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et de I'eau dans les selles dans un laboratoire
de Biologie médicale hospitalier

Journée Utilisateurs Spectroscopie
Metrohm, 4 juin 2026

Laurence Barbot-Trystram
Laboratoire de Coprologie fonctionnelle
Groupe hospitalier Pitie-Salpétriere, APHP

. Hopital
oy Lopral ASSISTANCE HOPITAUX
Klsljgulp eeeeeee PUBLIQUE Q DE PARIS




Le contexte

La problématique
Les contraintes du laboratoire

Le prélévement fécal

La mise au point et la validation des dosages par NIRS
La situation aujourd'hui
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© La problématique

Les parameétres a doser dans les selles :
Lipides (« plusieurs formes »)

Protides
Teneur en eau (poids sec)

Freins et scepticisme envers la technologie NIRS :

Un spectre + plusieurs traitements mathématiques = résultats pour plusieurs
parameétres (habitude : 1 molécule / 1 signal / 1 résultat)

Pas de maitrise des modeles mathématiques appliqués

Prélevement fécal « hétérogéne » => doute sur la reproductibilité
Historiguement : technologie inadaptée aux prélevements pathologiques

Deux objectifs :
1) Mettre au point les dosages
2) Construire la confiance des biologistes et techniciens dans les résultats obtenus.
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Exploration des diarrhées chroniques (hors causes infectieuses)

Dosages dans les selles
Rendu des résultats en débit par 24h, et non en concentration

Consistance des selles variée : de liquide a « solide », glaireuse

Matrice hétérogene complexe

Pharynx
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La Coprologie
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O Prélevement fécal = matrice hétérogene complexe

eau, électrolytes, sécrétions digestives, nutriments

aliments, mucus, cellules intestinales (apoptose), bactéries (microbiote)...
éléments iatrogenes (médicaments...)

L'examen microscopique des selles
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e Les contraintes :
Pas de controle interne commercialisé en matrice fécale = fabrication interne

Pas de substance pure

Gammes de mesure souvent larges

Interférences potentielles liées aux traitements

La validation et le rendu des résultats :

Confrontation des résultats qualitatifs et quantitatifs d’un échantillon
Teneur en eau / aspect macroscopique
Lipides dosés / évaluation au microscope

(]
Contraintes
® ° Lipides / azote...
valldatlon Zone grise pour l'interprétation

Lipides fécaux : normal =2 a 6 g/24h (adulte) Zone grise =7 a 14 g/24h Pathologique > 14 g/24h

Interprétation intégrée avec rédaction d’une conclusion (« tableau
compatible ou non avec... »)

6 | En Coprologie, nous n’avons pas la chaine : une question = un examen = un résultat = une réponse
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[3) Impact de la technologie NIRS
sur notre conception d’'un dosage et de sa validation

Pourquoi le NIRS : gain de temps et d’espace de travail, pas de produits chimiques
Techniques de référence :

Poids sec = dessechement a I'étuve (pesée d’un aliquot avant / apreés)

Lipides = titrimétrie selon la méthode de Van de Kamer

Transformation de tous les lipides en acides gras / Extraction / Mesure par titrimétrie

osages Azote = catharométrie
pa r N I Rs Aliquot brilé / Séparation des atomes CHNO / Mesure de |'azote moléculaire

Changement de mode de travail :

Méthode habituelle : doser les échantillons sur la nouvelle méthode et comparer les
résultats a ceux de la méthode en cours au laboratoire.

NIRS : nécessité d’une étape préalable qui est d’acquérir les spectres et de créer le
B traitement mathématique a leur appliquer pour retrouver les résultats obtenus par la
méthode en cours au laboratoire.

Hépital OPITAUX
Hopital DI
EA.P._ZPC. pétriére PUBLIQUE " DE PARIS




Impact de la technologie NIRS
sur notre conception d’'un dosage et de sa validation

Deux objectifs :
1) Mettre au point les dosages
2) Construire la confiance des biologistes et techniciens dans les résultats obtenus.

Travail en partenariat avec Metrohm

lere étape : essai de faisabilité en 2018

Dﬂsages Décision d’achat
par NIRS Mise en place en juillet 2020
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Protocole de validation - Metrohm

Nombre élevé d’échantillons

Technigue de référence maitrisée

Comparer les résultats bruts exprimés en % (g / 100 g de selles natives)

2 jeux d’échantillons :

Dosages Jeu de calibration pour définir le modele
par NIRS Jeu de validation pour valider le modele
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Dosages
par NIRS
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Protocole de validation - Laboratoire

Couvrir tous les types d’échantillons en :
consistance
poids sec (100 —teneureneau):2,7a39%
concentration lipidique : 0,6 29,4 % (0,4 2 85,6 g/24h)
concentration azotée : 0,07 a2,5% (0,10 a 7,77 g/24h)

