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INTRODUCTION

Le processus de développement d'un médicament comprend plusieurs étapes, telles que la
découverte de la molécule active, les essais en laboratoire, les études précliniques, les essais
cliniques et les enregistrements réglementaires. Avant sa commercialisation, les agences
réglementaires exigent que le médicament soit soumis a des tests portant sur son origine, son dosage,
sa pureté et sa stabilité.

La qualité d'un médicament est d'une importance primordiale pour la santé publique.
Lorsqu'un nouveau médicament est développé, il est essentiel de garantir sa qualité. Le contr6le de
la qualité d'un médicament constitue le premier indicateur permettant de détecter toute altération
éventuelle de ses caractéristiques, pouvant affecter son innocuité et son efficacité.

La qualité d'un médicament repose sur deux facteurs interdépendants : son efficacité et son
innocuité, ces deux aspects étant essentiels pour répondre a l'usage auquel le médicament est
destiné. De plus, sa conformité aux spécifications, telles que l'identité, I'activité et la pureté, est
également cruciale. Bien que ces deux groupes de facteurs puissent étre envisagés séparément, ils
sont étroitement liés.

Tout au long de la production et du cycle de vie d'un médicament, de nombreux contréles
sont effectués pour garantir sa conformité réglementaire et détecter les moindres variations. Des
protocoles et des méthodes analytiques sont mis en ceuvre, depuis l'arrivée des matiéres premiéres
dans l'usine jusqu'au contrdle post-commercial de stabilité.

Le controle analytique d'un médicament, ou de certains de ses constituants, est
indispensable pour s'assurer que le médicament reste sir et efficace pendant toute sa durée de
validité, y compris lors des phases de stockage, de distribution et d'utilisation. Ce contréle doit étre
effectué selon des spécifications élaborées et validées lors du développement du produit. Ainsi, les
spécifications de qualité s'appliguent non seulement a la préparation pharmaceutique utilisée pour
établir les caractéristiques biologiques des principes actifs, mais aussi aux formes galénigques
commercialisées. Une fois I'évaluation biomédicale du produit terminée, les spécifications
constituent la base d'acceptabilité pour tous les lots ultérieurs.

Les laboratoires pharmaceutiques ont I'obligation éthique de produire et de commercialiser
des médicaments de haute qualité. Ces obligations réglementaires et commerciales nécessitent la
mise en place d'un systéme d'assurance qualité a tous les niveaux de l'entreprise, du
développement du médicament a sa mise sur le marché. La notion essentielle de qualité impose la
nécessité de la validation, qui repose sur des principes scientifiques visant a établir la crédibilité
des méthodes et a garantir la conformité du médicament. En effet, si la validité d'une méthode
analytique n'est pas confirmée, la décision de conformité des produits finis basée sur les données
obtenues par le contrdle qualité utilisant cette procédure analytique devient contestable.

C'est pourquoi l'assurance de la fiabilité de la méthode, garantie par la validation, est non
seulement une exigence réglementaire, mais aussi un critére essentiel pour garantir la qualité. Afin
d'établir des régles et des normes de qualité, les organismes de santé mondiaux ont proposé des
approches de validation qui optimisent la qualité, la sécurité et méme le colt des médicaments,
bénéfiques a la fois pour les patients et les organismes de I'industrie pharmaceutique.

La validation d'une méthode analytique est le processus permettant de confirmer que la
procedure utilisée répond aux exigences de son utilisation spécifique. Les résultats de la validation
des méthodes permettent d'évaluer la qualité, la fiabilité et la cohérence des résultats analytiques.
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La validation des méthodes analytiques vise a s'assurer que la méthode utilisée donnera
des résultats fiables et reproductibles, en fonction de I'objectif de I'analyse. Elle nécessite une
définition précise des conditions d'utilisation et de I'objectif de la méthode, et s'applique a toutes
les méthodes utilisées par les fabricants de produits pharmaceutiques, qu'ellessoient décrites dans
une pharmacopée ou non

Ainsi, toute nouvelle méthode danalyse mise en ceuvre au sein d'un laboratoire doit
systématiquement faire I'objet d'une validation analytique avant sa mise en routine. Cette
validation repose sur un ensemble de mesures expérimentales et de tests statistiques qui permettent
de prouver qu'une procédure est suffisamment précise et fiable. De nos jours, de nouvelles
tendances et de nouveaux concepts scientifiques émergent, proposant de revoir les bases mémes de
la validation analytique pour une approche harmonisée. L'utilisation du profil d'exactitude comme
outil de décision est notamment apparue, permettant de simplifier I'approche de la validation d'une
procédure analytique tout en contrdlant le risque associé a son utilisation. (1)
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PROBLEMATIQUE

Dans le contexte industriel actuel, de nombreuses entreprises sont tenues de prouver que
leurs procédés et méthodes d'évaluation des produits manufacturés conduisent aux résultats
attendus. Cela s'applique également & l'industrie pharmaceutique, ou les laboratoires de controle
qualité doivent démontrer la validité et la fiabilité de leurs méthodes d'analyse. La validation est
donc a la fois une exigence réglementaire et une étape essentielle dans le cycle de vie des
medicaments. Les fabricants de médicaments doivent définir les travaux de validation nécessaires
pour démontrer leur maitrise des aspects critiques de leurs méthodes et opérations spécifiques.

Pour atteindre cet objectif, il existe différentes réglementations concernant les bonnes
pratiques, telles que les BPF (Bonnes Pratiques de Fabrication) et les GMP (Good Manufacturing
Practices), ainsi que des documents normatifs tels que les normes ISO, les recommandations de
I'ICH (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use) et les directives de 'EMEA (Agence européenne des médicaments). Cependant, on
constate qu'il existe plusieurs approches de validation analytique dans la littérature et les textes
réglementaires, sans qu'il y ait de protocole harmonisé.

Cette absence d'harmonisation pose des problemes pratiques. Ainsi, dans notre travail, nous
nous sommes interrogés sur la meilleure approche de validation analytique, ce qui nous a conduits
aétudier et a comparer les différents protocoles afin de déterminer celui qui convient le mieux a
chaque type d'analyse.
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L'objectif principal de notre travail est d'étudier les méthodologies de validation analytique
les plus couramment utilisées dans l'industrie pharmaceutique, en se concentrant sur le guide
proposé par la Conférence Internationale sur I'Harmonisation des Exigences Techniques pour
I'Enregistrement des Produits Pharmaceutiques a Usage Humain (ICH), a travers son guide qualité
ICH Q2 (R1), ainsi que sur le guide SFSTP 2003-2006 de la Société Frangaise des Sciences et
Techniques Pharmaceutiques. Notre étude portera sur la méthodologie de validation et les
critiques objectives de chaque guide.

En conclusion, notre travail se terminera par une comparaison entre ces deux guides, en
utilisant des références solides provenant des documents réglementaires et scientifiques, afin
d'évaluer et de discuter des différentes approches, en vue de mieux comprendre leur pertinence et
leurs implications pour l'industrie pharmaceutique.
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La validation d'une méthode d’analyse correspond a une reconnaissance de son aptitude a
satisfaire a I'usage attendu en routine. En effet, il est essentiel que chaque test et expérimentation
réalisé sur la molécule thérapeutique soient fiables. La mise au point et la validation des méthodes
d’analyse sont aujourd’hui un enjeu important pour les laboratoires pharmaceutiques, elles
découlent de la mise en place des systémes d’assurance qualité.

1-Historigue :

Avant le début des années 1960, la validation n'était pas une exigence réglementaire, la
seule voie pour les autorités pour prouver qu'un procédé n'avait pas fait ce qu'il devait faire était de
prendre des échantillons du produit final, les analyser et montrer des écarts aux spécifications. En
1962, aux Etats-Unis 1’amendement Kefauver-Harris est approuvé, suite aux malformations de
nouveau-nés en Europe, liées a la prise de thalidomide pendant la grossesse. L’amendement exige
alors que les fabricants de médicaments démontrent I’efficacité et la sécurité de leurs produits,
déclarent les effets indésirables a la FDA et diffusent clairement aux médecins les avantages et les
risques du médicament. (2), (3), (4)

En 1963 la FDA a pu mettre en place une approche préventive plutét qu'une approche
réactive a un contrdle qualité. (5) Ce fut aussi important dans la mise en ceuvre des exigences de
validation car cela a donné a l'agence le droit de refuser I'approbation d'un nouveau médicament si
les méthodes, les installations et les controles utilisés étaient inadéquats. (6)

A la fin des années 1960 et au debut des années 1970. Une enquéte menée par la FDA a
permis de mettre en évidence des hétérogénéités de teneurs résultantes de procédés, de méthodes
mal contr6lées. Beaucoup de discours indiquant le besoin d’une validation ont été faits par les
autorités et l'expression « procédé validé » a finalement été définie dans le Programme de
Conformité d'Inspections de Processus de Médicament (Drug Process Inspections Compliance
Program) en 1978. (7) ;(8) ;(9) ;(10)

En 1985 une conférence rassemblant des industriels du médicament regroupés au sein
d’une association la PMA (Pharmaceutical Manufactures Association. Quality Control section) et
des représentants de la pharmacopée américaine mit sur pied un processus d’élaboration de
recommandations concernant la validation analytique.

En Avril 1986 un texte intitulé « curent concept for the validation of compendial assays »
fut publi¢ dans pharmacopeial forum ; lequel texte fut discuté de ’automne 1987 jusqu’en 1988.le
besoin se fit alors sentir d’inclure un chapitre sur la validation dans I’'USP de fagon a préciser les
regles générales régissant tout changement de procédure analytique appliqué a un médicament.

En juillet 1988 ; un texte fut publié dans pharmacopeial Forum intitulé « <1225> validation
of compendial assays guidelines » (p4129). Ce texte étudié les propositions de révision des
procédures analytiques mentionnés dans la pharmacopée. Ce méme texte inclus dans I’'USP XXI ;
supplément N°9 ; en juillet 1989 sous le titre « <1225> validation of compendial methods » et
repris dans I"'USP XXII pour application officielle & partir du ler janvier 1990. (11)

Pendant les années 1980 la FDA a publié un certain nombre de lettres réglementaires aux
fabricants concernés citant le manque de validation adéquate comme une déviation réglementaire
vis-a-vis des cGMP, engendrant la non-conformité du médicament. (12)
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En Europe, la préparation de nouvelles directives sur la validation commenga dans les
années 1990 et continua entre 1997 et 2001. En septembre 2001, I'Annexe 15 du Guide européen
GMP (intitulée « Qualification et Validation ») (Commission Européenne, 2001) et la « Note for
Guidance on Process Validation » (The European Agency for the Evaluation of
MedicinalProducts,2001) ont été présentées. (13)

La validation des procédés et méthodes pharmaceutiques s'est grandement développée pendant
ces derniéres années. Pour la plupart des industries, elle est, a l'origine, apparue comme une exigence
réglementaire et, de I3, était souvent considérée comme un fardeau. Malgré les critiques initiales, la
validation est maintenant bien acceptée et considérée comme une partie de la gestion de qualité. (14)

Le Tableau I, ci-apres présente le paralléle entre I’évolution de la réglementation de la validation
en Europe et aux Etats-Unis, de 1963 & nos jours. (15) ; (16)

Tableau 1 : Comparaison de I’évolution de la réglementation entre ’Europe et les Etats-Unis

ETATS-UNIS EUROPE
1 guide cGMP 1963 -
] 1971 édilif)n du Guide O‘mngc -
GMP par le PIC
) 1977 250 édi(i.on du Guide (3rangc -
GMP par le PIC
Drug process inspections compliance
S E 1978 -
programme, révision des cGMP
) 1983 3™ édili‘on du Guide (?rangc -
GMP par le PIC
Direcuive General Principles
irective JLIILI('I : un_up es on 1987 "
Process Validation
1989 Guide curopéen des GMP par la
Communauté Européenne
Proposition d’amendements cGMP,
: : e 1996 -
incluant les régles de la validation
Directive EMEA : Nore for guidance on
i 2001 " - process validation o
Guide GMP : annexe 15 Qualification
et Validation
En cours : révision directive EMEA de
- 2010 2001
Nouvelle directive Process Validation: 2011
General Principles and Practices

L'avenir de la validation est d>un grand intérét, particulierement avec l'expansion mondiale de la
fabrication pharmaceutique et le désir de normes et d’exigences internationales harmonisées. De
nombreux fabricants travaillent sur des stratégies pour réduire le codt de la validation et considérent la
validation dés la conception méme du produit et son développement. De nouvelles technologies en
développement pour ’analyse a 100 % des médicaments et d'autres innovations dans l'industrie
pharmaceutique peuvent aussi avoir un effet significatif sur les concepts de validation de procédé.
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2- Contexte réglementaire en vigueur : Les principaux référentiels qui décrivent les

procedures de validation analytique sont les suivants :

2.1- Bonnes pratiques de fabrication (BPF) européenne

Sont définies comme une partie de ’assurance qualité, qui assure que les médicaments sont
produits et contrdlés de maniere cohérente et systématique, conformément aux standards de qualité
appropriés pour leur usage. En France, le secteur pharmaceutique doit se conformer au guide des BPF
publié en 2017, qui est constitué de 09 chapitres et de 20 Lignes Directrices.

-Toutes les activités de qualification et de validation doivent étre planifiées et prendre en
considération le cycle de vie des installations, des équipements, des utilités, des procédés et du produit.

-Les activités de qualification et de validation ne doivent étre effectuées que par du personnel
ddment formeé et se conformant aux procédures approuvées.

-Le personnel de qualification/validation doit rendre compte, selon les dispositions décrites dans le
systeme qualité pharmaceutique, méme si ce personnel n’en reléve pas nécessairement, au service en
charge du management de la qualité ou de I’assurance de la qualité. Toutefois, une supervision qualité
appropriée doit étre effective tout au long du cycle de vie de la validation.

-Les éléments clés du programme de qualification et de validation du site doivent étre clairement
définis et documentés dans un plan directeur de validation (PDV) ou document équivalent.

-Le PDV ou document équivalent doit définir le systéme de qualification/validation et inclure ou
référencer au minimum des informations sur les éléments suivants :

La politique de qualification et de validation.

La structure organisationnelle incluant les réles et responsabilités pour les activités de qualification
et de validation.

Le récapitulatif des installations, des équipements, des systemes et des procédés du site et leur
statut de qualification et de validation.

La maitrise des changements et la gestion des déviations appliquées a la qualification et la
validation.

Les recommandations pour la détermination des critéres d’acceptation.

Les références aux documents existants. La stratégie de qualification et de validation, incluant la
requalification, le cas échéant

-Toutes les méthodes analytiques utilisées dans pour la qualification, la validation ou les
opérations de nettoyage doivent étre validées avec une limite de détection et de quantification appropriée,
si nécessaire, comme défini dans le chapitre 6 d’Eudralex, Volume 4, Partie |, tel que transcrit en droit
national par décision du directeur général de I’ Agence nationale de sécurité du médicaments et des
produits de santé (ANSM).

-En cas d’analyse microbiologique du produit, la méthode doit étre validée pour confirmer que le
produit n’a pas d’incidence sur la croissance des micro-organismes.

-En cas d’analyse microbiologique des surfaces dans une salle propre, la validation doit étre
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Effectuée sur la méthode de prélévement pour confirmer que les agents désinfectants n’ont
pasd’incidence sur la croissance des micro-organismes. (17)

2.2-Bonnes pratiques de fabrication(BPF) algérienne :

-Le laboratoire de contréle a aussi pour tache la validation et la mise en ceuvre des procédures de
contrdle de qualité, la tenue de 1’échantillonnage, la vérification de I’étiquetage des récipients, le contréle
de la stabilité des produits, une participation aux enquétes effectuées a la suite de plaintes concernant la
qualité des produits, etc. toutes ces opérations doivent suivre des procédures écrites.

-Tout document de contrdle de la qualité concernent un lot doit étre conservé un an apres la date
de péremption du lot et au moins 5 ans aprés la libération du lot.

