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Résumé. Pour des dosages urinaires fiables de calcium, phosphate et acide
uriquc, il est recommandé de requérir 4 un Lraitement pré-analytique des urines
au laboratoire par un acide ou par une hase afin de dissoudre les solutés pré-
cipités aprés lc recueil urinaire. Plusicurs études mendes sur différents lypes
d’¢échantillons et auwtomates ont préalablement démontré que ce traitement
n’était pas nécessaire. L'objectif de notre travail a éé d’éwdier la nécessité
du traitement pré-analytique des échantillons urinaires prélevés sur sys@me
V-Monovete® (Sarstedr) et dosés sur analyscur Architect C16000, Abbott
Diagnostics. Soixante échantillons urinaires de patients hospitalisés ont é1é
sélectionnés (n = 30 pour le dosage de calcium et phosphate. et n = 30 pour
le dosage d’acide urique). Apres respectivement acidification des échantillons
urinaires pour les dosages de calcium et phosphate et alcalinisation pour le
dosage d'acide urique, les différences de concentration de ces analytes avant et
aprés traitement ont €€ confrontées aux limites d’acceptabilité proposées par
la Sociéié francaise de biologie cliniqgue (SFBC). Pour le calcium et 1'acide
urique, aucune différence de concentration aprés respectivement acidification
ct alcalinisation ne s’écarte des normes d’acceptabilité de 1la SFBC. Pour le
dosage du phosphate. un seul échantillon sort de ces limites d’accepuahilité,
donnant paradoxalement un résultat inféricur aprés acidification. En conclusion,
et en accord avec de précédentes éwudes, les résultats présentés montrent que
I'acidification/alcalinisation d’échantillons urinaires de 24 h ou de miction n’est
pas une nécessité pré-analytique pour les dosages de calcium, phosphate et acide
wique par la méthodologic analytique utilisant les réactifs Abbout Diagnostics.
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Abstract. Forthe reliable wrinary measurement of caleivim, phosphate and uric
acied, u pre-analytical process by adding acid or base to urine samples at labora-
wry s recommended in order (o dissolve precipitated solutes. Several studies
on dilferent kind of saniples and aralysers have previously shown thag a such
pre-aialyvtical treatment is useless. The objective was 1o stdy the necessity of
pre-analytical treatiment of avine ou samples collected using the V-Monoveue™
(Sarstedy systemand measured on the analyser Architeet CT6000 (Abbou Diag-
nostics). Ststy urinary swnples of hospualized paticnts were selected (n=30 lor
calcium and phosphate, and n=30 for uric acid). A i"t.cr:_.:i-.‘i(l.iﬁcmiuu of urine
samples for measwrement of calewm and phosphate. and altkalinisation for mea-
surement of uric acid respectively, differences betwaen resulis before and after
the pre-analylical treatment were compared (o aceeptable limits recommended
by the French society of clinical binlogy (¢SFBC). No differance in concentration
between bedore and alter pre-analytical weatment of urine samples excee-
ded aceeptable limits frone SEBC for measucement of caleinm and arie acid.

Paur citer cet article : Pedt M, Beaudeux JL, Majoux S. Henneguin C. De 1a néeessité d'un traitement pré-analyiique des urines pour les dosages de calcium. phosphate ct
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For phogphate. only one sample exceeded these acceptable Hmis, showing a

result paradoxically lower atter acidification In conelysion, in agreement with

previous study, our results show that actdification or alkalinisation ol urine

samples from 24 hourines or from urination is nota pre-analviical necessity for

measurement of caleiwm, phosphate and uric acid.
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Les dosages de calcium, phosphate et acide urique dans
les urines permettent d'évaluer I'exerdtion urinaire et de
metue en évidence des anomalies du métabolisme phos-
phocalcique. En outre, associés et déterminés de facon
répétée, ils fournissent tine estimation du risque cristal-
lurique et de suivre le patient lithiasique, ces solutés
¢tant les trois promoteurs principaux de la lithogendse
[1]. :

Pour des dosages fiables de la calciuric et de la phos-
phaturie, il est préconisé de réaliser une acidification
de 'échantillon wrinaire préalablement a I"éape analy-
tique, $oil par un recucil dans un récipient contenant de
I"acide, soit par ajout au laboratoire d'une solution acide
en faible volume. Pour le dosage de I'uricuric, 1'addition
d’une base permel de dissoudre les solutés précipités
[2,.3].

