidée :

Champ 1 | Champ 2 | Champ 3 | Champ4 | Champ S | Champ 6 | Champ 7 | Champ 8

Champ &

Champl10

Cristaux (x100)

Hématie (x400)

Leucocytes
(x400)

Cylindres
(x100)

Bactérie

Spermatozoides

Conclusions analyse cytologique / Commentaires :

T
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4. Mesure du RPCU dans les 72h post-congélation a -80°C

Miction naturelle Miction naturelle @ Cystocentése

sans nettoyage avec nettoyage

Date et heure

d’analyse

Protéinurie (mg/L)

Créatininurie

(mg/L)

RPCU

5. Remarques / Difficultés :



ANNEXE 4 : Extrait du tableur de résultat
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|n°clovis n®id node collect:date de naiss date de prelcage  sexe gabarit DU LP gluc. LP biliLP ccLP sgLP pH LP prot LP urobili LP nitrite LP leuc LP moy cristaux moy GR moy leuc moy cylindre moy bact moy spz moy cell epith
16-951* 1 MAS 01/08/2004 18/02/2016 11,58 FS 2 1,026 0 1 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16-951* 1 MAN 01/08/2004 18/02/2016 11,58 FS 2 1,022 0 1 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16-951* 1 CYs 01/08/2004 18/02/2016 11,58 FS 2 1,021 0 1 0 1 5 0 [ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14-6313* 2 MAS 01/01/2004 22/02/2016 12,18 FS 2 1,019 0 0 0 1 65 1 0 0 0 0 03 0,1 04 0 0 19
14-6313* 2 MAN 01/01/2004 22/02/2016 12,18 FS 2 1,021 0 0 0 1 6 1 0 0 0 0 0 [ 03 0 0 2,5
14-6313* 2 CYs 01/01/2004 22/02/2016 12,18 FS 2 1,022 0 0 0 1 6 1 0 0 0 0 9,6 0,2 0,1 0 0 0,3
16-458* 3 MAS 26/04/2005 24/02/2016 10,86 FS 2 1,006 0 1 0 1 6 1 0 0 1 0 01 50 0 100 0 0,1
16-458* 3 MAN 26/04/2005 24/02/2016 10,86 FS 2 1,007 0 0 0 1 65 1 0 0 1 0 0,2 50 0 100 0 0,2
14-458* 3 CYs 26/04/2005 24/02/2016 10,86 FS 2 1,007 0 0 0 1 75 1 0 0 1 0 0,1 50 0 0 0 0,1
12-6621* 4 MAS 23/05/2010 25/02/2016 5,78 M 2 1,020 0 0 0 1 6 1 0 0 0 0 1,7 50 0,4 0 0 16
12-6621* 4 MAN 23/05/2010 25/02/2016 5,78 M 2 1,021 0 1 0 1 6 1 0 0 0 0 0,6 17,8 0,1 0 0,6 38
12-6621* 4 CYs 23/05/2010 25/02/2016 5,78 M 2 1,021 0 0 0 1 6 1 0 0 0 0 08 20,6 04 0 08 1,6
16-1466* 5 MAS 29/12/2014 08/03/2016 1,19 F 2 1,008 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2
16-1466* 5 MAN 29/12/2014 08/03/2016 1,19 F 2 1,008 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
16-1466* 5 CYs 29/12/2014 08/03/2016 1,19 F 2 1,007 0 0 0 0 55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12-4864* 6 MAS 01/08/2009 09/03/2016 6,62 FS 2 1,043 0 0 0 0 6 1 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0,3
12-4864* 6 MAN 01/08/2009 09/03/2016 6,62 FS 2 1,042 0 0 0 0 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3
12-4864* 6 CYs 01/08/2009 09/03/2016 6,62 FS 2 1,041 0 0 0 0 6 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0,5
16-1309* 7 MAS 01/02/2007 09/03/2016 9,13 FS 3 1,018 0 0 0 0 6 1 0 0 0 0 0 0,1 0,3 0 0 04
16-1309* 7 MAN 01/02/2007 09/03/2016 9,13 FS 3 1,017 0 0 0 0 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1
16-1309* 7 CYs 01/02/2007 09/03/2016 9,13 FS 3 1,025 0 0 0 1 6 1 0 0 0 0 03 01 0,1 0 0 03
16-670* 8 MAS 02/08/2012 10/03/2016 3,61 M 2 1,047 0 0 0 0 6 1 0 0 0 0 14 2,5 0,1 0 04 2,2
16-670* 8 MAN 02/08/2012 10/03/2016 3,61 M 2 1,047 0 0 0 0 6 1 0 0 0 0 2,7 38 03 0 19 36
16-670* 8 CYs 02/08/2012 10/03/2016 3,61 M 2 1,045 0 0 0 0 7 1 [ 0 0 0 0,6 2,3 0,2 0 0 31
15-5970* 9 MAS 27/08/2004 15/03/2016 11,58 FS 1 1,013 0 0 0 0 5 1 0 0 0 0 01 14 10 0 0 16
15-5970* 9 MAN 27/08/2004 15/03/2016 11,58 FS 1 1,013 0 0 0 0 5 1 0 0 0 0 0,1 0,6 10 0 0 2,4
15-5970* 9 CYs 27/08/2004 15/03/2016 11,58 FS 1 1,013 0 1 0 0 5 1 0 0 0 0 15 0,7 10 0 0 1,7
12-6357* 10 MAS 25/03/2012 30/03/2016 4,02 F 2 1,035 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2
12-6357* 10 MAN 25/03/2012 30/03/2016 4,02 F 2 1,033 0 0 0 0 7 0 0 0 0 01 0 0 0 0 0 0,2
12-6357* 10 CYs 25/03/2012 30/03/2016 4,02 F 2 1,034 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 03
n°clovis n°id node collect:date de naiss date de preliage  sexe gabarit DU LP Uprot RPCU Bandes EPU Interprétation |Conclusion