-Les méthodes d’analyse doivent étre validées. Tous les contrdles décrits dans I’autorisation de
mise sur le marché doivent étre effectués conformément aux méthodes approuvées. (18)

2.3-1S0O (Organisation internationale de santé) :

1ISO 17025 :

-La NF EN ISO/CEI 17025 : 2005 exigences générales concernant la compétence des laboratoires
d’étalonnages et d’essais. Ce guide donne des lignes directrices générales sur le processus de validation
d’une méthode, propose des modalités pratiques de caractérisation des performances, en présentant pour
chaque caractéristique des exemples concrets. (19)

-« Exigences générales concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais ».
C’est une norme internationale élaborée dans le but de 1’évaluation de la conformité, ainsi que
I’organisation en continu de la qualité des laboratoires.(mémaoire fin final)

-Validation des méthodes est requise lorsque le laboratoire utilise des méthodes non normalisées
-La validation des résultats constitue un volet important d un systéme qualite.

-Tout laboratoire doit instaurer en son sein un controle de qualité interne qui lui permet de juger de
la qualité des résultats qu’il produit (via des SOPs). (20)

ISO 5725 :

« Exactitude (justesse et fidélité) » des résultats et méthodes de mesure. Elle exprime le profil
comme outil de décision.

2.4-Food and Drug administration (FDA):

-Food and Drug Administration FDA, « Agence américaine des produits alimentaires et
médicamenteux »est chargée de protéger la santé publique en assurant la sreté, I'efficacité et la sécurité
des médicaments humains et vétérinaires, des produits biologiques, des dispositifs médicaux, de
l'approvisionnement alimentaire de notre nation, des cosmétiques et des produits émettant des
radiations.

-La validation de la méthode analytique est le processus consistant a démontrer qu'une procédure
analytique est adaptée a l'usage auquel elle est destinée.

La méthodologie et I'objectif des procédures analytiques doivent étre clairement définis et compris
avant d'entreprendre des études de validation.
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Cette compréhension est obtenue a partir d'études de développement et d'optimisation de
méthodes scientifiqguement fondées.

Les données de validation doivent étre générées selon un protocole approuvé par le promoteur
conformément aux bonnes pratiques de fabrication actuelles avec la description de la méthodologie de
chaque caractéristique de validation et des criteres d'acceptation prédéterminés et justifiés, en utilisant une
instrumentation qualifiée.

Protocoles pour la substance médicamenteuse et les analystes ou mélange d'analystes dans les
matrices respectives devraient étre développées et exécutées. (21)

2.5- Current Good Manufacturing Practice (CGMP) américaine :

La FDA s'assure de la qualité des médicaments en surveillant de pres la conformité des fabricants
de médicaments a ses reglements sur les bonnes pratiques de fabrication (CGMP). Les reglements CGMP
pour les médicaments contiennent des exigences minimales pour les méthodes, les installations et les
controles utilisés dans la fabrication, la transformation et I'emballage d'un produit pharmaceutique. Les
réglements font en sorte qu'un produit est sir pour l'usage, et qu'il a les ingrédients et la force qu'il prétend
avoir.

21 CFR Part 211. Curent Good Manufacturing Practice for Finished Pharmaceuticals.
Sous-partie | : Contréles de laboratoire
§ 211.160 : Exigences générales.

Calibrage des instruments, appareils, jauges et dispositifs d'enregistrement a des intervalles
appropriés conformément a un programme écrit établi contenant des instructions précises, des calendriers,
des limites d'exactitude et de précision et des dispositions correctives pour I'exactitude et / ou la précision
des événements les limites ne sont pas respectées. Les instruments, appareils, jauges et dispositifs
d'enregistrement ne répondant pas aux spécifications établies ne doivent pas étre utilisés.

Sous-partie J : Dossiers et rapports.
§ 211.194 : Dossiers de laboratoire.

Une déclaration de chaque méthode utilisée pour tester I'échantillon. La déclaration doit indiquer
I'emplacement des données qui établissent que les méthodes utilisées pour les essais de I'échantillon
répondent aux normes d'exactitude et de fiabilité applicables au produit testé. (Si la méthode employée est
dans la version actuelle de la pharmacopée des Etats-Unis, du National Formulary, de I'AOAC
INTERNATIONAL, du livre des méthodes ou dans d'autres références normalisées reconnues, ou
est détaillée dans une nouvelle demande approuvée, une déclaration indiquant la méthodeet la référence
suffira). L'adéquation de toutes les méthodes d'essai utilisées doit étre vérifiée dans les conditions
d'utilisation réelles. (22)

2.6- Guides de validation analytigue : rapports des commissions de la SESTP :

Ils présentent les recommandations réglementaires communément admises et appliquées dans
I’industrie pharmaceutique nationale et une démarche statistique pour la validation d’une procédure
analytique.

SFSTP « Guide de validation, rapport d’une commission SFSTP »
= Méthodologie (1992) ;
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=  Exemples d’application (1992).
SFSTP « dosage dans les milieux biologiques par des méthodes chromatographiques »(1997)
SFSTP « validation des procédures analytiques : harmonisation des démarches
+¢ Partie | : généralités (2003) ;
+¢ Partie Il : statistiques (2006) ;
+¢ Partie Il : exemples d’application (2008).
SFSTP (2012) : approche de capabilité. (Mémoire fin final)

2.7-1CH (Conseil international d’harmonisation) :

Deux guidelines ICH (International Conference on Harmonization) sont dediés a la validation an
analytique : Q2 :« validation analytique ».

> ICHQ2A

Validation of analytical method « definitions and terminology »1995: Textes qui regroupent les
définitions et la terminologie qui doivent étre prises en compte au cours de la validation des méthodes
analytiques.

> ICHQ2B
Validation of analyticals method «Methodology» 1997:

Son but est de fournir des conseils et recommandations sur la maniére d’appréhender les
différentes caractéristiques de la validation pour chaque méthode analytique. En outre, le document
fournit une indication sur les données qui devraient étre présentées dans un dossier d’enregistrement.

> ICHQO2R1
Validation of analyticals methods « Text and methodology » 2005:

C’est une révision de 'ICHQ 2A et ICHQ 2B, dans le but de regrouper les textes de la
terminologie et les définitions avec la méthodologie.

> ICHQ2R2

Révision compléte de la ligne directrice ICHQ2R1 pour inclure une application plus récente des
procédures analytiques et pour aligner le contenu surQ14.

Approbation par les membres de I'Assemblée de I''CH Sous Etape 2et mise en consultation
publique.

2.8- EMA (Agence européenne des médicaments) :

-Est une agence communautaire créée en 1995. Son organisation est inspirée par celle de I'Agence
équivalente des Etats-Unis : Food and Drug Administration (FDA) qui a réguliérement travaillé &
améliorer la transparence et l'indépendance face aux entreprises transnationales de la pharmacie. (17)

-Guideline on bioanalytical method validation. Publiée par (European Medicines Agency). Il
définit les recommandations nécessaires a la validation des méthodes bio analytiques applicables au
dosage dans les matrices biologiques (sérum, salive...). Cette ligne directrice demeure un guide
incontournable pour les études pharmacocinétiques et toxicocinétiques sur I’homme et I’animal. (20)
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Le principe de la validation des procédures analytiques est, aujourd’hui largement, répandu dans tous les
domaines d’activités ou des mesures sont réalisées .L.e champ d’application de la validation analytique s’étend
atoute procédure d’analyse utilisée dans le controle de la matiére premiere, le développement galénique, le
contréle en cours de fabrication, le contréle des produits intermédiaires et finis et aussi les essais de stabilité de
tous les produits chimiques. Dans le domaine pharmaceutique, son exigence est avant tout une pratique
réglementaire.

La validation d’une méthode analytique n’est pas seulement une exigence des autorités réglementaires ou un
moyen d’accéder a I’accréditation, mais aussi la phase ultime avant I’utilisation de la méthode en question dans
la routine.

La validation des méthodes analytiques a pour objectif principal de s’assurer qu’une méthode analytique donnée
donnera des résultats suffisamment fiables et reproductibles, compte tenu le but de I’analyse. 1l faut donc définir
a la fois les conditions dans lesquelles la méthode sera utilisée et le but pour lequel elle sera employée. La
validation est fondée sur une analyse statistique basée sur un certain nombre de critéres aboutissant a des
méthodes analytiques permettant de donner des résultats fiables.

Une méthode d’analyse est une description détaillée des différentes opérations nécessaires pour effectuer
I’analyse de la substance a examiner.

Cependant il faut faire la distinction entre I’analyte qui représente le composant mesuré a 1’aide de la méthode
d’analyse et la matrice qui représente 1I’ensemble des constituants du matériau d’essai autres que 1’analyte.

1- Cycle de vie d’une méthode d’analyse

La procédure analytique fait référence a la maniére d'effectuer I'analyse. Il doit décrire en détail les étapes
nécessaires pour effectuer chaque test analytique. Cela peut inclure, mais sans s'y limiter : la préparation de
I'échantillon, de I'étalon de référence et des réactifs, I'utilisation de I'appareil, la génération de la courbe
d'étalonnage, I'utilisation des formules pour le calcul, etc.

Une méthode analytique est un moyen indispensable ayant pour but de concrétiser un besoin bien exprimé, ou
encore c’est la réponse matérialisée a un probléme donné.

On est trop souvent porté & présenter les méthodes d’analyse comme des procédures figées et qui n’est pas
sujette au changement, C’est un peu I’impression que donnent les manuels et autres recueils de normes
techniques.

Or, les méthodes d’analyse naissent, évoluent et meurent, comme tout procédé de production.

Pour bien éclaircir et apprécier le role et la place de la validation dans la vie d’'une méthode d’analyse, il est
intéressant de présenter son cycle de vie depuis le moment ou elle est choisie jusqu’au moment ou on la délaisse.

Les méthodes d’analyse sont appliquées dans différents domaines : contréle des médicaments, la bio analyse
dans le cadre des études cliniques et des études de bioéquivalence, études environnementales, études agro-
alimentaires .....

Le laboratoire doit assurer des résultats fiables lors de I’exécution de 1’analyse pour un client ou pour des fins
réglementaires afin que le probléme analytique sera traité, ainsi que le probléme socio-économique, dans
n’importe quel domaine et quelle que soit la méthode utilisée.
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Figure 1 : Lamise en eeuvre d’une méthode peut se décomposer en quatre grandes phases
généralement successives.
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1.1_Lasélection :

D’abord on va sélectionner la méthode, c’est-a-dire 1’analyste choisit parmi toutes les
diverses méthodes physico-chimiques connues ou maitrisées par le laboratoire la plus
pertinente et qui permet de déterminer et doser un ou plusieurs analytes représentatifs du
probleme analytique a traiter.

Cette étape est critique pour ’analyste. En effet, étant le point de départ d’une méthode, les
étapes suivantes et plus particulierement les décisions qui seront prises dépendent d’elle. De
ce fait, on doit bien circonscrire la problématique en vue de définir clairement les objectifs
afin de proposer des solutions appropriées, matérialisées en termes de conditions
opératoires.

Un probléme mal cerné donne des décisions inadéquates, et par conséquent, une perte de
temps, de réactifs et d’argent. Donc une bonne expertise de 1’analyste et les informations
pertinentes doivent exister.

Si l'analyse est quantitative, des critéres intéressants tels que la spécificité/sélectivité de la
méthode concernant les interférences possibles, la limite de détection, I’intervalle de dosage
, le seuil de quantification, la fidélité, la justesse, I’exactitude , les méthodes
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D’¢échantillonnage (gaz, liquide, solide), la préparation des échantillons (extraction en phase
solide, la digestion, etc.), la vitesse, l'automatisation, la facilité d'utilisation, l'efficacité, le
codt, la résolution temporelle et spatiale, la réglementation (FDA, EPA, BPL, ISO) peuvent
étre utiles pour diriger le choix de la méthode.

Et afin de sélectionner la méthode adéquate, des questions triviales doivent étre posées, par
exemple :

- Qu’est-ce que I’analyte(s) ?

- Quelle est la nature de I’échantillon tel que les propriétés physiqueset
chimiques ?

- Quelles sont les informations nécessaires (qualitative, quantitative) ?

- Quelest le niveau (s) de concentration de I'analyte (s) a chercher?

- Quelest le niveau d’exactitude nécessaire?

- Quelles sont les limites d’acceptation de la méthode ?

- Quid’autres constituants de I’échantillon sont généralement présentes ?

- Le nombre d’échantillons devront étre analysé?

En effet, il est de premiére importance de connaitre le maximum d’informations sur
I’échantillon qui sera analysé.

La sélection de la méthode étant faite, il est indispensable d’effectuer des experiences
complémentaires en vue de s’assurer du bien-fondé de la méthode et de la capacité de sa
mise en ceuvre par le laboratoire par rapport a I'usage requis.

La norme ISO 17025 précise que :

« Le laboratoire doit utiliser des méthodes d’essai et / ou d’étalonnage, y compris des
méthodes d’échantillonnages, qui répondent aux besoins du client et qui conviennent aux
essais et/ ou étalonnages qu’il effectue, de préférence les méthodes publiées comme normes
internationales, régionales ou nationales ». Et que « si la méthode proposée par le client est
jugée inappropriee ou périmée, le laboratoire doit le lui indiquer ».

Lorsque le recours a des méthodes non normalisées est nécessaire, « elles doivent avoir été
dument validées avant I’emploi » et surtout pleinement renseignées. D’aprés ce texte,
utiliser des méthodes officielles est preférable, lorsque cela est possible, mais, 1’usage des
méthodes développées par le laboratoire est approuvé.

Et il faudra choisir la méthode d’analyse qui réalise le bon arrangement technique et

économique, celle qui a le rapport colt / bénéfice le plus favorable, mais malheureusement
ces données ne sont pas facilement disponibles.

Souvent elles deviennent possibles a obtenir lorsque la méthode est connue et sa validation ne pose
pas un vrai probleme. (23) ; (24) ; (25)

Exemple : des centaines de méthodes sont publiées sur la détermination des vitamines
dans les aliments, alors que seulement quelques-unes qui sont reconnues comme pouvant
étre utilisables en routine.
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Eigure 2 : Cycle de vie d’une méthode d’analyse (23)
1.2 Developpement:

Ensuite, il convient de développer la méthode, c’est la mise au point du mode opératoire

approprié et I’adaptation de la méthode aux conditions pratiques ou elle va étre appliquée.

Cette étape doit étre confiée a du personnel qualifié, fournis par les ressources nécessaires
adéquates, pour que la démarche ainsi que les résultats obtenus soient et doivent étre

correctement renseignés.

En général, le développement d’une méthode est synonyme d’optimisation.

Lorsque la mise au point est achevée, on dispose de ce que ’on appelle dans le cadre BPL
un mode opératoire normalisé ou Standard Operating Procédure (SOP). Notamment, il faut
indiquer le domaine d’application de la méthode avec précision, ¢’est-a-dire I’ensemble des

matrices auxquelles elle s’emploie ainsi que la gamme de concentrations utilisables.

1.3 Lavalidation :

C’est a ce moment, apres le développement de la nouvelle procédure d’analyse, que doit
intervenir I’étape de validation. On distingue deux types de validation : la validation intra-

laboratoire et la validation inter-laboratoires.

La validation intra-laboratoire est une validation interne, universelle et obligatoire, concerne
I’ensemble des méthodes analytiques développées par un laboratoire.

La validation inter-laboratoire — souvent plus lourde — n’intéresse en principe que les

méthodes analytiques destinées a étre utilisées par plusieurs laboratoires ou dont les
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Reésultats peuvent servir a des échanges commerciaux ou des contréles officiels. C’est
pourquoi on peut la considérer comme optionnelle.

On prend I’exemple de I’industrie pharmaceutique, il ne sert a rien de procéder a une
validation inter-laboratoire d’une méthode qui n’est destinée en interne qu’a I’étude
d’une molécule, non encore mise sur le marché, contrairement aux industries
agroalimentaires, qui exigent toujours une validation inter-laboratoire .

Ce type de validation permet en outre de calculer les limites de reproductibilité de la
méthode.

Une étude collaborative (ou inter-laboratoire) peut étre définie comme un ensemble d’essais
réalisés momentanément dans des laboratoires différents représentatifs de la population de
laboratoires susceptibles d’utiliser la méthode en routine.

Au niveau de l'entité« méthode », 1’étude inter-laboratoire permettra d’évaluer les
performances en termes d’exactitude, de biais et de precision (répétabilité et
reproductibilité) dans un but d’inter comparaison ou de substitution de méthodes. D’autre
objectifs consistent a demontrer la capacité de transfert d’'une méthode selon des critéres
bien définis , de valider une nouvelle méthode ou une méthode améliorée en la comparant
avec une autre dont la validité est avéree ou une méthode de référence.