Suite & un audit interne technique effectué au labora-
toire en juin 2016 dans le cadre de I'accréditation par
le Comité irangais d’accréditation (Colrac), I'absence
d’acidification/alcalinisation des urines préconisée par
notre fournisseur de réactils Ahbow Diagnostics (sur ana-
lyscur C16000) pour certains paramétres urinaires a ¢té
relevée et considérée écart non critique. Des éludes mendes
sur des automates Roche Diagnostics (sur analyscurs
Modular P800 et Cobas ¢701) [4, 5], Olympus (analyseur
AU 640) [6] ou Sicmens (analyseur Advia 2400) [7) ont
préalablement démontré que I'acidification/alcalinisation
des wrines pour le dosage de caleium et phosphate ou acide
urique n’est pas nécessaire : en revanche, a notre connais-
sance, aucunc éude similaire sur des analyseurs Abbou
Diagnostics n’a encore été menée,

L'wtilisation de systéme type V-Monovete® (Sarsiedy),
qui comporte un dispositif inégré sous vide pour
I"échantillonnage de I'urine par (ransfert clos depuis le
flacon de collecte vers un wbe, est largement répan-
due aujourd’hui en milieu hospitalier de par sa (acilité
d’urilisation et ses conditions optimales d'hygiéne. De
plus, au niveau du laborawire, les échantillons sont ainsi
dircctemcnt transférables sur les automares. L’objectif de
notre travail a été d'éudier la nécessité du traitement
pré-analytique sur des échantillons urinaires prélevés sur
ce type de récipient. pour le dosage de calcium, phos-
phate ct acide: Lii'iquc urinaire sur analyscur Architect
C16000 Abbou Diagnostics, utilisant les réactifs du méme
fournisseur.
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Matériels et méthodes

Pour le dosage du calcium et du phosphate urinaires, 30
¢chantillons ont éi€ sélectionnés en fonction de leur niveau
de concentration en caleiwm : 15 échantillons présentant une
concentration inlérieure & 3.8 mmol/L, et 15 échantillons
présentant une concentration supérieure ou égale a 3,8
mmol/L, seuil défini pour I’ hypercalciurie de concentration.
En effet, un accroissement significatif du risque cristal-
lurique pour les espéces calcium-dépendantes est observé
au-deld de ce scuil en raison de la sursaturation en calciun
urinaire [8].

Pour I'acide urique urinaire, 30 échantillons ont été sélec-
tonnés en fonction de leur nivean de concentration en
acide urique @ 15 échantillons présentant une concentra-
tion inférieure 4 2,5 mmol/L et 15 échandllons présentant
une concentration supéricure ou égale i 2,5 mmol/L (scuil
d’hyperuricurie de concentration) [1].

Les échantillons wrinaires ont é1é préalablement centrifu-
aés, puis dosés selon le circuit habituel du laboratoire sur
Architeet C16000 (Abbou Diagnostics). Les méthodes de
dasage des analyles éwudiés sont les suivantes : méthode
colorimétrique en point final utilisant la complexation avec
I"arsenazo I pour le calcium urinaire, méthode photomé-
trique & 340 nm utilisant la complexation avec le molybdate
d’ammonium pour le phosphate urinaire et une méthode
photométrique & 604 nm en point final aprés réaction de
Trinder avec le couple uricase-peroxydase pour Pacide
urique urinaire.

Sur les mémes échantillons urinaires, ' acidification pour le
dosage du calcium et du phosphate a é1é réalisée par ajout de
70 pL d'HICL6 N pour 5 mL d’urine, pour cibler un pHinfé-
rieur @ 2 comme recommandé par le fournisseur et par les
¢udes préccdentes, nolamment pour assurer la dissolution
des cristaux d’oxalate de calcium [2]. Apres homogénéi-
sation, lc pH a é¢ vérilié par bandeleues réactives. e si
nécessaire ajusté pour obtenir le pH ciblé. L'alcalinisation
des échantillons urinaires pour le dosage de I'acide urique
a éié réalisée par ajout de 50 pL de NaOH 5 % pour 5 mL
d’urine, pour cibler un pH supéricur & 8. De méme, aprés
homogénéisation, le pH a été vérifié par bandeleties réac-
tives. ¢t si néeessaire ajusté pour obtenir e pH ciblé. Tous
les échantillons urinaires prétraités ont cnsuite éé centrifu-
£¢s et dosés & nouveau sur le méme aulomate, dans un délai
de 3 h maximum aprés le premier dosage.
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Figure 1. Diagramme des différences pour la calciurie aprés — avant acidification.

Les résultats obtenus ont éé traités selon le protocole
de validation de technique de la Société francaise de
biologie clinique (SFBC) [9] : droite de corrélation et
mesure de l'inexactitude par le graphique des différences
pour I'ensemble des spécimens, et confrontés aux limites
d"acceptabilité proposéces par la SFBC [10]. Un échantilton
donnant un résultat en dehors de ces limiles d’acceplabilité
est qualifié de déviant.