16-951* 1 MAS 01/08/2004 18/02/2016 11,58 FS 2 1,026 589,8 68 0,11529332 ZERO Physio

16-951* 1 MAN 01/08/2004 18/02/2016 11,58 FS 2 1,022 4781 50 0,10458063 ZERO Physio

16-951* 1 CYs 01/08/2004 18/02/2016 11,58 FS 2 1,021 4841 57 0,11774427 ZERO Physio IDEM

14-6313* 2 MAS 01/01/2004 22/02/2016 12,18 FS 2 1,019 6887 8228 11,9471468 4HPM, alb2,2BPM  mixte

14-6313* 2 MAN 01/01/2004 22/02/2016 12,18 FS 2 1,021 729,7 8665 11,874743 4HPM,alb2,2BPM mixte

14-6313* 2 CyYs 01/01/2004 22/02/2016 12,18 FS 2 1,022 780,8 9701 12,4244365 4HPM, alb2,2BPM  mixte IDEM

16-458* 3 MAS 26/04/2005 24/02/2016 10,86 FS 2 1,006 273 43 0,15750916 ZERO Physio

16-458* 3 MAN 26/04/2005 24/02/2016 10,86 FS 2 1,007 263,5 81 0,30740038 ZERO Physio

14-458* 3 CYs 26/04/2005 24/02/2016 10,86 FS 2 1,007 252,6 61 0,24148852 ZERO Physio IDEM

12-6621* 4 MAS 23/05/2010 25/02/2016 5,78 M 2 1,020 484,7 5425 11,1924902 2 HPM, alb2,2BPM  Mixte

12-6621* 4 MAN 23/05/2010 25/02/2016 5,78 M 2 1,021 487,7 5424 11,1215911 2HPM, alb2,2BPM  Mixte

12-6621* 4 CYs 23/05/2010 25/02/2016 5,78 M 2 1,021 498,44 5436 10,9069021 2 HPM, alb 2, 2BPM  Mixte IDEM

16-1466* 5 MAS 29/12/2014 08/03/2016 1,19 F 2 1,008 2204 78  0,353902 alb 2 glomérulaire

16-1466* 5 MAN 29/12/2014 08/03/2016 1,19 F 2 1,008 219,8 78 0,35486806 alb 2 glomérulaire

16-1466* 5 CyYs 29/12/2014 08/03/2016 1,19 F 2 1,007 227,5 112 0,49230769 alb2 glomérulaire IDEM

12-4864* 6 MAS 01/08/2009 09/03/2016 6,62 FS 2 1,043 2052 189 0,09208731 alb2 glomérulaire

12-4864* 6 MAN 01/08/2009 09/03/2016 6,62 FS 2 1,042 2023 187 0,09243697 alb 2 glomérulaire

12-4864* 6 CYs 01/08/2009 09/03/2016 6,62 FS 2 1,041 2175 244 0,11219938 alb2 glomérulaire IDEM

16-1309* 7 MAS 01/02/2007 09/03/2016 9,13 FS 3 1,019 459,4 188 0,40922943 1HPM, alb2 glomérulaire

16-1309* 7 MAN 01/02/2007 09/03/2016 9,13 FS 3 1,017 397,5 153 0,38490566 1 HPM, alb 2 glomérulaire

16-1309* 7 CYs 01/02/2007 09/03/2016 9,13 FS 3 1,025 513,6 307 0,59774143 1HPM, alb2 glomérulaire IDEM

16-670* 8 MAS 02/08/2012 10/03/2016 3,61 M 2 1,047 4418 464 0,10502014 alb 1, AE Physio

16-670* 8 MAN 02/08/2012 10/03/2016 3,61 M 2 1,047 4430 451 0,10180357 alb 1, AE Physio

16-670* 8 CYs 02/08/2012 10/03/2016 3,61 M 2 1,045 4129 492 0,11916007 alb 1, AE Physio IDEM

15-5970* 9 MAS 27/08/2004 15/03/2016 11,58 FS 1 1,013 312,4 2823 9,03649168 2 HPM, alb 2 glomérulaire