Concernant I’entité « laboratoire », une étude permettra d’évaluer ses performances (biais de
laboratoire). Dans ce cas, il sera impliqué dans des tests d’aptitude, dont les résultats seront
verifiés lors d’accréditation(ISO17025).

Enfin, une étude inter-laboratoires pourrait servir a I’identification des composés, a la
détermination de la composition quantitative d’un échantillon ou a la certification d’une
substance chimique de référence SCR.

De plus, la reproductibilité des résultats peut étre déterminée ce qui permettra de calculer
I’incertitude des résultats et de pouvoir évaluer I’incertitude associée au futur résultat.

L’étude inter-laboratoires constitue certainement une étape pertinente pour une méthode
avant son application a une large échelle.

Par conséquent, il est important qu’elle soit bien préparée et menée convenablement selon
un protocole bien défini, judicieusement €laboré pour permettre d’atteindre la plupart des
objectifs fixes.

Il peut arriver que cette étude n’aboutit pas a des résultats attendus ou exploitables pour
I’établissement de la reproductibilité. Dans ce cas, elle est limitée a la transcription des
résultats obtenus et a un report des problemes survenus et éventuellement des solutions
proposees ; et une réévaluation de la méthode sera prévue dans les phases préceédentes dans
cette situation.

L’objectif d’une méthode analytique n’est pas sa validation, mais bien son usage en routine
pour I’analyse d’échantillons de valeur vraie inconnue.

1.4 Utilisation en routine :

Si la validation se révele conforme, la vie de la méthode va se pour suivre par son utilisation
en routine. Valider une méthode ne représente que la premiére étape de sa mise sous
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Assurance qualité, alors que le passage en routine de la méthode s’inscrit dans le cadre d’un
systeme de contrble de la qualité qui a pour objectifs de valider les résultats obtenus sur des
échantillons inconnus, et de contrdler les performances de la méthode analytique au fil du
temps.

1.5 Revalidation :

Au bout d’un certain temps, on peut étre amené a abandonner la méthode et a engager a un
autre cycle car elle est devenue obsolescente.

Dans d’autres cas, certaines améliorations peuvent étre apportées a la méthode. Ces
modifications, et selon leur importance, ménent a appliquer une procédure plus ou moins
complete de revalidation. Par un simple test effectué, I'impact de ces modifications sera
déterminé. En effet, on doit effectuer une revalidation toutes les fois ou I’on introduit une
modification « mineure »de la méthode comme par exemple une modification de réglage
comme laisser « 20min au bain-marie au lieu de 15min ».

Par contre, si I’on fait une modification « majeure », affectant le principe de la méthode, une
procédure de validation compléete devra de nouveau étre appliquee.

Toutefois, c’est selon le contexte que 1’analyste définit 1’échelle exacte de I'importance des
modifications, et cette appréciation est laissee a son savoir-faire, quand cela est délicat.

2- Definition :

Valider : ¢’est rendre ou déclarer valide juridiquement.
Valide : se dit de ce qui répond a des lois et des regles, les uns et les autres étant posées préalablement.

-La validation est I’ensemble des opérations effectuées en vue de prouver qu’une procédure est suffisamment
exacte et fiable pour avoir confiance dans les résultats fournis pour 1’usage prévu .

-La validation, dans son terme général, est 1’établissement de la preuve, en conformité avec les principes de
Bonnes Pratiques de Fabrication, que la mise en ceuvre ou ’utilisation de tout processus, procédure, matériel,
matiéere premiére, article de conditionnement ou produit, activité ou systéme permet réellement d’atteindre les
résultats escomptés.

La validation d’une méthode analytique est définie :
» Selon la norme ISO/IEC 17025 :

« Le laboratoire doit valider des méthodes [...] pour confirmer [qu’elles] conviennent a I’emploi
prévu. La validation doit étre aussi étendue que I’impose la réponse aux besoins dans 1’application ou
le domaine d’application donné ».

La norme ISO 17025 : 2005 donne une définition de la validation : «La validation est la confirmation
par examen et I’apport de preuves objectives du fait que les exigences particuliéres en vue d’une
utilisation prévue déterminée sont remplies ».

Donc valider, ¢’est apporter des preuves que la méthode est adaptée a ses objectifs.
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En fait, on ne s’intéresse pas a la validation telle quelle est, mais a la procédure qui permettra de
conduire cette démonstration.

Comme il est cité dans le texte « le laboratoire doit enregistrer les résultats obtenus et la procédure
utilisée pour la validation ».

Et c’est la que les désaccords se manifestent car on a souvent une confusion entre la validation et la
procédure de validation. (26)

>

Selon la norme 1SO/U47-600-1, cette confirmation « consiste a comparer les valeurs des criteres
de performance déterminées au cours de 1’étude de caractérisation de la méthode a celles
attendues ou assignées au préalable (limites d’acceptabilité, objectifs a atteindre), puis a déclarer
la méthode d’analyse valide ou non valide ».

Selon la FDA : « Valider une méthode consiste a démontrer, avec un degré de confiance élevé et
sous une forme documentée, que la méthode permet d’obtenir un résultat analytique qui atteint
les spécifications a I’avance. »

Aussi ; Valider : ¢’est établir a I’évidence, avec un degré de confiance élevée et sous une forme
documentée, qu’un procédé permet d’obtenir un produit (ou un service) qui atteint effectivement
spécifications définies a I’avance.

Selon ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005 : « C’est I'évaluation d'attributs de qualité du
produit par des essais, pour démontrer que la fiabilité est maintenue tout au long du cycle de vie
du produit et que la précision, I'exactitude, le dosage, la pureté et les spécifications n'ont pas été
modifiés. Ces critéres analytiques doivent étre validés avant le commencement de tout
programme de validation (exactitude de méthode, précision de la méthode et spécificité de la
méthode). (27)

Selon les BPF comme étant : « 1’établissement de la preuve documentée en conformité avec les
principes de Bonnes Pratiques de Fabrication que la mise en ceuvre ou 1’utilisation de tout
processus, proceédure, matériel ,matiere premiére , article de conditionnement ou produit , activité
ou systeme , permet réellement d’atteindre les résultats escomptés ». Cette opération de
validation consiste a établir la preuve écrite, avec un haut degré d’assurance, qu’un processus
donné, dans une utilisation spécifique, selon des paramétres définis donnera une entité
reproductible conforme aux exigences qualitatives et quantitatives pour la qualité. (28)

La norme Afnor V 03-100 définit le processus de validation d’une méthode d’analyse comme «
I’action de confirmer par examen et apport de preuves tangibles obtenues par des études
statistiques intra laboratoires et/ou inter laboratoires que les exigences particuliéres pour un usage
spécifique prévu de la méthode d’analyse sont satisfaites. En général, les exigences particuliéres
portent sur le domaine d’application, la linéarité, la spécificité, la fidélité et la justesse ».

Derriére cette définition, il y’a une note qui précise que « le processus de validation d’une
méthode d’analyse peut s’appuyer sur : une étude inter laboratoire... ; une étude intra laboratoire
menée par comparaison a une méthode de référence... ; une étude intra laboratoire basée sur
Iutilisation de matériaux de réference ».
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A partir de ces définitions, on peut dire que pour réaliser une validation d’une méthode d’analyse,
on la décompose en une séquence d’opérations plus simples et on les valide séparément.

Cette stratégie de décomposition en éléments simples est d’ailleurs traditionnelle lors d’une mise
en place d’un systéme d’assurance de la qualité.

» Selon la Pharmacopée américaine : a fait apparaitre :

« La validation d’'une méthode d’analyse est une procédure permettant d’établir, par des études
expérimentales, que les critéres de performance de la méthode satisfont aux exigences prévues par les
applications analytiques de la méthode. Les critéres de performance sont exprimés en termes de
caractéristiques analytiques. Les caractéristiques classiques qui devraient étre prises en compte pour
la validation des types d’essais décrits dans ce document sont [...] la précision, I’exactitude, la limite
de détection, la limite de quantification, la sélectivité, I’intervalle de linéarité, la robustesse ». (29)

3- But de la validation :

L’objectif principal d’une validation d’une méthode d’analyse est de démontrer qu’elle correspond a
’usage pour lequel elle est prévue. Prouver qu’un protocole est suffisamment exact et fiable pour
avoir confiance dansles résultats fournis et ceci pour un usage déterminé, qui consistea :

Démontrer que chaque mesure réalisée sera assez proche de la valeur vraie ou dans les limites
acceptables ;

Mettre en ceuvre des protocoles expérimentaux appliqués basés sur une méethodologie commune
inspirée de la stratégie des guidelines : ICH, SFSTP, FDA, Les normes ISO et 'EMEA ;

Garantir la qualité des résultats avec un risque connu prédéfini en fonction de I’utilisation finale
de la méthode d’analyse a valider ;

Assurer la fiabilité, une évaluation erronée entraine une perte de confiance dans la fiabilité des
résultats analytiques. Cette fiabilité est trés importante dans la satisfaction des clients ou
partenaires, ce qui fait que la validation des méthodes d’analyses est une étape primordiale ;

Donner des garanties quant a I’aptitude de la méthode analytique a quantifier le plus exactement
possible chacune des quantités inconnues que le laboratoire aura a quantifier a ’avenir s'assurer
qu’une méthode analytique donnée donnera des résultats suffisamment fiables et reproductibles,
compte tenu du but de l'analyse ;

S'assurer qu’une méthode analytique donnée donnera des résultats suffisamment fiables et
reproductibles, compte tenu du but de lI'analyse. Elle définit correctement a la fois les conditions
dans lesquelles la méthode sera utilisée et le but dans lequel elle sera employée.

doser le plus exactement possible chacune des quantités inconnues que le laboratoire aura a
évaluer en routine.

donner au laboratoire et aux autorités des garanties suffisantes que chacune de ces mesures qui
seront réalisées en routine avec cette méthode sera suffisamment proche de la "vérité*.
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— Lavalidation analytique a pour principal but de démontrer I’aptitude et la fiabilité¢ d’une
méthode vis-a-vis des exigences réglementaires et normatives en vigueur.

—  certifier et d’assurer aux laboratoires ainsi qu’aux autorités compétentes les garanties que chaque
mesure qui sera réalisée ultérieurement en routine, une fois la procédure validée, sera
suffisamment proche de la « vraie valeur » inconnue de 1’échantillon ou du moins comprise dans
une limite acceptable, en fonction de la finalité de la procédure.

— Réduire le risque au niveau du producteur ainsi que du futur consommateur. Par conséquent et
contrairement a ce que la pratique courante pouvait laisser penser, 1’objectif de la validation n’est
pas simplement, d’obtenir des estimateurs du biais et de la fidélité.

4- Avantages de la validation:

La validation présente de nombreux avantages pour le fabricant, notamment :

v Une maitrise des technologies (procédés), des équipements, du nettoyage et les risques de
contamination.

Réduction des risques de pertes financiéres dues aux défauts

Réduire le risque de non-conformité a la réglementation

Fournit I’assurance que le produit fabriqué présente les spécifications prédéfinies.

DN NI NN

Augmentation de la productivité

. e validation:

5.1 Validation des procédés

Cette validation confirme que le procédé a eté mis au point selon les regles et qu’il est maitrisé.
Selon le moment ou elle se situe par rapport a la production, la validation peut étre prospective,
concomitante, ou rétrospective.

5.2 Validation des équipements :

Cette validation est dite qualification des équipements ou des systemes.
5.3 Validation des méthodes analytiques :

Validation des méthodes analytiques correspond a I’ensemble des opérations nécessaires pour
prouver que le protocole est suffisamment exact et fiable pour avoir confiance dans les résultats fournis
et ceci pour un usage déterminé. Des critéres analytiques doivent étre validés avant le commencement
de tout programme de validation (Spécificité, Linéarité, Exactitude, Fidélité, Intervalle de validité,
Limite de détection, Limite de quantification, Robustesse).
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5.4 Validation des méthodes de nettoyage :

Introduction a la validation

Selon les BPF, « la validation de nettoyage consiste a établir la preuve documentée qu’une procédure
de nettoyage approuvée fournira des équipements adaptés a la fabrication des médicaments ».

5.5 Validation des systémes informatiques :

La validation des systemes informatisés est une étape incontournable a I’ensemble des systemes ayant

un impact direct ou indirect sur la qualité des produits de I’industrie pharmaceutique.

6-Méthodoloqie d’une validation :

Les activités de validation doivent €tre planifiées et les ¢éléments clés d’un programme de
validation doivent étre clairement définis et documentés dans un plan directeur de validation
(PDV). Toute validation doit étre effectuée sur des équipements
Qualifies, avec des methodes analytiques validées et un personnel forme.

Eigure 03 : Méthodologie de la validation (30)

Etablissement d’un plan de validation

&= Etablir un protocole de
validation/Qualification

Le PDV doit comporter au minimum les données
suivantes :

Politique de validation.

Structure organisationnelle des activités de
validation.

Relevé des installations, systémes, équipements et
procédés a valider.

Format de la documentation : format & utiliser pour
les protocoles et les rapports.

Planification et programmation.

Maitrise des changements.

Référence aux documents existants.

-Précision des modalités
de mise en ceuvre des
activités de qualification
et de validation.
-Détermination des étapes
critiques .

-Détermination des
critéres d’acceptation.

Revue et
approbation du
protocole.

approbation du
rapport.
Prochaine étape de ¢

validation /Qualification

Elaboration d’un rapport de
validation/Qualification
-Résumé des résultats obtenus.
-Mention des déviations observées.
-Mention des changements
recommandés 3 fin de remédier aux
lacunes constatées.

Le protocole de validation constitue un sommaire de ce que I’on souhaite réaliser, il décrit la maniére
dont la validation devra étre effectuée. Il est établi afin d’identifier :

-Les étapes critiques et les paramétres a suivre.

-Le plan d’échantillonnage choisi et les criteres d’acceptation.
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7- Types de procédures analytigues a valider :
Selon ICH : (31)

La discussion sur la validation des procédures analytiques porte sur les quatre types de procédures
analytiques les plus courants :

- Essais d'identification ;

- Tests quantitatifs de teneur en impuretés ;

- Tests limites pour le contr6le des impuretés ;

- Tests quantitatifs de la fraction active dans des échantillons de substance médicamenteuse ou de
produit médicamenteux ou d'autre(s) composant(s) sélectionné(s) dans le produit médicamenteux.
Bien qu'il existe de nombreuses autres procédures analytiques, telles que les tests de dissolution pour
les produits médicamenteux ou la détermination de la taille des particules pour la substance
médicamenteuse, celles-ci n'ont pas été abordées dans le texte initial sur la validation des procédures
analytiques. La validation de ces procédures analytiques supplémentaires est tout aussi importante que
celles énumérées ici et peut étre abordée dans des documents ultérieurs.

Une bréeve description des types de tests considéres dans ce document est fournie ci-dessous.

- Les tests d'identification sont destinés a assurer l'identité d'un analyte dans un échantillon. Ceci
est normalement réalise en comparant une propriété de I'échantillon (par exemple, spectre,
comportement chromatographique, réactivité chimique, etc.) a celle d'un étalon de référence ;

- Le test des impuretés peut étre soit un test quantitatif, soit un test limite pour I'impureté dans un
échantillon. L'un ou l'autre test est destine a refléter avec précision les caractéristiques de pureté de
I'échantillon. Des caractéristiques de validation différentes sont requises pour un essai quantitatif et
pour un essai limite ;

- Les procédures de dosage sont destinées a mesurer I'analyte présent dans un échantillon donne.
Dans le contexte de ce document, le dosage représente une mesure quantitative du ou des principaux
composants de la substance médicamenteuse. Pour le produit médicamenteux, des caractéristiques de
validation similaires s'appliquent également lors du dosage du composant actif ou dautres composants
sélectionnés. Les mémes caractéristiques de validation peuvent également s‘appliquer aux tests associes
a d'autres procédures analytiques (par exemple, la dissolution).
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Tableau 2 : les différentes procédures analytiques avec leurs critéres de validation selon ICH
Type d'analyse identification Quantité. UNESSAI

Limite POUR

IMPURETES
procédure - dissolution

(mesure uniquement)

- contenu/puissance

caractéristiques

Précision ) . _ )
Précision
Répétabilité . ¥ : '
Precision intermédiaire + +(1)
(1)
Spécificité (2) + + ¥ '
Limite de détection . - +
@3
Limite de . ¥
quantification
Linéarité - ¥ . 4
Gamme . ¥ . '

- signifie que cette caractéristique n'est normalement pas évaluée
+ signifie que cette caracteéristique est normalement évaluée

(1) dans les cas ou la reproductibilité (voir glossaire) a été effectuée, la précision intermédiaire n'espas
nécessaire

(2) le manque de spécificité d'une procédure analytique pourrait étre compensé par d'autres

procédures analytiques complémentaires

(3) peut étre nécessaire dans certains cas
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Selon SESTP pharma 1992

La discussion sur la validation des méthodes d’analyse est dirigée vers les quatre types les plus

communs des procédures analytiques :

R

RO

% Les identifications
Ont pour objet de confirmer I'identité d'une substance a analyser contenue dans un échantillon.
% Les essais de pureté

Introduction a la validation

Peuvent étre, soit des essais quantitatifs, soit des essais limites portant sur les impuretés contenues dans

un échantillon.