Résultats

Calcium

Les concentrations urinaires en calcium des échantillons
étudiés non acidifiés s’éendent de 0,5 mmol/L a 11,42
mmol/L. La régression linéairc de la concentration en cal-
cium avant el apres acidification montre une trés bonne
corrélation sur toute la gamme de concentration étudiées (r
=0,998). Aucun déviant n’a été observé : aprés traitement
pré-analytique, aucun échantillon n'a donné de résultat au-
dela des normes d’acceptabilité définies dans la littérature
parlaSFBC (figire ). Aucune différence significative entre
la mesure du calcium avant et aprés acidification n’est mise
en évidence pour les calciuries inférieures au seuil de 3,8
mmol/L (p = (,18). En revanche, pour les calciuries supé-
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rieures ou égales a 3,8 mmol/L, une différence significative
estobservée (p < 0,01), avec des résultats inférieurs obtenus
aprés acidification.

Phosphate

Sans acidification, les concentrations urinaires de phos-
phate des échantillons étwudiés s’étendent de 1,55 mmol/L
a 55 mmol/L. La régression linéaire de la concentration
en phosphate avant et aprés acidification montre une trés
bonne corrélation (r=0,998). Le diagramme des différences
montre un scul déviant, mais dont la valeur aprés acidifica-
tion est inférieure a la valeur observée avant acidification

(figure 2).

Acide urique

Sans alcalinisation, les concentrations urinaircs de 'acide
urique des échantillons étudiés s'étendent de 0,5 mmol/L
a 7,3 mmol/L. Il existe une trés bonne corrélation entre la
concentration d’acide urique avant efaprés alcalinisation (r
=0,999), et aucun déviant n’est observé (figure 3). Aucune
différence significative n’est mise en évidence aprés alca-
linisation lorsque 'uricurie est inférieure au seuil de 2,5
mmol/L. (p = 0,12). En revanche, une différence signifi-
cative est observée lorsque ['uricurie est supérieure a 2,5
mmol/L (p < 0,01).
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Discussion

La solubilité de nombreux composants des cristaux
urinaires dépend du pH. Lorsque I'urine est alcaline, phos-
phate et urate ont tendance a précipiter facilement. En
revanche lorsque I'urinc est acide (pH < 5,5), ¢’cst I'acide
urique qui cristallise [1]. L'oxalate de calcium luij préci-
pite facilement lorsque les urines sont conservées plusieurs
heures ex vivo, et peut étre dissous par acidification forte
des urines. De ce fait, prenant en compte ce phénoméne
de cristallisation pour le dosage urinaire du calcium, du
phosphate et de 1’acide urique, il est recommandé de se
placer dans des conditions auxquelles ces solutés sont le
plus solubles afin de limiter toute sous-estimation dans le
résultat du dosage. Si le recueil des urines dans un flacon
contenant de I’acide est encore recommandé dans les fiches
techniques des fournisscurs, cette méthode de recucil n'est
pas appliquée en pratique courante, d’une part & cause du
risque pour le patient et, d’autre part, parce qu'il ne peut
étre utilisé pour le dosage de 1'acide urique ou d'autres
analytes tels que le sodium et le potassium, ceci multi-
pliant les collections urinaires. Le traitement pré-analytique
des urines au laboratoire reste préconisé, bien que sujet
a controverse. En outre, 'addition d’un acide ou d’une
base aux échantillons urinaires au niveau du laboratoire
représente de nombreux inconvénients : risque pour le tech-
nicien, dilution des échantillons, consommation de tcmps
et nécessité d’un espace de prétraitement des échantillons.
Par ailleurs, en milieu hospitalier, aujourd’hui les systémes
type V-Monovette® (Sarstedt), sont largement répandus de
par leur facilité d'utilisation et leurs conditions optimales
d’hygi¢ne. En effel, ils disposent d'un dispositif intégré
sous vide pour I'échantillonnage de 1'urine par transfert
clos depuis le flacon de collecte vers un tube, ce tube étant
directement utilisable sur les automates, sans manipulation
supplémentaire. Le fait de prétraiter les échantillons uri-
naires s’appuie sur des études anciennes telles que celles de
Ng er al. [3]. Si ces autcurs recommandent d'acidifier ou
d’alcaliniser les urines, les résultats ne mettent pas en évi-
dence de dillérence significative sur urine (raiche (dosage
dans les 6 h) ou conservée 24 h pour le calcium entre échan-
tillon acidifié et non acidifié. Les différences observées pour
les dosages de calcium et d’acide urique avec ou sans pré-
traitement des échantillons ne sont significatives qu’aprés
24 h pour 'acide urique et 48 h pour le calcium.