Comparer les résultats exprimés en débit / 24h
Tient compte du poids moyen des selles : de g a Kg

Comparer les interprétations biologiques et médicales
Tenir compte des autres examens du bilan
Long et fastidieux, mais nécessaire

Analyser les échantillons discordants en analytique ou en interprétation

Dosages en triplicate / échantillon (suspension +/- hétérogene)
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@ Mise au point des dosages en NIRS : jeu de calibration

Echantillons = Analyse en NIRS
(jeu de calibration) " =spectres
Résultats avec la \‘ :

Acquisition en

technique du laboratoire NIRS = spectres
= valeurs de référence

Dosages B N\ |

par NIRS

Mise au point des modéles mathématiques
de traitement des spectres par Metrohm

= jusgu’a retrouver les valeurs de référence
pour 'ensemble des échantillons du jeu

n Importance de Ia ma’l\trise des valeurs de référence’ Figure 6 : spectres NIR dérivés 2 fois des échantillons de calibration
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n =200
(2018 + 2020)

Dosages
par NIRS
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Le jeu de calibration

Poids sec (g/100g frais)

Calibration Set : Caiculated vs Lab Data
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Q Le jeu de calibration

Corrélation des valeurs en débit (g/24h)

Corrélation des données brutes en % (lipides) + impact sur I'interprétation
Lipides en g/100g (x=NIR ; y=labo) DLIP en g/24h (x=NIR ; y=labo)
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5discordants

- 1NIR normal / VDK subN

pa r N I Rs -2NIR subN / VDK normal
- 2NIR patho / VDK subN : PM > 1000 et PS 2% - NIR faux (cf calories totales)
en raison du PS trés faible (2%)

Analyse des échantillons discordants

=> Décision de retirer les échantillons extrémes du jeu de calibration.

- Poidssec<2 %

- Lipides > 10 %

Les méthodes de référence sont également en limite de quantification sur ces valeurs.

[ 13 | Adaptation des modeles mathématiques en lien avec les modifications du jeu de
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© Mise au point des dosages en NIRS / jeu de validation

Echantillons = Analyse en NIRS
(jeu de validation) = spectres
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Résultats avec la Analyse en NIRS \
technique du laboratoire = spectres AN
= valeurs de référence T AN
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Figure 5 : spectre NIR brut des &chantillons de calibrations collectés lors des essais

Dosages
Traitement des spectres par les modeles

ar N I Rs Comparaison des résultats mathématiques définis, échantillon par échantillon
de référence et en NIRS

4

Résultats en NIRS
(% = g/100 g selles)

Importance de la maitrise des valeurs de référence, |
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Figure 6 : spectres NIR dérivés 2 fois des échantillons de calibration




O Le jeu de validation

n=42

Minimum =0,6 % ; 0,4 g/24h
Maximum = 9,4 % ; 85,6 g/24h

Représentatifs de I'activité du laboratoire

par NIRS

Discordants en triplicate :

- N’auraient pas été validé (discordance
/ bilan)

- Principalement des prélevements
extrémes
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Lipides (% brut) : comparaison NIRS versus titrimétrie
par Van de Kamer (sans les discordants en interprétation
7/42 et en triplicates 5/42)

'y=0,8283x+0,7835
R*=0,9508

Lipides (g/24h) : comparaison NIRS versus titrimétrie par
Van de Kamer (sans les discordants en interprétation
7/42 et en triplicates 5/42)

v =0,8934x+ 0,9562
R*=0,9827
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(o La mise au point en pratique : impact de la congélation

La congélation modifie |a texture des selles.
Evaluation de I'impact de la congélation des selles sur les dosages en NIRS de lipides, d’azote
et la teneur en eaux : analyse par Metrohm a partir des spectres.

Projection des spectres congelés dans |'espace factoriel 2018/2020 (PC1/PC2)

Les spectres des échantillons congelés sont

uniformément répartis sur 'ensemble de

Dosages
par NIRS

I'espace factoriel = Pas de variabilité spectrale

PC-2 (13%,18%)

lige a la congélation

Congelés
® Non congelés

10 50
PC-1 (81%, 72%)

Laboratoire d'application spectroscopie
® Calibraton @ Projection
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Développer la confiance

Nombreuses réunions en équipe : présentations, explications, analyses...

Analyse des résultats en triplicate :
qguelques discordances,

mais identifiables a la validation biologique, résultat mis a vérifier

Dasages Formation de I’équipe par Metrohm a la chimiométrie, explications sur les
modeles et leur adaptation

par NIRS

Paramétrage informatique réalisé pour une évaluation en vie réelle :

avoir dans les dossiers les résultats classiques (méthodes de référence) et
ceux du NIRS (non rendus au patient)

permettre d’évaluer I'impact des résultats du NIRS sur la validation
biologique (interprétation médicale) sur les dossiers de patients.