Ont pour objet de mesurer la quantité de substance a analyser contenue dans un échantillon donné.

% Les dosages

Tableau 3 : Critéres de validation en fonction de type de procédure a valider.
Type de procédure analytique a valider
Critéres -
Test d’impuretés Dosage Dosage Bio
Identification | Dosage Test limit g’;?i%'g/ue(@ analytique
D’impuretés | D’ impuretés teneur)
Exactitude - + - + +
Fidélité :
Répétabilité - + - + +
Fidélité - +(1) - +(1) +
intermédiaire
Spécificité et/ou | + + + + +
Sélectivité
Limite de - -(3) + - +
Détection
Limite de - + - - +
Quantification
Linéarité - + - + fonction de
réponse
Intervalle de - + - + +
validité
Robustesse -(3) -(3) -(3) + +
Systeme de - + - + -
Pertinence
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(-)Signifie que le critére n’est normalement pas évalué, (+) Signifie que le critere est normalement
évalué,
(1) Dans les cas ou la reproductibilité (analyse inter-laboratoires) a été évaluée, la fidélité
intermédiaire n’est pas nécessaire,
(2) Le manque de spécificité d’une procédure d’analyse pourrait étre compensé par
I’utilisation d’autres procédures d’analyse,
(3) Peut étre nécessaire dans certains cas.
(4) Les mémes criteres sont étudiés en cas de test de dissolution.
**Dans la pratique 1’ordre des critéres est trés important.

Selon SESTP pharma 2003-2006 (32)

La SFSTP (Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques) a publié en 2003-2006 une
série de documents sur les procédures analytiques en pharmaceutique. Cependant, en tant qu'lA, mon
acces a des informations spécifiques et actualisées sur les publications de la SFSTP est limité, car ma
base de connaissances s‘arréte en septembre 2021.

Les types de procédures analytiques couramment utilisées en pharmaceutique :

Meéthodes guantitatives : Ces méthodes sont utilisées pour déterminer la quantité d'un compose
spécifique dans un échantillon. Elles peuvent inclure des techniques telles que la chromatographie en
phase liquide (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse (GC), la spectrophotométrie, etc.

Identification: Ces methodes sont utilisées pour identifier la présence ou I'absence d'un composeé
spécifique dans un échantillon. Elles peuvent inclure des techniques telles que la spectroscopie
infrarouge (IR), la spectroscopie de masse (MS), la résonance magnétique nucléaire (RMN), etc.

Meéthodes de dissolution : Ces méthodes sont utilisées pour évaluer la vitesse de dissolution d'un
médicament dans un milieu approprié. Elles sont souvent utilisées pour les formes pharmaceutiques
solides telles que les comprimés ou les capsules.

Méthodes de pureté : Ces méthodes sont utilisées pour évaluer la pureté d'un composé ou d'un produit
fini. Elles peuvent inclure des techniques telles que la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse (GC), la spectrophotométrie UV, etc.

Meéthodes de stabilité : Ces méthodes sont utilisées pour évaluer la stabilité d'un médicament ou d'un
produit pharmaceutique dans des conditions spécifiques. Elles peuvent comprendre des études de
dégradation forcée, des tests de stabilité accélérée, des tests de stabilité en temps réel, etc.

7- Champs d’application de la validation :
7.1-_Au niveau Européen:

La validation analytique constitue un support permanant, son exigence est avant tout une pratique
réglementaire, surtout pour :
¢+ Le dossier d'autorisation de mise sur le marché (AMM):
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La note explicative 111/844/87définit le champ d'application de la validation analytique a toute
procédure d'analyse utilisée dans les chapitres suivants de la documentation chimique, Pharmaceutique
et biologique définis par la directive 75/318/CEE modifié, en vue de l'octroi de 'AMM d'un
médicament :

Développement galénique ;

Contrdles en cours de fabrication ;

Contrble de la matiere premiére (active ou non) ;
Contrdle sur les produits intermédiaires de la fabrication ;
Contréle du produit fini ;

Essais de la stabilité.

Les monographies de la pharmacopée Européenne:

VVVYVVVY

Elles doivent étre considérées comme validées. Leurs conditions d'application peuvent faire I'objet
d'une étude de validation si nécessaire.

7.2- AU niveau Ameéricain.

Les procédures analytiques et les normes des monographies de 'USP (United states pharmacopée) et du
NF (National Formulary) constituent des références légales. Les BPF (bonnes pratiques de fabrication)
(21 CFR (Federal Code of Regulations) 211.1945 (a)) recommandent que les procédures analytiques
utilisées pour vérifier que les produits pharmaceutiques sont conformes aux normes éetablies soient
suffisamment exactes et fiables.
Les utilisateurs de procédures analytiques decrites dans I'USP et le NF ne sont pas tenus de verifier la
justesse et la fiabilité de ces méthodes mais, en revanche, doivent, vérifier leur adéquation dans les
conditions d'utilisation proposees.
S'il s’agit de soumettre a L'USP de nouvelles procédures d'analyse, ou des révisions de procédures déja
existantes, les dossiers de soumissions devront comporter suffisamment d'informations:
» Pour permettre au comité de révisions de I'USP d'évaluer les mérites relatifs
des difféerentes procédures;
» Pour permettre atout analyste de reproduire la méthode;
» Et pour permettre, dans le cas de révision de procédure, de comparer les
limites de la procédure de la pharmacopée par rapport aux avantages offerts
par la méthode proposée. (33)
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8- Criteres de validation : (34) ;(35) ;(25)

Figure 04 : Critéres et procédures de validation liés au cycle de vie d’une méthode d’analyse.

Choix des analytes
Type de méthode Réglages instrumentaux
1 Type de signal optimisés

Mode opeéeratoire
Savoir-faire normalisé
" Testde \
i)
Utilisation

en routine =2
Plan de controle Procedure Validation
Plan d'échantillonnage de validation intralaboratoire
Capacite de mesurage ——— Just
Specificite
Linearite
Répeétabilite interne
Sensibilite
Limite de détecrtion
Validation Limite de quantification
interlaboratovires &
Reproductibilite e
Repetabilite /”" Analyse
Wratom

Les principaux critéres de validation qui sont largement reconnus et couramment utilisés dans les
laboratoires d’analyse présentent des confusions et des divergences concernant les terminologies, les
protocoles expérimentaux et les critéres d’acceptation. Une étude comparative des trois principaux
guides de validation se présente comme suit

Figure 05 : critéres de validation
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8.1 Spécificité/Sélectivité
La spécificité d’une procédure analytique est sa capacité a établir de maniere univoque 1’existence
de la substance a analyser en présence d’autres composants potentiellement présents.

Selon ICH : (La spécificité) La propriété qui fait qu une méthode d’analyse rende compte sans
ambiguité de la substance analysée en présence d’autres COMposés présents.

Selon US FDA : La Sélectivité : La propriété d’une méthode d’analyse de différencier et de quantifier
la substance a analyser en présence d’autres composantes dans 1’échantillon.

Selon 1SO 17025 : La spécificité d une procédure analytique est sa capacité a établir de maniere
univoque I’existence de la substance a analyser en présence d’autres COMpOSES.

8.2 Eanction de réponse

A Pintérieur de I’intervalle de dosage, la relation existante entre la réponse (signal) et la concentration
de la substance a examiner dans 1’échantillon. La fonction de réponse monotone la plus simple qui
exprime cette relation est appelée “courbe d’étalonnage”.

Selon ICH : Capacité de donner des résultats qui sont directement (a I’intérieur de certaines limites)
proportionnels a la concentration (quantité) de la substance analysée dans un échantillon (On parle de
linéarite).

Selon US FDA : NA

Selon ISO 17025 : La fonction de réponse d’une procédure d’analyse traduit, a I’intérieur de
I’intervalle de dosage, la relation existante entre la réponse (signal) et la concentration (quantité) en
substance a examiner dans 1’échantillon.

8.3 Exactitude

L’exactitude exprime I’étroitesse de I’accord entre le résultat d’essai et la valeur de référence acceptée,
aussi appelée « valeur conventionnellement vraie ». L’étroitesse de 1’accord ainsi observée est la
résultante de la somme des erreurs systématique et aléatoire, en d’autres termes 1’erreur totale liée au
résultat. Par conséquent, I’exactitude est I’expression de la somme de la justesse et de la fidéliteé.

Selon ICH : L’exactitude d’une procédure analytique exprime I'étroitesse de l'accord entre la valeur qui
est acceptée en tant que valeur vraie conventionnelle ou valeur de référence acceptée et la valeur
trouvée.

Selon US FDA : (Confondu avec la justesse) I’exactitude exprime le degré d’accord de la moyenne des
résultats obtenus par la méthode et la vraie valeur (concentration) de I'analyte.

Selon 1SO 17025 : L’exactitude exprime 1’étroitesse de 1’accord entre le résultat d’essai et la valeur de
référence acceptée, aussi appelée « valeur conventionnellement vraie ». L’étroitesse de 1’accord ainsi
observée est la résultante de la somme des erreurs systématique et aléatoire, en d’autres termes I’erreur
totale liée au résultat. Par conséquent, I’exactitude est ’expression de la somme de la justesse et de la
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Fidélité.

8.4 Linéarite
C’est la capacité d’une méthode d’analyse, a I’intérieur d’un certain intervalle (domaine d’utilisation),
d’obtenir des résultats directement proportionnels a la quantité ou a la concentration de substance a
doser.

Selon ICH : Capacité de donner des résultats qui sont directement (& I’intérieur de certaines limites)
proportionnels a la concentration (quantité) de la substance analysée dans un échantillon.

Selon US FDA : NA

Selon 1SO 17025 : La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité a I’intérieur d’un certain
intervalle de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels a la quantité (exemple :
concentration) en analyte dans I’échantillon.

8.4 Eidelite

La fidelité exprime I’étroitesse de ’accord entre une série de mesures provenant de multiples prises
d’un méme échantillon homogene dans des conditions prescrites. Elle fournit une indication sur les
erreurs liées au hasard. La fidélité peut étre évaluée a trois niveaux : la répétabilité, la fidélité
intermédiaire (intra laboratoire) et la reproductibilité (inter laboratoire).

Selon ICH : Correspond au degré d’accord (degre de dispersion) entre les résultats des mesures
obtenues par I’analyse individuelle de plusieurs prélévements a partir d’'un méme échantillon
homogeéne, prélevés dans des conditions prescrites.

Selon US FDA : Décrit le degré d’accord des mesures individuelles de 1’analyte quand la méthode est
appliquée avec répetabilité sur plusieurs prélevements d’un méme échantillon homogene de la matrice
biologique.

Selon ISO 17025 : La fidélité exprime I’étroitesse de 1’accord (degré de dispersion, coefficient de
variation) entre une série de mesures provenant de multiples prises d’un méme échantillon homogene
(résultats d’essais indépendants) dans des conditions prescrites. La fidélité fournit une indication sur
les erreurs liées au hasard. La fidéelité peut étre évaluée a trois niveaux : la répétabilité, la fidélité
intermédiaire (intra -laboratoire) et la reproductibilité (inter -laboratoire).

Répétabilité :
Conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus par la méme méthode sur des échantillons
d’essai identiques dans le méme laboratoire, par le méme opérateur, utilisant le méme équipement et
pendant un court intervalle de temps.

Fideélité intermédiaire :
Conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus par la méme méthode sur des échantillons
d’essai identiques dans le méme laboratoire, avec différents opérateurs et utilisant des équipements

différents et pendant un intervalle de temps donne.
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Reproductibilité

Toutes les opérations sont refaites dans des conditions maximales de variabilité, c'est la précision de la
méthode lorsqu'elle est appliquée dans des conditions différentes

Généralement dans des laboratoires différents - a des échantillons distincts, théoriqguement identiques,
prélevés sur le méme lot homogéne de produit a analyser.

Tableau 4 types de fidélité

Fidélité Echantillon | méthode | Laboratoire | Opérateur | équipements | Jour
Répétabilité Méme Méme Méme Méme Méme Méme
Fidélité Méme Méme Méme different different different

intermedaire

Roproductibilité Méme Méme different different different different

8.5 Justesse

La justesse d’une méthode exprime 1’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne obtenue a partir
d’une série de résultats d’essais et une valeur quiest acceptée soit comme une valeur
conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée.

Selon ICH : Correspond au degré de concordance entre la valeur de la méthode obtenue et la valeur de
référence ou la valeur considérée comme véritable par convention. (L’exactitude est aussi désignée par
la justesse).

Selon US FDA :(exactitude) décrit le degré de concordance entre la moyenne des résultats obtenus par
la méthode et la valeur de référence (concentration).

Selon I1SO 17025 :(biais) exprime 1’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne obtenue a partir
d’une série de résultats d’essais et une valeur quiest acceptée soit comme une valeur
conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée. La mesure de la justesse est
généralement exprimée en termes de recouvrement et de biais absolu ou relatif (erreur systématique).
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Eidélité

La différence entre la justesse et la fidélité d’une méthode analytique peut étre expliqué trés clairement
a ’aide du graphe suivant dont on distingue quatre cas possibles :

Figure 06: fidélité et justesse

0 © @

Nij juste ni fidéle Pas juste Juste mais Juste et fidele
(« imprécis ») mais ﬁd&l& pas fidéle (« précis »)
(erreur aléatoire (erreur (erreur (erreurs
+ systématique) systématique) aléatoire) faibles)
5.6 Sensibilit

Peut étre définie comme étant le rapport de la variation de la réponse de la méthode d’analyse a la
variation de la quantité¢ d’analyte. Une procédure est dite « sensible » si une faible variation de la
concentration ou de la quantité d’analyte entraine une variation significative de la réponse.

Selon ICH : NA

Selon US FDA : La FDA définit la sensibilité a partir de (The LLOQ) la limite de quantification
inférieure et quidoit étre determinée pendant le développement de la méthode.

Selon ISO 17025 : La sensibilité a une concentration donnée correspond au rapport de la valeur de la
variable mesurée a la valeur correspondante de la concentration de 1’élément dosé.

8.7 Limite de détection (1 D'

Elle correspond a la plus petite quantité d’une substance a analyser dans un échantillon pouvant étre
détectée, mais non quantifiee comme une valeur exacte.

Selon ICH : La plus faible quantité de la substance analysée que la méthode permet de détecter, sans
nécessairement fournir la valeur exacte.

Selon US FDA : La plus faible concentration d'un analyte que la méthode bio analytique peut
différencier, d’une fagon fiable, du bruit de fond.

Selon ISO 17025 : est la plus petite quantité de I’analyte dans un échantillon pouvant étre détectée,
mais non quantifiée comme une valeur exacte dans les conditions expérimentales décrites de la
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procédure.
8.8 Limite de quantification

C’est la plus petite quantité de I’analyse dans un échantillon pouvant étre dosée dans les conditions
expérimentales décrites avec une exactitude définie.

Selon ICH : La plus faible quantité de la substance analysée que la méthode permet de doser avec un
degré acceptable de précision et d’exactitude.

Selon US FDA : Limite de quantification inférieure & supérieure (LQI & LQS) : la plus faible/grande
quantité de la substance analysée que la méthode permet de doser avec un degré acceptable de
précision et d’exactitude.