15-5970* 9 MAN 27/08/2004 15/03/2016 11,58 FS 1 1,013 340,9 2930 8,59489586 2 HPM, alb 2 glomérulaire

15-5970* 9 CYs 27/08/2004 15/03/2016 11,58 FS 1 1,013 3455 2934 8,49204052 2 HPM, alb 2 glomérulaire IDEM

12-6357* 10 MAS 25/03/2012 30/03/2016 4,02 F 2 1,035 2629 123 0,04679119 ZERO Physio

12-6357* 10 MAN 25/03/2012 30/03/2016 4,02 F 2 1,033 2373 118 0,0497198 ZERO Physio

12-6357* 10 CYs 25/03/2012 30/03/2016 4,02 F 2 1,034 2640 121 0,04583681 ZERO Physio IDEM



ANNEXE 5 : Exemple de gels d’électrophorese

HYDRAGEL 5 PROTEINURIE = @'t HYDRAGEL 5 PROTEINURIE & HYDRAGEL 5 PROTEINURIE =&
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HYDRAGEL 5 PROTEINURIE ® "' HYDRAGEL 5 PROTEINURIE @

g e ay o Ao as RV . wle vasmad Oy . die
s =2 ds g o TP e w2z 3UE Y

De gauche a droite, de haut en bas :
- Chien n°1 : Profil exempt de toute bande
- Chien n°39 : Profil physiologique d’un chien male entier ; présence de deux bandes de faible
intensité a environ 68 kDa et 25 kDa
- Chien n°6 : Profil de type glomérulaire ; présence d’une bande de 68 kDa de forte intensité
- Chien n°35 : Profil de type tubulaire ; présence d’une bande de 68 kDa faiblement marquée
et de deux bandes d’environ 20 et 30 kDa
- Chien n°2 : Profil de type mixte ; présence de multiples bandes de masses moléculaires

comprises entre 20 et 160 kDa
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Etude prospective sur l'influence du mode de collecte des urines sur le profil
électrophorétique sur gel d'agarose des protéines urinaires chez le chien

L’électrophorese des protéines urinaires est une méthode permettant de localiser 1’atteinte d’une
affection rénale en cas de protéinurie. Cette technique peu invasive et peu coliteuse est une étape
intéressante de la démarche diagnostique et permettrait de suivre 1’évolution d’affections rénales et
Pefficacité de leur prise en charge sans risque majeur pour 1’animal. Dans ce travail, un bilan des
connaissances actuelles quant aux conditions pré-analytiques nécessaires a la réalisation d’une
électrophorese des protéines urinaires est présenté. Puis, dans un second temps, 1’influence de deux
alternatives au prélévement des urines par cystocentese —mode de collecte de référence chez I’animal de
compagnie— sur 1’électrophorése des protéines urinaires sur gel d’agarose est évaluée. Cette étude,
menée sur 57 chiens, montre que I’interprétation du profil électrophorétique des protéines urinaires est
identique selon que les prélevements ont été réalisés par cystocentese ou par miction apres nettoyage de
la zone uro-génitale, bien que certaines variables semblent pouvoir en influencer la lecture. Ainsi, la
collecte des urines pour la réalisation d’électrophoreses de suivi semble pouvoir étre réalisée directement
par des propriétaires, en limitant le stress et les actes invasifs pour 1I’animal ainsi que le temps et le colit
des examens pour les propriétaires. La prise en compte de données épidémiologiques et biologiques est
cependant essentielle a la bonne interprétation des gels, quelle que soit la méthode de prélevement des
urines utilisée.

Mots-clés : Chien, urine, protéines urinaires, électrophorese sur gel d’agarose, mode de collecte, miction
spontanée, miction spontanée apres nettoyage, cystocentese

Prospective study on the influence of the method of urine collection on urine proteins
electrophoresis in dogs

Urine protein electrophoresis can be used in veterinary medicine to localize the origin of renal
proteinuria. This is a low-invasive and inexpensive technique that can be helpful as a diagnostic tool as
well as a way to monitor the evolution of renal disease and the effectiveness of the prescribed therapy.
This work first presents a review of the current knowledge about pre-analytical conditions that affect
the realization and interpretation of urine protein electrophoresis. Then, in the second part, the influence
of urine collection method on urine proteins agarose-based electrophoresis is evaluated. The results of
this study, including 57 dogs, shows that electrophoretic patterns of urine proteins do not differ when
performed on urine collected by free catch after cleaning urine or by cystocentesis. Few variables were
however found to influence the interpretation of the patterns. To conclude, follow-up of proteinuric
canine patient on voided urine samples seems reasonable. Samples could be directly collected by
owners, thus limiting stress and invasive procedures as well as decreasing costs and time spent at the
vet. Some epidemiological and biological variables should however be taken into account to correctly
interpret canine urine electrophoretic patterns.

Key words: Dog, urine, urine protein, agarose-based electrophoresis, method of collection, free catch,
free catch after cleaning, cystocentesis