Période : installation en juillet 2020, premier résultat rendu en mai 2021
|17
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La mise au point en pratique

Travail étroit avec Metrohm pour lI'analyse des données
Regards différents et compétences complémentaires
Ecoute et compréhension des besoins de chacun
Adaptation des modeles mathématiques : plusieurs allers-retours
Explication et aide a 'autonomisation sur les modeles mathématiques

Travail en équipe, techniciens et biologistes = constructif et fédérateur

Confiance de tous dans les résultats rendus, puis dans la technologie

Validation réalisée dans le respect des exigences d’accréditation
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¢ Suivi du controle interne fécal (lyophilisat reconstitué)

Poids sec - Lot: CQ40

2 )/aleurs par jour : ) Poids sec
début et fin de série o | Moyenne = 17,43 %
changement s V=29%
de la lampe n=126
16[)2eﬂczis J;BZ‘! Jan 25 Feb 8 Feb 22 Mar 8 Mar 22 Aprs : Apr 18 May 3
Lipides - Lot: CQ40
| Lipides
i Moyenne = 3,51 %
| CV=3,7%
- | n=126
Elﬂn;ﬂczis i o3 Febd Feb 2 Wiar B Niar 32 s : T Wiay 3
Azote - Lot: CQ40
] Azote
g Moyenne = 0,85 %
] | CV=4,0%
B B n=126
Hoépital 1 A
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O Evaluation externe de la qualité (EEQ)
Biologie Prospective (lyophilisat reconstitué)

Lipides en g / 24h
Donnée calculée et interprétée

Lipides en g / 100g selles
Donnée brute fournie par le NIRS

=5.84 =d +5.52 s
5§29 - 3 5.07 - 3
n 4,75 - 2 o 4,63 - 2
§  anm] 14 ® § an 1 ®
g ¢ [ ¢ g ¢
% 3.66 % 3.74 »
S EETR 1, 2 41 3 da 3 2 ‘! 1 2 e
3.12- 4 3.304 ¢ 1 *
' L
Légende : 2.57 1 2 2 BE - g
Autres technigues
B Auire(s) du groupe techniques 2.03 - 3 2.41 . 3
Auftre(s) de la méme technigue
B Auire(=) du groupe technigue - automate <148 o <197 4
m Votre résultat <0.9 24 38 63 67 82 96 114 ; <27 52 78 103 128 154 179 204
COPROF 2026-1A COPROF 2026-1A
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O Evaluation externe de la qualité (EEQ)
Biologie Prospective (lyophilisat reconstitué)

Poids sec en % Azote en g / 24h
Donnée brute fournie par le NIRS Donnée calculée et interprétée
=204 =4 =1.26 =
18.8 - 3 1.09 - 3
o 1721 2 o 093 2
= 1 L ]
g 15.6 4 1 * ’ % 0.77 4 L |
5 ans aprés B _t : I P
& 140 . o 060 ?
o _ j 2 i -3 - - 2 ] =1
p o s 3 2 ‘!" 1 Ji  © ‘1 A
124 A 0.44 ] 4
L 2
Legends : 108 4 9 0.28 4 2
Autres technigues
B Auire(s) du groupe techniques 9.2, a4 0.11 4 3
Autre(s) de la méme technique ' N
B Auire(=) du groupe technigue - automate T8 . .05 o
m \otre résultat <90 111 132 163 176 196 217 238 <070 082 084 106 117 129 141 152
COPROF 2026-1A COPROF 2026-1A
Plus grande dispersion
KN © g
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La praticabilité au laboratoire

Facile a utiliser
Formation simple et rapide des utilisateurs

Peu de maintenance :
Changement de la lampe : 2 fois par an
Nettoyage du filtre

Rendu rapide des résultats

Dosages individuels possibles au coup par coup

Echantillon non consommeé, disponible pour d’autres dosages

Hépital ASSISTANCE HOPITAUX
Pt Salnatria
EAIFEI-ZPU pétriére PUBLIQUE DE PARIS




En conclusion et situation actuelle

Avec 5 ans de recul :
peu de résultats aberrants
modele applicable a tous les échantillons (méme ceux exclus du jeu de calibration)
résultats satisfaisants pour les cliniciens et les chercheurs

Dosages mis au point dans les repas (bilans d’absorption en doubles plateaux)

Déploiement du NIRS dans d’autres laboratoires
hospitaliers et de ville
comparaison annuelle des résultats (organisée avec Biologie Prospective)
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Merci!
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