Selon ISO 17025 : est la plus petite quantité de 1’analyte dans un échantillon pouvant étre dosée dans
les conditions expérimentales décrites avec une exactitude définie.

8.9 Robustesse
Définition :

La robustesse est une mesure de la capacité de la méthode a rendre des résultats exacts et de rester non
affectée par de faibles variations, délibérément introduites dans les parametres de la méthode. Elle
donne une indication de la fiabilité de la méthode dans les conditions normales d’utilisation.

L’ICH recommande que I’étude de la robustesse soit réalisee pendant la phase de développement.

Intéréts de I’étude de la robustesse

-La mise en évidence des qualités de stabilité d’une procédure d’analyse en présence des changements
de la matiere a doser ou de faibles changements des conditions opératoires.

-La robustesse donne une aide procurée a I’analyste pour affiner un mode opératoire au niveau de
certains parametres opératoires déterminants ou pour optimiser une procédure d’analyse au cours de
son développement.

-Les résultats d’exploration de la robustesse d’une procédure d’analyse, lorsqu’ils figurent dans un
rapport de validation apportent une aide a I’analyste qui cherchera & valider un résultat obtenu par
I’application de cette procédure ayant incidemment présenté une variation sur un parametre opératoire.

Selon ICH : La robustesse d'une procédure analytique est une mesure de sa capacité a donner des
résultats fiables des parameétres de la méthode et sa capacité a ne pas étre affectée par les faibles
variations [22].

Selon US FDA : NA

Selon ISO 17025 : Mesure de la capacité d’une méthode d’analyse a ne pas étre affectée par des
variations faibles mais délibérées des parameétres de la méthode d’analyse. Elle fournit une indication
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sur la fiabilité de la méthode d’analyse dans les conditions normales d’utilisation.

8.10 Stabilité des solutions :
Stabilité de la solution du principe actif aprés préparation selon le protocole de la méthode, doit étre
évalué suivant la méthode de dosage .la pluparts des laboratoires utilisent leurs HPLC en mode nuit et
les échantillons seront en solution pendant des heures dans les conditions ambiantes de laboratoire
avant que I’analyse soit terminée, d’ ou I’importance d’étudier la stabilité des solutions.

8.11 L’intervalle de dosage
L’intervalle de dosage d’une procédure d’analyse est la région entre les niveaux supérieur et inférieur
(ces valeurs incluses) pour laquelle il a été démontré que la procédure est appropriée quant a son
exactitude

(Justesse + fidelite) et sa linéarité, en utilisant la méthode décrite. (Stp pharma 2003)

En outre, il y’a d'autres critéres spécifiques pouvant étre indispensables, selon les domaines
concernés, comme par exemple : la stabilité¢ de ’analyse, le recouvrement d’extraction, I’effet de
dilution, etc.

Il convient d’attirer I’attention que les critéres de validation décrites ci-dessus doivent étre évalués,
autant que possible, dans la méme matrice que celle des échantillons a analyser.

Pour chaque type de matrice, toute nouvelle proceédure d'analyse devra par ailleurs étre validée (par
exemple pour chaque type de fluide biologique envisagé et pour chaque espece animale).
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Le principe de la validation des procédures analytiques est aujourd’hui largement répandu dans tous les
domaines d’activité ou des mesures sont réalisées et des directives sur la validation des méthodes analytiques
sont fournies dans des publications comme les guidelines ICH, notamment le guideline ICH Q2 (R1) paru en
2005 : « Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology».

Afin d’aider les industriels a appliquer les recommandations réglementaires éditées, par exemple par I’ICH ou
dans les BPF, et en raison de I’absence d’une démarche harmonisée pour la validation des méthodes analytiques,
une commission d’experts a travaillé et a publié un premier guide: guide de validation analytique de la SFSTP
pharma 1992, ce dernier a contribué a faire appliquer et progresser les validations analytiques, mais il présente
quelques faiblesses.

Ceci a conduit a I’élaboration d’un nouveau guide qui décrit une nouvelle démarche : le profil d’exactitude, ¢’est
le SFSTP pharma pratique 2003/2006.

1-Validation analytique selon ’ICH :

L’ICH (International Conférences Harmonisation), crée en 1990, s’est donné comme mission de réaliser des
recommandations pour I’industrie pharmaceutique rédigées sous forme de guides, dans le but d’harmoniser les
pratiques. Il fait coopérer au niveau international des acteurs appartenant aux autorités et des acteurs appartenant
a I’industrie pharmaceutique.

L’ICH propose une validation de méthode basée sur la validation de nombreux critéres qui sont : la justesse
confondue avec I’exactitude, la fidélité, la limite de quantification avec une fidélité et une justesse définie, la
linéarité et I’intervalle de dosage avec une fidélité et une justesse définies. Pour le calcul de chacun des critéres,
il est proposé un nombre minimum d’essais et de séries d’essais pour les échantillons de validation, sans préciser
comment préparer ces échantillons, ce qui rend le plan de préparation des échantillons incomplet. La
reproductibilité est déterminée par des essais inter-laboratoires. Sa détermination permet de proposer des
procédures analytiques a harmonisations internationales et de réaliser les monographies de la pharmacopée.
Plusieurs approches sont décrites pour déterminer les limites de détection et de quantification. Le calcul du
coefficient de corrélation, sur cinq séries, permet de valider la linéarité de la droite d’"étalonnage, méme si le
coefficient de corrélation n’est pas un critére de linéarité. L’intervalle de dosage propose doit étre compris entre
80 et 120 % de la (des) concentration(s) recherchée(s) Les résultats des calculs sont bruts, ils ne sont pas
retravaillés pour permettre une estimation rapportée a une population. Les résultats trouvés sont propres a la
méthode utilisée pour préparer les échantillons et au nombre d’essais et de séries d’essais. Autrement dit, en
fonction du choix de la méthode de préparation des échantillons et du nombre d’essais, pour une méme méthode
de dosage, les critéres de validation calculés ne sont pas identiques et donc difficilement comparables. A
contrario, s’ils avaient été retravaillés pour obtenir une estimation rapportée a une population, ils seraient
comparables d’un laboratoire a un autre sans se préoccuper du mode de préparation des échantillons, du nombre
d’essais ou de séries d’essais.

Ce document présente une liste de critéres de performance devant permettre la validation d’une méthode de
dosage, leurs définitions, et un mode de calcul de ces critéres, basé sur un nombre minimal de séries d’essais et
de concentrations

Une ligne directrice ICH (International Conference on Harmonization) a été dédié a la validation analytique : Q2
(R1): «Analytical Validation»

1.1 «Texte sur la validation des procédures analytiques.»
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1.2 «Validation of Analytical Procedures: Methodology »

vali
Ce document présente une discussion sur les caractéristiques qui doivent étre prises en compte au cours de la
validation des méthodes analytiques.

1.1.1 Types de procédures analytigues validées :

La discussion de la validation des méthodes d'analyse est dirigée vers les quatre types les plus courants de
procédures analytiques:

Tests d'identification.

Les tests quantitatifs pour le contenu des impuretés.
- Essais limites pour le contrdle des impuretés.

- Les tests quantitatifs de la fraction active dans les échantillons de la substance
meédicamenteuse ou du produit médicamenteux ou d'un autre composant choisi (s) dans le
produit pharmaceutique.

Bien qu'il existe de nombreuses autres procédures analytiques, telles que les tests de dissolution pour la
détermination de la taille des produits pharmaceutiques ou des particules pour la substance médicamenteuse,
ceux-ci ne sont pas traités dans le texte initial sur la validation des procédures analytiques. La validation de ces
procédures analytiques supplémentaires est tout aussi importante pour ceux qui sont énumérés ici et peut étre
traitée dans les documents suivants. Une breve description des types de tests examinés est fournie ci-dessous.

> Tests d'identification sont destinés a garantir I'identité d'un analyte dans un échantillon.
Ceci est normalement obtenu par comparaison d'une propriété de I'échantillon (par exemple,
le spectre, le comportement chromatographique, la réactivité chimique, etc.) a celle d'un
étalon de référence.

> Test des impuretés peut étre un test quantitatif ou un test limite pour I'impureté dans un
échantillon. Soit essai est destiné a refléter fidélement les caractéristiques de pureté de
I'échantillon.

» les procédures d'analyse sont congues pour mesurer I'analyte présent dans un échantillon
donné.

Dans le contexte de ce document, le dosage représente une mesure quantitative du composant majeur (s) dans la
substance médicamenteuse. Pour le produit médicamenteux, des caractéristiques de validation similaires sont
également applicables lorsque le dosage du composant actif ou d'un autre sélectionné (s). Les caractéristiques
mémes de validation peuvent également appliquer des dosages associés a d'autres méthodes d'analyse (par
exemple, la dissolution).

L'objectif de la procédure d'analyse doit étre clairement compris puisque ce régira les caractéristiques de
validation qui doivent étre évalués.
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1.1.2 ritér validation :

Les caractéristiques de validation typiques qui doivent étre considérées sont énumérées ci-dessous:

Spécificité (Specificity).
- linéarité (linearity).
- Exactitude (Justesse) (Accuracy).
- Fidélite (Precision).
- Répétabilité (Repeatability).
- Répétabilité intermédiaire (Intermediate precision).
- Limite de quantification (Quantification limit).
- Limite de détection (Detection limit).
- Intervalle de validité (Range).
Ces caractéristiques sont définies comme suit :

1.1.2.1 Spécificité :
La spécificité est la capacité d'évaluer sans équivoque I'analyte en présence de composants qui peuvent étre
censés étre présents. En général, ces impuretés peuvent inclure des impuretés, des produits de dégradation, la
matrice, etc. Le manque de spécificité d'une méthode d'analyse individuelle peut étre compensé par un autre
procédé d'analyse de support (s). Cette définition a les conséquences suivantes:

1.1.3 ldentification: pour garantir l'identité d'un analyte.

1.1.4 Tests de pureté: veiller a ce que toutes les procédures analytiques effectuées permettent
une déclaration précise de la teneur en impuretés d'un analyte, essai des substances liées a
savoir, les métaux lourds, solvants résiduels de contenu, etc.

1.1.5 Dosage (contenu ou puissance): pour fournir un résultat exact qui permet une déclaration
précise sur le contenu ou la puissance de I'analyte dans un échantillon.

1.1.2.2 Exactitude ;

L’exactitude d'une procédure d'analyse exprime la proximité d'un accord entre la valeur qui est acceptée soit en
tant que valeur réelle conventionnelle ou une valeur de référence acceptée et la valeur trouvée. Ceci est parfois
appelé justesse.

1123 Eidélité:

La fidélité d'une méthode d'analyse exprime le degré de concordance (degré de dispersion) entre une série de
mesures obtenues & partir de plusieurs échantillons du méme échantillon homogene dans les conditions
prescrites. La fidélité peut étre considérée a trois niveaux: la répétabilité, la fidélité intermédiaire et la
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reproductibilité doit étre étudiée de précision en utilisant des échantillons homogenes, authentiques. Cependant,
s'il est impossible d'obtenir un échantillon homogeéne, il peut étre étudié en utilisant des échantillons préparés
artificiellement ou une solution d'échantillon. La précision d'une procédure d'analyse est généralement exprimée
en la variance, écart-type ou coefficient de variation d'une série de mesures.

Répétabilité : exprime la fidélité dans les mémes conditions de fonctionnement sur un court
intervalle de temps. Répétabilité est aussi appelée fidélité intra-dosage.

Fidélité_intermédiaire : La fidélité intermédiaire exprime intra- laboratoires différents: variations
jours, différents analystes, différents équipements, etc.

Reproductibilité : la reproductibilité exprime la fidélité entre les laboratoires (études de
collaboration, généralement appliquée a la normalisation de la méthodologie).

1.1.2.4 Limite de détection :

C’est la plus faible quantité de substance a analyser dans un échantillon qui peut étre détecté, mais pas
nécessairement quantifiée comme une valeur exacte.

1.1.25 Limite de guantification :

C’est la plus faible quantité de substance a analyser dans un échantillon qui peut étre déterminée
guantitativement avec une précision convenable. La limite de quantification est un paramétre d'essais quantitatifs
pour des composés de faibles niveaux dans les matrices échantillon, et est utilisé en particulier pour la
détermination des impuretés et / ou des produits de dégradation.

1.12.6 Linéarité :

C’est sa capacité (dans une plage donnée) pour obtenir des résultats de test qui sont directement proportionnelles
a la concentration (quantité) de I'analyte dans I'échantillon.

1.1.2.7 Gamme :

C’est l'intervalle entre la concentration supérieure et inférieure de I'analyte dans I'échantillon (les concentrations
comprises) pour lesquels la méthode d'analyse a un niveau approprié d’exactitude, de fidélité et de linéarité.

1.1.2.7 Robustesse :
C’est une mesure de sa capacité a rester non affecté par les petits, mais les variations délibérées des paramétres
de méthode et fournit une indication de sa fiabilité lors de I'utilisation normale.

12 Validati | < Ivti )
Méthodologie :

Ce document est un complément du document principal, son but est de fournir des conseils et recommandations
sur la maniére d’appréhender les différentes caractéristiques de la validation pour chague méthode analytique. En
outre, le document fournit une indication sur les données qui devraient étre présentées dans un dossier
d’enregistrement.

De plus, il donne une indication des données qui doivent étre présentées dans une demande d'enregistrement.
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Ce document prend en compte les différentes caractéristiques de validation dans des sections distinctes. La
disposition de ces sections refléte le processus par lequel peut étre mis au point une procédure d'analyse et
d'évaluation. En pratique, il est habituellement possible de suivre un plan d’expérimentation qui permet
d’évaluer simultanément les divers attributs a valider, et d’en venir ainsi a bien connaitre 1’ensemble des
propriétés de la méthode d’analyse (par ex., spécificité, linéarité, écart d’utilisation, exactitude et précision).

1. Specificite :
Une enquéte de spécificité doit étre effectuée lors de la validation des tests d'identification, la détermination des
impuretés et le dosage. Le choix des moyens utilisés pour démontrer la spécificité dépend de 1’objectif de la
méthode d’analyse.

Il n’est pas toujours possible de démontrer qu’une méthode d’analyse présente une spécificité a une substance
donnée. Le cas échéant, il est recommandé d’utiliser au moins deux méthodes pour obtenir le degré de
discrimination voulu.

1.1. Identification :

Tests d'identification appropriés devraient étre en mesure de distinguer les composés de structures étroitement
liées qui sont susceptibles d'étre présents. La discrimination d'une procédure peut étre confirmée par I'obtention
de résultats positifs (peut-étre par comparaison avec un matériau de référence connu) a partir d'échantillons
contenant I'analyte, couplé avec un résultat négatif a partir d'échantillons qui ne contiennent pas l'analyte. En
outre, le test d'identification peut étre appliqué a des matériaux de structure similaire ou étroitement liés a
I'analyte pour confirmer qu'une réponse positive n'est pas obtenue. Le choix de ces matériaux potentiellement
interférant doit étre fondé sur un jugement scientifique solide avec une prise en compte des interférences qui
pourraient se produire.

1.2.  Dosage et Impuretés Test (s) :

Pour démontrer la spécificité des méthodes chromatographiques, on devra utiliser des chromatogrammes
représentatifs ol chacune des composantes est convenablement identifiée.

Des considérations semblables s’appliquent aux autres techniques de séparation.

L’examen des séparations chromatographiques déterminantes devra étre aussi poussé qu’il est nécessaire. On
pourra démontrer la spécificité de ces méthodes en les utilisant pour séparer deux des composantes dont les pics
d’élution sont les plus proches 1'un de I’autre.

Si la méthode de détermination de la teneur n’est pas spécifique, il faudra des tests complémentaires pour
démontrer la spécificité totale. Par exemple, si I’on dose une substance médicamenteuse a I’aide d’un titrage, on
pourra le compléter en ajoutant un test de dosage approprié pour les impuretés.

» Impuretés sont disponibles :

S’il est possible d’obtenir des impuretés, on doit alors démontrer que la méthode de détermination de la teneur
permet de faire la distinction entre la substance a analyser, les impuretés et (ou) les excipients. Pour ce faire, on
enrichit la substance pure (substance médicamenteuse ou produit fini) en y ajoutant une quantité suffisante
d’impuretés et (ou) d’excipients, puis on démontre que ces composantes additionnelles n’influencent pas les
résultats obtenus pour la teneur (par comparaison aux résultats obtenus avec des échantillons non enrichis).
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Pour le test des impuretés, on peut mettre en évidence les propriétés de discrimination de la méthode en ajoutant
a la substance médicamenteuse ou au produit fini une quantité suffisante d’impuretés pour ensuite démontrer que
les différentes impuretés présentes sont séparées les unes des autres et (ou) des autres composantes dans la
matrice de 1’échantillon.