De méme, des études récentes ont démontré que
I'acidification/alcalinisation pré-analytique des urines
n’était pas nécessaire pour les dosages de calcium, phos-
phore ctacide urique, 4 condition que les échantillons soicnt
analysés rapidement aprés réception [4, 6, 7, 11, 12], ce
qui est le cas dans les laboratoires de biologie aujourd hui.
Cependant, il faut noter que les échantillons urinaires ana-
lysés dans le cadre de ces éwudes provenaient de sujets
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sains [7, 11, 12] ou de patients dont les concentrations uri-
naires en calcium n’excédaient pas 4 mmol/L. De méme,
les concentrations urinaires en acide urique de ces patients
étudiés éraient faibles. Or il faut garder a I’ esprit que le
risque de sous-estimer un résultat est plus important chez
les patiemts lithiasiques, car ils présentent des concen-
trations urinaires élevées en calcium, phosphate et acide
urique. D’ailleurs, I'étude de Pratumvinit e7 al. [5], a mon-
¢ que les concentrations urinaires de calcium ct phosphatc
sont significativement différentes aprés acidification uni-
quement pour les échantillons présentant des cristaux. Dans
cette étude, les dosages ont été réalisés avec la méthodologie
et sur I'analyseur Modular P800 (Roche Diagnostics).

Pour confronter notre travail 4 ces données de la littérature,
nous avons donc sélectionné des échantillons urinaires (n
= 15) dont les concentrations en calcium et acide urique
éraient supérieures au seuil de risque cristallogéne, respec-
tivement 3,8 mmol/L pour le calcium (valeur maximale :
11,4 mmol/L) et 2,5 mmol/L pour I'acide urique (valeur
maximale : 7,3 mmol/L).

Concernant les valeurs de calcium et d’acide urique uri-
naires, aucun déviant n’a été mis en évidence. Autrement
dit, aprés traitement pré-analytique, aucun échantillon n’a
donné de résultat au-dela des normes d’acceptabilité défi-
nies dans la littérature par la SFBC [10], ces dernigres
prenant en considération la variabilité analytique et bio-
logique (intra et/ou interindividuelles). Un déviant a été
observé pour le phosphate urinaire, donnant contre toute
attente un résultat de phosphaturie inférieur aprés acidifi-
cation. Ce résultat paradoxal ponctuel a déja été rapporté
dans I'étude de Pratumvinit et al. [5].

En accord avec nos résultats, 1" élude de Pratumvinit et al. [5]
montre également que le biais observé entre les dosages de
calcium et de phosphate urinaire aprés acidification pour les
urines présentant des cristaux reste inférieur  la différence
critique obtenue 4 partir des résultats du contrdle de qualité
et de la variation biologique individuelle, suggérant donc
I"absence d’impact sur I’interprétation clinique du résultat.
Cependant, dans le cadre d’une étude de cristallurie sur la
premiére miction de la journée recueillie dans sa totalité,
I"acidification peut étre recommandée pour le dosage du
calcium afin de confirmer1’abondance de cristaux d’oxalate
de calcium et d"aider au diagnostic étiologique. En effet, il a
€€ montré que les concentrations urinaires en calcium sont
diminuées en I’absence d’acidification lorsque I'urine com-
porte une surcharge en oxalate (hyperoxalunc) [13]. Mais
il s’agit d’un contexte spécifique de dosagc de la calciurie
dans le cadre d’une cristallurie d’oxalate de calcium.

Conclusion

La détermination isolée de la calciurie, de la phospha-
turic ou de I'uricurie sur les urines de 24 h ou sur une
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miction est d"intérét clinique limité, ne constituant en aucun
cas un €lément diagnostique. En revanche, 1'association de
leur dosage permet une évaluation du risque lithiasique.
Différentes procédures de traitements pré-analytiques pour
le dosage de ces analytes sont préconisées, mais difficile-
ment applicables en routine courante au laboratoire. Les
résultats présentés dans ce travail en utilisant la métho-
dologie de dosage Abbott Diagnostics, en accord avec
des travaux précédents ayant utilisé des méthodologies
d’autres fournisscurs (Roche Diagnostics, Olympus, Sie-
mens), démontrent que I’acidification ou 1'alcalinisation
d’échantillons urinaires de 24 h ou de mictions recueillis
a partir des systémes V-Monovette n’est pas une néces-
sité pré-analytique, y compris pour des concentrations
élevées en calcium, phosphate et acide urique, sauf 2
conserver les urines pour un dosage différé. En effet,
les biais observés entre les concentrations obtenues avant
apres acidification/alcalinisation des échantillons urinaires,
sont pour tous les échantillons étudiés, inférieures aux
normes d’acceptabilité de 1a SFBC. La mesure de ces solu-
tés peut donc étre réalisée sur le méme échantillon, sans
prétraitement, la variation analytique n’atteignant pas le
seuil de variation biologiquement significatif et permettant
ainsi un gain de temps et une réduction du coiit pour le
laboratoire.
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