» Impuretés ne sont pas disponibles :

Si les impuretés ou des normes produits de dégradation ne sont pas disponibles, la spécificité peut étre
démontrée en comparant les résultats d'essai des échantillons contenant des impuretés ou des produits de
dégradation a une seconde procédure bien caractérisée, par exemple: méthode de la pharmacopée ou toute autre
procédure analytique validée (procédure indépendante). Le cas échéant, ceci devrait inclure des échantillons
stockés dans des conditions de stress pertinentes: la lumiere, la chaleur, I'numidité, l'acide / hydrolyse et
I'oxydation base.

- Pour I'essai, il convient de comparer les deux résultats.

- Pour les tests d'impuretés, les profils d'impuretés doivent étre comparés. Les tests de pureté
des pics peuvent étre utiles pour montrer que I'analyte pic chromatographique n’est pas
attribuable a plus d'un composant (par exemple, réseau de diodes, spectrométrie de masse).

2. Linearité :
Une relation linéaire doit étre évaluée a travers la gamme de la procédure d'analyse. Il peut étre démontré
directement sur la substance médicamenteuse (par dilution d'une solution mére standard) et / ou pesées distinctes
de mélanges synthétiques des composants du produit médicamenteux, en utilisant la procédure proposée. Ce
dernier aspect peut étre étudié au cours de I'enquéte de la gamme. La linéarité doit étre évaluée par inspection
visuelle d'une courbe de signaux en fonction de la concentration d'analyte ou de contenu. S'il existe une relation
linéaire, les résultats des tests doivent étre évalués par des méthodes statistiques appropriées, par exemple par
calcul d'une droite de régression par la méthode des moindres carrés. Dans certains cas, pour obtenir la linéarité
entre les dosages et concentrations des échantillons, les données de test peuvent avoir besoin d'étre soumis a une
transformation mathématique avant l'analyse de régression. Les données de la ligne de régression lui- méme
peuvent étre utiles de fournir des estimations mathématiques du degré de linéarité.

Le coefficient de corrélation, ordonnée a I'origine, la pente de la droite de régression et la somme des carrés
résiduelle doit étre soumis. Une parcelle des données doit étre incluse. En outre, une analyse de I'écart entre les
points de données réelles de la droite de régression peut également étre utile pour évaluer la linéarité. Pour la
détermination.

3.Gamme :
La plage spécifiée est normalement dérivée d'études de linéarité et dépend de I'application prévue de la
procédure. Il est établi en confirmant que la procédure d'analyse fournit un degré acceptable de linéarité,
I'exactitude et la précision lorsqu'ils sont appliqués a des échantillons contenant des quantités d'analyte a
l'intérieur ou aux extrémités de la plage spécifiée de la procédure d'analyse. Les plages minimales spécifiées
suivantes devraient étre envisagées:

» Pour le dosage d'une substance médicamenteuse ou un produit fini (médicament):
Normalement de 80 a 120 pour cent de la concentration d'essai;
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» Pour I'uniformité du contenu : couvrant un minimum de 70 a 130 pour cent de la
concentration d'essai, & moins qu'un vaste éventail plus appropriée, en fonction de la nature
de la forme posologiques (par exemple, des inhalateurs- doseurs), est justifiée.

» Pour les tests de dissolution: +/- 20% par rapport a la plage spécifiée; par exemple, si les
caractéristiques d'un produit a libération contr6lée couvrent une région de 20%, apres 1
heure, jusqu'a 90%, aprés 24 heures, la plage validée serait 0-110% du libellé d'étiquette.

» Pour la détermination d'une impureté: a partir du niveau de déclaration d'une impureté 1 a
120% de la spécification; - pour les impuretés connues pour étre particuliérement puissant
ou pour produire des effets pharmacologiques ou toxiques inattendus, devrait étre
proportionnel au niveau auquel doivent étre contrélés les impuretés de la limite de détection
/ quantification.

4. Exactitude :
L’exactitude doit étre établie sur toute la gamme spécifiée de la procédure d'analyse.

° Essaj :

> Substance médicamenteuse : Plusieurs méthodes de détermination de I’exactitude
sont disponibles:

a) L'application d'une méthode d'analyse pour un analyte de pureté connue (par exemple, des
matériaux de référence).

b) La comparaison des résultats de la procédure d'analyse proposée avec ceux d'une deuxiéme
procédure bien caractérisée, dont I'exactitude est indiqué et / ou définie.

) L’exactitude peut étre déduite une fois la fidélité, la linéarité et la spécificité ont été établies.

» Produits pharmaceutiques : Plusieurs méthodes pour déterminer I’exactitude sont
disponibles:

a) L'application de la méthode d'analyse de mélanges synthétiques des composants du produit
médicamenteux a laquelle des quantités connues de la substance médicamenteuse a analyser
ont été ajoutées.

b) Dans les cas ou il est impossible d'obtenir des échantillons de tous les composants du produit
pharmaceutique, il peut étre acceptable, soit pour ajouter des quantités connues de l'analyte
pour le produit médicamenteux ou de comparer les résultats obtenus a partir d'une seconde
procédure bien caractérisée, 1’exactitude de qui est dit et / ou défini.

¢) L’exactitude peut étre déduite une fois la fidélité, la linéarité et la spécificité ont été établies.

° Impuretés (Quantification) :

L’exactitude doit étre évaluée sur des échantillons (substance médicamenteuse / médicament)
dopés avec des quantités connues d'impuretés. Dans les cas ou il est impossible d'obtenir des
échantillons de certaines impuretés et / ou des produits de dégradation, il est considéré comme
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acceptable pour comparer les résultats obtenus par une procédure indépendante. Le facteur de
réponse de la substance médicamenteuse peut étre utilisé. 1l devrait étre clair comment les
impuretés individuelles ou totales doivent étre déterminées par exemple, le poids / poids ou
pourcentage d’aire, dans tous les cas par rapport au grand analyte.

5. FEidélité :
Validation des tests de dosage et pour la détermination quantitative d'impuretés comprend une enquéte de
précision.
5.1 Repétabilité :
Pour évaluer la répétabilité, il faut :

a- Au moins neuf mesures englobant 1’écart d’utilisation de la méthode (c.-a-d. trois concentrations
avectrois échantillons chacune).Ou

b-  Au moins six mesures d’une concentration a 100 % de la teneur escomptée.
5.2 Eidélité intermédiaire :

La mesure dans laquelle la fidélité intermédiaire doit étre établie dépend des circonstances dans lesquelles le
procédé est destiné a étre utilisé. Le demandeur doit établir les effets des événements aléatoires sur la fidélité de
la procédure d'analyse. Les variations typiques a étudier comprennent les jours, les analystes, I'équipement, etc.
Il ne semble pas nécessaire d'étudier ces effets individuellement. L'utilisation d'un modele expérimental (matrice)
est encouragée.

5.3 Reproductibilite :

La reproductibilité est évaluée au moyen d'un essai inter-laboratoires. Reproductibilité doit étre envisagée en cas
de la normalisation d'une procédure d'analyse, par exemple, pour l'inclusion des procédures dans les
pharmacopées. Ces données ne font pas partie du dossier d'autorisation de mise sur le marché.

5.4 Données recommandées :

L’écart-type, I'écart type relatif (coefficient de variation) et I'intervalle de confiance doit étre signalée pour
chaque type de fidélité étudiée.

6 _.Limite de détection :

Plusieurs approches pour la détermination de la limite de détection sont possibles, selon que la procédure est non
instrumentale ou instrumentale. Les approches autres que celles énumérées ci-dessous peuvent étre acceptables.

6.1 Sur la base de I'évaluation visuelle :

L'évaluation visuelle peut étre utilisée pour des méthodes non instrumentales, mais peut également étre utilisé
avec des méthodes instrumentales. La limite de détection est déterminée par I'analyse d'échantillons avec des
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concentrations connues d'analyte et en établissant le niveau minimum a partir duquel l'analyte peut étre détecté
de maniere fiable.

6.2 Sur la base du signal-bruit :

Cette approche ne peut étre appliquée a des procédures analytiques qui présentent un bruit de fond.
Détermination du rapport signal-sur-bruit est effectuée en comparant les signaux mesurés a partir d'échantillons
avec de faibles concentrations connues d'analyte avec ceux des échantillons témoins et a établir la concentration
minimale a laquelle I'analyte peut étre détecté de maniére fiable. Un rapport signal sur bruit entre 3 ou 2: 1 est
généralement considérée comme acceptable pour I'estimation de la limite de détection.

6.3 Sur la base de I'écart-type de la réponse et la pente :

La limite de détection (LD) peut étre exprimée sous la forme: LD = 3.3 6/ S Ou o = I'écart type de la réponse. S
= la pente de la courbe d'étalonnage. La pente S peut étre estimée a partir de la courbe d'étalonnage de I'analyte.
L'estimation de ¢ peut étre réalisée dans une variété de facons, par exemple:

»  Sur labase de I'écart type du blanc : La mesure de I'ampleur de la réponse d'arriére-plan
d'analyse est effectuée en analysant un nombre approprié d'échantillons blancs et en calculant
I'écart-type de ces réponses.

»  Sur labase de la courbe d'étalonnage : Une courbe d'étalonnage spécifique devrait étre
étudiée en utilisant des échantillons contenant un analyte dans la gamme de LD L'écart-type
résiduel d'une ligne de régression ou I'écart type des ordonnées a l'origine des droites de
régression peut étre utilisé comme I'écart-type.

7 Limited ificatio :

Plusieurs approches pour déterminer la limite de quantification sont possibles, selon que la procédure est non
instrumentale ou instrumentale. Les approches autres que celles énumérées ci-dessous peuvent étre acceptables.

7.1 Sur la base de I'évaluation visuelle ;

La limite de quantification est généralement déterminée par I'analyse d'échantillons avec des concentrations
connues d'analyte et en établissant le niveau minimum a partir duquel I'analyte peut étre quantifiée avec une
exactitude et une précision acceptable.

7.2 Sur la base de |'approche signal-bruit :

Détermination du rapport signal-sur-bruit est effectuée en comparant les signaux mesurés a partir d'échantillons
avec de faibles concentrations connues d'analyte avec ceux des échantillons témoins et en déterminant la
concentration minimale a laquelle I'analyte peut étre quantifié de maniére fiable. Un rapport signal-bruit typique
est de 10.

7.3 Sur la base de |'écart-type de la réponse et la pente :

La limite de quantification (LQ) peut étre exprimée sous la forme :LQ= dix ¢ /S Ou ¢ = I'écart type de la
réponse. S = la pente de la courbe d'étalonnage. La pente S peut étre estimée a partir de la courbe d'étalonnage de
I'analyte. L'estimation de o peut étre réalisée dans une variété de facons, par exemple:
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7.3.1 Basé sur I'écart type du blanc : La mesure de I'ampleur de la réponse
d'arriére- plan d'analyse est effectuée en analysant un nombre approprié
d'échantillons blancs et en calculant I'écart-type de ces réponses.

7.3.2  Sur la base de la courbe d'étalonnage : Une courbe d'étalonnage
spécifique devrait étre étudiée en utilisant des échantillons contenant un
analyte dans la gamme de LQ.

8 Robustesse :

L’évaluation de la robustesse se fait durant la phase de mise au point. Cette évaluation doit démontrer que la
méthode demeure fiable lorsqu’on introduit des variations planifiées de paramétres. Si les résultats peuvent
varier selon les conditions d’analyse, il faut veiller a ce que celles-ci soient adéquatement contrdlées ou
recommander certaines précautions dans la marche a suivre.

L’évaluation de la robustesse a notamment pour conséquence la définition d’un ensemble de paramétres sur le
caractére approprié de la méthode d’analyse qui permet de garantir la validité de cette méthode, quelles que
soient les conditions d’utilisation. Voyons quelques exemples de variations caractéristiques :

- La stabilité des solutions d'analyse.
- Letemps d'extraction.

Dans le cas de la chromatographie liquide, des exemples de variations typiques sont les suivants:

Influence des variations de pH dans une phase mobile.

- Influence des variations de la composition de la phase mobile.

- Des colonnes différentes (différents lots et / ou des fournisseurs).
- Température.

- Débit.

o.\érification d sme de suitability -

La vérification du systéme de suitability fait partie intégrante de nombreuses méthodes d’analyse. Elle suppose
que I’équipement, les dispositifs électroniques, les opérations d’analyse et les échantillons constituent un
systéme cohérent et peuvent étre évalués comme tels. Les critéres en fonction desquels on détermine si le
systéme est approprié dépendent de la méthode a valider.

L’ICH confonds d'une part, la linéarité et la courbe d’étalonnage et, d'autre part, les résultats et le signal. Il
considére que "La limite de quantification est un paramétre des méthodes de dosage des substances présentes en
faibles quantités dans les matrices d’échantillon; elle est plus particuliérement utilisée dans le dosage des
impuretés et (ou) des produits de dégradation . 1l définit la limite de quantification d'une procédure analytique
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individuelle comme "la plus faible quantité de la substance analysée que la méthode permet de doser avec un
degré acceptable de fidélité et d’exactitude . Le document ICH définit une seule limite de quantification. Mais
I’intervalle de dosage d’une procédure analytique a deux limites : LQI (LQ inférieure) et LQS (LQ supérieure).

Concernant la définition de I’exactitude, Il ne s'agit plus de I’exactitude, mais plutot de la définition de la
justesse qui est la valeur moyenne de plusieurs résultats (par opposition a un seul résultat pour I’exactitude) qui
est comparée a la vraie valeur. L’exactitude est désignée par le mot « justesse »".

L’ICH ne propose pas une méthodologie pour la limite de détection, 1’étude de la robustesse, ni une approche
pour établir la performance des méthodes, cela reste a la charge de 1’opérateur.

L’ICH ne propose pas de méthode d’analyse des résultats des critéres de validation, charge a 1’opérateur de se
fixer les limites pour tous ces criteres. Il n’y a pas non plus d’information sur I’impact des criteres de validation
sur la performance réelle attendue du dosage. Aucun exemple n’est proposé pour illustrer une validation de
méthodes de dosage.

Il ne permet pas de savoir comment valider tous ces critéres. En suivant les recommandations de I’ICH, la
validation d’une méthode passe par la détermination de critéres de validation, mais pas par une validation de ces
critéres. A partir du moment ou ces critéres sont calculés, la méthode est validée. [5], [16], [17]

2-Validation analytique selon SESTP 2003-2006

Les premiers guides de la SFSTP (1992 et 1997 pour les analyses biologiques) ont largement contribué a faire
appliquer et progresser les validations analytiques.

Cependant, ils présentent quelques faiblesses qui ont conduit a 1’élaboration d un nouveau guide.

Une nouvelle commission SFSTP a rédigé le guide SFSTP 2003 et a proposé de garder les mémes bases de la
validation analytique pour une démarche harmonisée, en distinguant notamment les régles de diagnostic et les
régles de décision. Ces derniéres basent sur 1’utilisation du profil d’exactitude, une nouvelle stratégie de
validation qui repose sur la notion d’erreur totale (biais + écart-type), permettant de simplifier I’approche de la
validation d’une procédure analytique tout en contrélant le risque associé a son utilisation.

Cette approche permet donc de minimiser considérablement le risque d’accepter une procédure qui ne serait pas
suffisamment exacte ou, au contraire, de rejeter une procédure qui serait capable (dans les deux cas il s’agit
d’améliorer significativement le rapport colt/efficacité des prestations).

Elle est en parfait accord avec 1’objectif d’une méthode analytique, a savoir sa capacité de quantifier le plus
exactement possible chacune des quantités inconnues qu’un laboratoire aura a déterminer. Ce nouveau guide a
aussi pour objectif de proposer un consensus sur les normes communément admises en incorporant largement la
terminologie ISO.

Le second guide SFSTP2006 compléte le premier guide (SFSTP 2003) par le développement de I’ensemble des
calculs statistiques nécessaires & I’implémentation des concepts présentés dans la partie 1 du guide.
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Dans la troisiéme partie de ce guide, I’harmonisation de cette approche est également illustrée par plusieurs
exemples couvrant différents champs d’application sa fin d’en faciliter la compréhension et la mise en pratique.

1. Domaines d’application :
Les différents secteurs d’application Visés par ce guide sont :

Les sociétés prestataires de services.
- Les autorités réglementaires.
- Les laboratoires officiels de contr6le.

- Les industries des domaines d’activité suivants : chimie, pharmacie, biopharmacie,
agroalimentaire, environnement, cosmétologie...etc.

L’objectif du guide est donc de proposer une démarche harmonisée de validation applicable aux différentes
procédures analytiques quantitatives, et ce indépendamment du secteur d’activité.

2. Criteres de validation :
11 est important de préciser qu’a I’heure actuelle il n’y a pas toujours une Convergence entre les différents
documents réglementaires (ISO, ICH, AFNOR, FDA.. etc.) quant a la définition des critéres de validation a
tester. C’est ainsi que la notion de linéarité apparait ou non et que son interprétation peut étre différente d’un
document a I’autre. 1l en va de méme avec la justesse qui, selon les documents, est confondue avec I’exactitude.
C’est pourquoi, dans un souci d’harmonisation mais aussi de cohérence, le guide SFSTP 2003 a retenu la norme
ISO comme principal référentiel pour la définition des criteres de validation.

1. Spécificité-sélectivité -
La spécificité d’une procédure analytique est sa capacité a établir de maniére univoque I’existence de la
substance a analyser en présence d’autres composants potentiellement présents.

2. Fonction de réponse (courbe de d’étalonnage) :

La fonction de réponse d’'une méthode analytique est, a I’intérieur de I’intervalle de dosage, la relation existante
entre la réponse (signal) et la concentration de la substance a examiner dans I’échantillon. La fonction de réponse
monotone la plus simple qui exprime cette relation est appelée “courbe d’étalonnage”.

Une fois les expériences réalisées et les données collectées, il convient tout d’abord de déterminer, sur la base
des standards d’étalonnage (SE), la relation entre la réponse (signal ou réponse de I’instrument)Y et la quantité
(concentration) X. Cette relation se caractérise a 1’aide d’une fonction f qui doit étre strictement monotone
(strictement croissante ou décroissante) sur I’intervalle de dosage envisagé:

Y = f (X) +eOu e ~N (0,6°) est I’erreur associée a la fonction deréponse f appelée communément erreur
résiduelle.

Il faut donc ajuster la fonction de réponse, c’est a-dire évaluer les paramétres du modele, de maniére a ce que
I’erreur résiduelle soit minimisée.
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Deux familles de fonctions de cet ensemble apparaissent: les fonctions dites linéaires en leurs parametres et les
fonctions non linéaires. Divers fonctions de réponse peuvent étre envisagées lors de la validation de la méthode
et leur choix dépend du type de méthode (méthode physicochimique, bio analytique, immuno-dosage, etc.).

Par ailleurs, parmi les fonctions de réponses acceptables, on pourra remarquer que certaines fournissent des
résultats meilleurs que d’autres. Ce seront ces dernicres qui devront étre retenues. Le coefficient de
détermination R2 est toujours supérieur a 0.99pour I’ensemble de ces modeles, mais il n’est pas une indication
fiable de la qualité des résultats rendus de la procédure.

3. Justesse:

La justesse exprime I’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne obtenue a partir d’une large série de
résultats d’essais et une valeur de référence acceptée comme telle. La justesse donne une indication sur les
erreurs systématiques.

La justesse est exprimée en termes de biais absolu (mg/ml), de biais relatif (%) ou de taux de recouvrement (%)
pour chaque niveau de concentration des standards de validation.

Elle est obtenue en calculant la différence entre la moyenne arithmétique des concentrations introduites et la
moyenne des concentrations calculées.

4. Eidélite :
La fidelité exprime I’étroitesse de I’accord entre une série de mesures provenant de multiples prises d’un méme
¢échantillon homogéne dans des conditions prescrites. Elle donne des informations sur I’erreur aléatoire et est
évaluée a trois niveaux: la répétabilité et la fidélité intermediaire et reproductibilité. La fidélité traduit
uniquement la distribution des erreurs aléatoires et n’a aucune relation avec la valeur vraie ou spécifié¢e. La
mesure de fidélité est calculée a partir de 1’écart type des résultats d’essais.

Le terme « résultats d’essai indépendants » signifie des résultats obtenus d’une facon non influencée par un essai
précédent sur le méme matériau ou similaire, compte tenu des contraintes liées au secteur d’activité concerne.

Les mesures quantitatives de la fidélité dépendent de facon critique des conditions stipulées. Peuvent ainsi étre
distinguées les conditions de :

»  Répétabilité : conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus par la méme
méthode sur des échantillons d’essai identiques dans le méme laboratoire, par le méme
opérateur, utilisant le méme équipement et pendant un court intervalle de temps.

»  Fidélité intermédiaire : conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus par la
méme méthode sur des échantillons d’essai identiques dans le méme laboratoire, avec
différents opérateurs et utilisant des équipements différents et pendant un intervalle de temps
donné.

»  Reproductibilité : conditions ou les résultats d’essai sont obtenus par la méme méthode sur
des échantillons d’essais identiques dans différents laboratoires, avec différents opérateurs et
utilisant des équipements différents.

La fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) peut étre exprimée en écart type (SD) et en termes de coefficient
de variation (CV).
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L’estimation de la variance intra-série donne une estimation de la variance de répétabilité tandis que la somme
des estimations des variances intra- et inter série donne une estimation de la variance de fidélité intermédiaire.

5. Exactitude :
L’exactitude exprime 1’étroitesse de I’accord entre le résultat d’essai et la valeur de référence acceptée comme
telle, appelée également “valeur conventionnellement vraie”. L’exactitude prend en compte I’erreur totale, c’est
a dire I’erreur systématique et I’erreur aléatoire liées au résultat. Par conséquent, 1’exactitude est 1’expression de
la somme de la justesse et de la fidélité.

Le profil d’exactitude est obtenu en reliant entre elles d’une part les bornes inférieures et d’autre part les bornes
supérieures de I’intervalle de tolérance, bornes calculées pour chaque niveau de concentration.

La méthode est considérée comme valide pour I’intervalle de dosage ou le profil d’exactitude est compris dans
les limites d’acceptation fixées a priori.

Cette approche garantit garantirait que seules 5.0% des futures mesures d’échantillons inconnus seront en dehors
de ces limites. Dans sa définition de 1994(la norme ISO 5725), I’exactitude est trés proche de la justesse.
Cependant, la note explicative CEE I11/844/8 7montre qu’il s’agit d’un mélange entre la justesse (un biais) et la
fidélité (un écart type). C’est pourquoi le terme« exactitude » est toujours accompagné des termes« justesse » et
« fidélité » dans le titre méme de la norme ISO 5725. En fait, on ne peut pas mesurer en un seul parameétre un
¢écart a une valeur de référence et une dispersion des résultats. C’est pourquoi on préfére aujourd’hui parler,
d’une part, d’incertitude qui est caractérisée par un écart type composé (dont une des composantes est la
composante aléatoire du biais de justesse), d’autre part, de justesse. Signalons encore que le seul intérét de
I’incertitude par rapport a la fidélité est de se rapprocher du vocabulaire classique de la métrologie.

6. Linéarité :

La linéarité d’une méthode analytique est sa capacité a I’intérieur d’un certain intervalle de dosage d’obtenir des
résultats directement proportionnels a la concentration en analyte dans 1’échantillon.

L’exigence de linéarité s’applique aux résultats (concentration calculée = f (concentrations introduites)), pas aux
réponses (signal = f(concentrations introduites)). C’est un pré-requis a I’estimation de la justesse. A I’inverse,
I’existence d’une relation linéaire entre la concentration estimée et la concentration introduite n’implique pas que
la méthode soit juste.

7. Limites de détection (LD)

La limite de détection d’une procédure d’analyse est la plus petite quantité de 1’analyte dans un échantillon
pouvant étre détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte dans les conditions expérimentales décrites
de la procédure.

8 Lalimite d ification (LO):

La limite inférieure de quantification est la plus petite quantité de I’analyte dans un échantillon pouvant étre
dosée dans les conditions expérimentales décrites, avec une exactitude définie. La définition peut également étre
appliquée pour la limite supérieure de quantification, qui est la plus grande quantité de 1’analyte dans
I’échantillon pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales décrites, avec une exactitude définie.
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Les limites de quantification sont obtenues en calculant la plus petite et la plus grande concentration pour
lesquelles les limites d’exactitude, c’est a dire les limites de I’intervalle de tolérance attendu au niveau 3 sortent
des limites d’acceptation.

9. Intervalle de dosage:

L’intervalle de dosage est I’intervalle compris entre les limites inférieure et supérieure de quantification ou la
procédure analytique atteint 1’exactitude souhaitée.

10. Sensibilité :
La sensibilité d’une procédure d’analyse peut étre définie comme étant le rapport de la variation de la réponse de
la méthode d’analyse a la variation de la quantité d’analyte.

De plus, selon les domaines d’activité concernés, d’autres critéres plus spécifiques peuvent étre requis, par
exemple :

»  stabilité de ’analyte ;
»  rendement d’extraction (absolu et relatif) ;

>  effet de dilution, etc.

11. Stabilite <
La stabilité de la substance a analyser doit étre testée pendant la phase de développement et confirmée au terme
de la validation de la procédure de dosage puisqu’elle conditionne la validité des autres criteres. Le contrble de la
stabilité s’effectue le plus souvent, en fonction de I’intervalle de dosage, a un ou deux niveaux de concentration
représentatifs de cet intervalle. A partir de solution fraichement préparée ou reconstituée dans la matrice cible,
répartie en nombre suffisant d’aliquotes, la stabilité est évaluée sur la base minimale de trois échantillons par
Mmesure dans des conditions de conservation variées, telles que la lumiére, I’obscurité, la température, le pH, etc.
Ces conditions sont le plus souvent fonction de la pratique courante du laboratoire et des demandes
réglementaires. L’application, I’acceptabilité et I’interprétation des normes de stabilité restent a ce jour propre a
chaque laboratoire.

12. Rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction absolu peut étre obtenu par le rapport des signaux mesurés, d’ une part apres
traitement de 1’échantillon chargé avec une quantité connue et d’autre part aprées I’injection directe dans le
systéme analytique d’une solution de référence contenant une concentration équivalente de substance a
examiner. Le rendement d’extraction absolu est un critére important pour les procédures nécessitant une
extraction préalable du principe actif. Si le rendement d’extraction est faible, il conviendra donc de poursuivre le
développement de la méthode. En effet, ce critére intervient directement dans 1’évaluation du seuil de
guantification de la méthode.

13. Effet de la dilution :
L’effet de dilution doit également étre testé afin de valider le protocole qui sera appliqué en routine pour diluer
les échantillons dont la concentration dépasserait le seuil supérieur de I’intervalle de dosage.
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3-Les regles de décision :

Puisque les documents réglementaires relatifs a la validation des méthodes sont a caractéres global, ils laissent
une place a l'interprétation des analystes qui pourront alors choisir la régle de décision qui permettra de déclarer
valide une méthode d'analyse. On distingue :

1. L’approche descriptive.

2. L’approche de différence.

3. L’approche d’équivalence.

4. L approche erreur totale ou profil d’exactitude.

On s’intéresse a I’approche d’erreur totale ou profil d’exactitude qui est une regle de décision, a la fois pratique
et visuelle, la nouvelle stratégie de la SFSTP.

4-Profil d’exactitude :
4.1 Methode du profil d’exactitude :

La validation de méthodes par profil d’exactitude, est une méthode basée sur 1’estimation d’un intervalle, dans
lequel se situe le résultat d’un dosage, et de vérifier qu’il ne sorte pas des limites fixés.

Pour représenter schématiquement cette validation de méthode d’analyse, il faut définir le pourcentage % des
résultats qui doivent se trouver dans les limites -\ +A, définir les limites -A +A et les concentrations de validation.
11 est recherché un intervalle dans lequel se situe f% des résultats, obtenu par une méthode, dans un laboratoire
donné, a une concentration définie. Cet intervalle est ’intervalle de confiance estimé, contenant % des résultats,
représentant 1’exactitude de la méthode de dosage. La confrontation entre les limites définies -A +A et les limites
de cet intervalle de confiance, aux différentes concentrations étudiées, est appelé un profil d’exactitude et permet
de prendre la décision de validation ou non de la méthode dans un laboratoire.

Le profil d’exactitude permet une représentation visuelle des performances futures de la procédure et son
utilisation comme seul outil de décision, permet non seulement de réconcilier les objectifs de la procédure avec
ceux de la validation, mais aussi de visualiser rapidement la capacité de la procédure a répondre de facon fiable a
son objectif analytique.

4.2 Critéres de validati : lles de tolé _
A fidélite : _

La justesse et la fidélité d’une méthode pouvaient dépendre du niveau de concentration de I’analyte. 1l serait
donc incorrect de calculer une valeur unique représentant la totalité des mesures obtenues par cette méthode,
comme les approches classiques de validation le conseillent généralement.

La méthode du profil d’exactitude propose de déterminer la justesse et la fidélité de la méthode en calculant les
critéres suivants pour chaque niveau de concentration étudié:

1 ..
i1 21-121 Xij

=] Concentration introduite moyenne.
X

X =
_ ZI 2] Zii . .
7= £i=1 4j=1 ) Concentration calculée moyenne.
I[X]
56



Chapitre 3 Validation d’'une méthode analytique

S =scErg=Ty-ECart-type de répétabilité.

SIV/STFSZ Ecart-type de fidélité intermédiaire.
B r

CVi = SH o 100 Coefficient de variation de fidélité intermédiaire.
X

—=X 100
X

Taux de recouvrement moyen.

Avec : SCEr: la Somme des carrés des écarts résiduelle.

SCEB: la Somme des carrés des écarts inter-séries.

X : La valeur de référence de I'échantillon étudié.

Z : La valeur moyenne de mesurages répétés sur Ce méme échantillon.
I: le nombre de séries.

J: Le nombre de répétitions par série.

Les valeurs des critéres calculés ne doivent pas étre interprétées pour juger de la validité de la méthode
analytique. En effet, le profil d’exactitude regroupe les notions de justesse et de fidélité dans le concept
d’exactitude. On calcule ainsi I’intervalle de tolérance des valeurs par niveau de concentration, en utilisant les
criteres calculés précédemment.

B. | lle de tolé : _

Il s’agit d’un intervalle dans lequel on est capable de prédire que se trouve en moyenne une proportion connue de
mesures.

Cet intervalle peut étre calculé de plusieurs facons.
On appelle B la proportion attendue de résultats futurs.

L’intervalle de tolérance (IT) est calculé pour chaque niveau de concentration selon la formule suivante : [biais
% — Q¢ % Sy, biais% + Q: x S7] Intervalle de tolérance.

Les coefficients intervenant dans cette formule sont calcules comme suit:
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B=v—BtLl  Coefficient B.

JXR+1

52
R= 3 Coefficient R.

Sy

1

Sir= Sm X V1 + % B? Ecart-type de I'lT.
Q=t 148
V2

Facteur de couverture de I'l T.
Dans le calcul du facteur de couverture de I'intervalle de tolérance, la quantité t 1.4 représente le quantile de la

V2
distribution t de Student pour la probabilité 1_+21i et v degrés de liberté. Ce nombre de degré de liberté est calculé
Selon Dans le calcul du facteur de couverture de I'intervalle de tolérance, la quantité ¢ 1.z représente le quantile

)

de la distribution t de Student pour la probabilité-1+2, et v degrés de liberté. Ce nombre de degré de liberté est
2

calculé selon la formule suivante:

R+ 1)2

R+12

R+ ) 1-—
I

VvV =

-1 T

Nombre de degrés de liberté.
Le coefficient R représente le rapport des variances inter-séries et intra-série, et traduit I’'importance relative de
I’effet de la série. Ainsi, si la méthode ¢tudiée comporte un effet série peu marqué, ces deux variances seront
proches, le coefficient R sera proche de 1 et aura donc peu d’impact dans les calculs. En revanche, dans le cas
d’une méthode présentant un effet série important, la variance inter-séries va augmenter et le coefficient R
également. Ceci aura une conséquence importante dans le calcul du nombre de degrés de liberté, qui va étre
diminué. Or, plus le degré de liberté est petit, plus le facteur de couverture Qt va étre élevé, ce qui induira un
élargissement de I’intervalle de tolérance.

Une fois les calculs des coefficients effectués, on peut calculer les limites haute et basse de I’intervalle de
tolérance par niveau selon I’équation Intervalle de tolérance qui vont nous permettre de construire le profil
d’exactitude de la méthode.

43 ion d fil @ . : station des résultats

Une représentation graphique des résultats en valeurs relatives par rapport a la valeur de référence du niveau est
effectuée.

On reporte sur ’axe horizontal les valeurs de référence moyennes, et sur I’axe vertical :

> les limites de tolérance relatives haute et basse ;
» les taux de recouvrement moyens ;
> les limites d’acceptabilité relatives haute et basse.
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L’interprétation du profil d’exactitude présenté a la Figure 7 est simple. Aussi longtemps que
I’intervalle de tolérance est compris entre les limites d’acceptabilité, la probabilité que la différence
entre la valeur Z trouvée par la méthode en routine et la valeur de référence X reste inférieure a la
limite d’acceptabilité est supérieure a la valeur [ choisie (en général 80%) : la méthode reste valide.

Dans le cas de la Figure 7, on voit que la limite supérieure de I’intervalle de tolérance coupe la
limite supérieure d’acceptabilité vers le niveau de concentration 70

%. Cela signifie que pour une concentration inférieure a ce niveau, ’analyste ne peut plus garantir

que la méthode est capable, en routine, de produire en moyenne une probabilité B de résultats
acceptables.

Le domaine de validité correspond aux concentrations pour lesquelles I’intervalle de tolérance est
compris dans les limites d’acceptabilité. Pour la Figure 7, le domaine de validité de la méthode est
donc compris entre les niveaux de concentration 70 % et 140 %.

La Figure 7 montre également d’autres informations a partir desquels nous pouvons effectuer un
certain nombre de diagnostics pour la méthode correspondante.

Tout d’abord, on note que le biais varie en fonction de la concentration. Il passe de

+2 % a -2 % environ entre les niveaux de concentration 60 et 140%.Les biais de justesse pouvant
étre a ’origine de ce phénomeéne, il serait intéressant de 1’étudier.

Comme attendu, on remarque que la fidélité augmente avec la concentration, conduisant a un profil
d’exactitude élargi a la plus faible concentration, et qui se rétrécit quand celle-ci augmente.

Figure 07 : Profil d’exactitude.

6.0 1

N
o
!

Recouvrement (%)
o
o
5
D
o
©
o
=
o
a
o

160
- ./’/4\.
4.0
6.0 -
Niveau de concentration (%)
—— R e cOUVIEM ENt % =il |ntervalle olérance === == | imites d'acceptabllitél

4.1 Lalimite de guantification :

Il existe une concentration a partir de laquelle au moins une des bornes de I’intervalle de tolérance coupe une des
limites d’acceptabilité. Au-dessus de ce seuil, I’analyste peut garantir que la méthode produira une proportion de

résultats au moins égale a . Selon les reégles de décision proposées, la méthode est donc valide puisqu’elle
permet de garantir les objectifs fixés. En revanche, en dessous de ce seuil, il n’est plus possible de conclure a la
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validité. Tout naturellement, on peut proposer de définir ce seuil comme la limite de quantification (LQ) de la
méthode.

Ainsi, par définition, quand elle se produit, I’intersection entre le profil d’exactitude et les limites d’acceptation
définissent les limites de quantification basse (LLOQ) et haute (ULOQ) de la procédure. Entre ces deux limites,
il y a bien sir I’intervalle de dosage. De la sorte, les limites de quantification sont bien les valeurs extrémes qui
peuvent étre quantifiées avec une exactitude définie.

Lorsqu’il est nécessaire d’avoir une trés bonne estimation de la limite de quantification, il est judicieux d’utiliser
un plan de validation avec au minimum K=4 niveaux. Les deux niveaux les plus bas doivent alors étre choisis de
facon a encadrer au plus pres la LQ supposée. L’interpolation sera alors d’autant plus exacte que cet
encadrement sera étroit.

La LQ peut étre obtenue exactement en calculant I’abscisse du point d’intersection. Mais les calculs doivent étre
réalisés sur les valeurs absolues des limites d’acceptabilité et de tolérance car le fait de passer aux valeurs
relatives, utilisées en pratique pour la représentation graphique du profil, introduit une interpolation
hyperbolique. En effet, le calcul des coordonnées du point d’intersection de deux droites est un probléme
d’algebre bien connu.

Enfin, il nous parait encore important d’insister sur le fait que la phase de validation est I’étape ultime avant la
mise en exploitation de la procédure analytique, permettant non seulement d’estimer raisonnablement ses
performances (critéres) dans les conditions attendues d’utilisation, mais aussi et surtout de vérifier sur la base de
ces performances son aptitude a quantifier & I’avenir chaque échantillon inconnu qu’elle aura a doser.

Une seule décision doit étre prise : la procédure analytique est considérée valide ou pas, et donc un seul
statistique doit supporter cette décision. C’est le role joué par le profil d’exactitude. Par conséquent,
I’interprétation est analytiquement aisée et I’ensemble des statistiques utiles et requises sont intégrées, a savoir,
justesse, fidélité, limites de quantifications, risque, linéarité.

C’est ’intention de SFSTP 2003/2006, elle ne simplifie pas seulement la démarche d’analyse des données, mais
plus encore, elle rend les statistiques appropriees et cohérentes avec I’objectif de la validation.

Dans I’approche présentée ici, seule la qualité des résultats futurs comptent parce que c’est précisément I’objectif
d’une procédure analytique de rendre des résultats, pas des statistiques.

De plus, si on peut prouver que les résultats sont « bons » alors ceux-ci ne peuvent étre obtenus qu’avec une «
bonne » procédure. C’est certain.

La consequence fondamentale et pratique est que si 1’on peut montrer, par I’'usage du profil d’exactitude, que les
résultats sont de qualité, alors, de fagon automatique, tous les critéres de performances qui doivent étre calculés
et rapportés pour satisfaire aux exigences réglementaires, seront satisfait également. Le bénéfice est donc double
: comprendre la qualité des résultats et satisfaire aux exigences réglementaires.

Finalement, cette approche s’applique a tous les types de procédures analytiques. Il n’y a en effet aucune raison
pour que la fagon d’évaluer les résultats d’une procédure quantitative soit différente selon la nature méme de la
procédure, physico chimique ou biologique. Certains aspects techniques peuvent varier, comme les fonctions de
réponses, mais en fin de compte, le point d’arrivé est identique : le profil d’exactitude des résultats.
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La SFSTP insiste sur la nécessité de la validation, qu’elle doit toujours intervenir apres le développement de la
méthode puisque si on essaie de conduire les essais avec une méthode encore mal connue, on risque d’avoir de
sérieuses déconvenues ; et on pourrait alors conclure a son inefficacité.

Cependant ce guide n’a ni expliqué et ni détailler le choix de I’algorithme dans le calcul. (37), (38), (23), (39)

5 Protocole de validation :

Il nous parait encore important d’insister sur le fait que la phase de validation est 1’étape ultime avant la mise
en exploitation de la procédure analytique, permettant non seulement d’estimer raisonnablement ses
performances (critéres) dans les conditions attendues d’utilisation, mais aussi et sur- tout de vérifier sur la base
de ces performances son aptitude a quantifier a I’avenir chaque échantillon inconnu qu’elle aura a doser.

Le logigramme de la figure 07 présente la démarche proposée dans ce guide pour sélectionner un protocole
expérimental de validation en fonction des contraintes ou des spécificités liées a la procédure de dosage sous
épreuve.

En I’absence d’informations pertinentes obtenues lors du développement ou d’une connaissance particuliére de
I’analyste sur les performances de la procédure, une phase de pré validation est conseillée. En revanche, si ces
informations sont disponibles, il est tout d’abord recommandé de s’interroger sur la présence ou I’absence d’un
effet de la matrice. En I’absence de ce dernier effet, la question suivante porte sur le niveau ou les niveaux de
concentration qui seront utilisés en routine pour 1’étalonnage. Selon les réponses, les protocoles V1 et V2 sont
préconisés. Dans le cas inverse, ou un effet d0 a la matrice est évident, le protocole V5 est directement retenu.
En- fin, dans la situation intermédiaire, les protocoles V3 et V4 sont proposés en fonction des niveaux
d’étalonnage souhaités.

Figure 08 : Logigramme permettant de sélectionner un protocole de validation.
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la phase de pré validation est de pré- parer tous les éléments nécessaires a la validation formelle dela méthode,

tels que la configuration précise du matériel a utiliser, la préparation des solutions « méres » et « filles » pour la
réalisation des standards d’étalonnage et le mode de préparation des standards de validation.

L’ensemble de ces informations doit idéalement étre formalisé dans un protocole avant d’entreprendre la phase

de validation.

En outre, les principaux objectifs de la phase de pré validation sont de :

- définir la fonction de réponse (linéaire ou non linéaire, transformation mathématique, pondération) qui sera

utilisée comme systeme d’étalonnage lors de la validation,

- définir le seuil de détection (si nécessaire),

estimer le ou les seuil(s) de quantification (selon les procédures),

- évaluer I’intervalle de dosage ainsi que le nombre des points de la gamme d’étalonnage,

déterminer éventuellement le rendement d’extraction (Si un processus d’extraction est impliqué dans la

procédure),

- Vérifier la spécificité avant d’entreprendre la phase de validation de la procédure.
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Tous ces résultats doivent faire I’objet d’un rap- port documenté et leur analyse doit idéalement aboutir a la
rédaction d’un protocole de validation dé- taillé décrivant la procédure expérimentale, les produits a doser, les
critéres de la validation et leurs limites d’acceptation.

Le logigramme de la figure 08 présente la démarche pour sélectionner un protocole expérimental de pré
validationen fonction des contraintes ou des spécificités liées a la procédure de dosage sous épreuve. Il est
toutefois primordial d’insister sur le fait que cette démarche de pré validation n’est pas indispensable et que sa
raison d’étre est essentiellement liée a des procédures plus complexes impliquant notamment la sélection d’une
fonction de réponse, I’estimation de limites de quantification préalable a la phase de validation. Elle peut étre
remplacée par une phase d’optimisation. 11 est également nécessaire de rappeler que les expériences de pré
validation sont essentiellement réalisées sur les standards d’étalonnage.

Ainsi que la montre la figure 08, il est tout d’abord recommandé de s’interroger sur la présence ou I’absence
d’un effet de la matrice. Ensuite, quelle que soit la réponse, 1’interrogation suivante portera sur la nécessité ou
non d’estimer la ou les limite(s) de quantification tout en gardant a I’esprit qu’un des objectifs premiers de la pré
validation est de définir la fonction de réponse traduisant le mieux la relation entre la réponse et la concentration.
Les différents protocoles résultants sont résumés dans le tableau VI ou différents niveaux de concentration sont
proposés a titre d’exemple. 11 est a noter que chaque essai doit étre répété a un minimum de deux reprises et sur
un minimum de deux séries. Notons que le caractére d’indépendance de ces répétitions et sur- tout de ces séries
est laissé a I’appréciation de 1’analyste. 11 doit toutefois étre conscient que la puissance de son estimateur de la
fidélité en dépendra.

Outre I’établissement des fonctions de réponse appropriées, les protocoles proposés dans le tableau VI peuvent
notamment s’appliquer :

- PV1: alarecherche de la limite de quantification d une impureté de synthése disponible d’une substance
chimique ou d’un de ses produits de dégradation disponibles dans cette méme substance

- PV2 : ala mise en évidence d’un effet di a la matrice lors du dosage d’une substance chimique (principe
actif, agent conservateur) dans une spécialité pharmaceutique ;

- PV3:a larecherche de la limite de quantification ainsi qu’a la mise en évidence d’un effet dii a la matrice
lors du dosage simultané d’une substance chimique et d’une de ses impuretés ou produits de dé- gradation
non disponibles ou non identifiés dans une spécialité pharmaceutique (cas de 1’utilisation de la substance
chimique concernée & la concentration maximale admise comme traceur de I’impureté ou du produit de
dégradation) ;

- PV4 : a larecherche de la limite de quantification ainsi qu’a la mise en évidence d’un effet d0 & la matrice
lors du dosage d’une impureté de synthese disponible ou d’un de ses produits de dégradation disponibles
dans une spécialité pharmaceutique ;

- PV5 :a larecherche de la ou des limite(s) de quantification (inférieure et supérieure) lors de la
détermination d’une substance chimique dans une matrice complexe.

- PV6 : a la définition d’un intervalle de dosage lors de la détermination d’une substance chimique dans une
matrice complexe.

Figure 8 : Logigramme permettant de sélectionner un protocole de pré validation (40)
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La validation analytique est une étape cruciale dans le domaine de I'analyse chimique et biologique. Elle
englobe un ensemble de procédures et de tests visant & évaluer les performances, la fiabilité et la robustesse d'une
méthode analytique avant son application sur des échantillons réels. La validation analytique garantit la justesse et
la précision des résultats obtenus, ce qui est essentiel pour prendre des décisions éclairées dans de nombreux
domaines tels que la recherche pharmaceutique, la sécurité alimentaire, I'environnement et bien d'autres.

C’est une exigence réglementaire, elle constitue une étape indispensable dans le systéme d’assurance qualité. En
effet la validation est une étape obligatoire du cycle de vie d’une procédure analytique comme il a été défini et
publié dans les différents principaux référentiels, documents et guides (ISO, ICH, SFSTP, FDA, etc.). Il existe une
panoplie de documents officiels, référentiels et guidelines publiées dans ce sens ; a savoir :

L'International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH), également connu sous le nom de Conseil international pour I'narmonisation des exigences techniques pour
les produits pharmaceutiques a usage humain qui fournit Guideline for industry on validation of analytical
procedure (ICH Q2A: definitions and terminology) (Mar 1995). Il traite les définitions et la terminologie. Guidance
for Industry- Q2B validation of analytical procedures : (ICHQ2B : Methodology) (Novembre 1996). Il fournit des
conseils et recommandations ; aussi fournit des lignes directrices reconnues a I'échelle internationale pour la
validation analytique a savoir le document Q2(R1) intitulé "Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology" (Validation des procédures analytiques : texte et méthodologie). Ce document fournit des
orientations détaillées sur les parametres a évaluer lors de la validation analytique y compris les critéres de
validation ;

Par contre La Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) a publié plusieurs
références concernant la validation analytique entre les années 2003 et 2006 qui est une démarche statistique de
validation d’une méthode analytique. Publiés et améliorés au fil des années, ces rapports constituent un outil
incontournable pour statuer sur la validité ou non d’une méthode analytique a savoir :

v/ SFSTP 2003-2006 partie 1 Validation des procédures analytiques quantitatives Harmonisation des
démarches

v/ SFSTP 2003-2006 partie 2 Validation des procédures analytiques quantitatives : Harmonisation des
démarches (Statistiques)

v' SFSTP 2003-2006 partie 3 Validation des procédures analytiques quantitatives : harmonisation des
démarches. (Exemples d’application)

Etude critique et comparaison des deux guides de validation analytigue :

1- Méthod Ivtique :
Selon ICH ¢
Selon les directives de I'International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH), la procédure analytique est définie comme une séquence
d'opérations specifiques qui sont effectuées pour effectuer une analyse donnée. La procédure analytique

décrit les étapes détaillées nécessaires pour exécuter l'analyse, y compris les réactifs, les équipements, les
conditions expérimentales, les calculs et les étapes de validation appropriées.
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La procédure analytique ICH doit étre claire, précise, reproductible et spécifique pour assurer des résultats
fiables et précis. Elle doit également étre conforme aux bonnes pratiques de laboratoire (BPL) et aux
exigences réglementaires applicables.

Selon SESTP pharma 2003-2006 :

La procédure analytique selon la SFSTP en 2003-2006 pourrait donc étre une approche spécifique
définie dans les documents de cette association par une série d'étapes détaillées et spécifiques qui sont
suivies pour effectuer une analyse dans le domaine pharmaceutique. Elle comprend les différentes étapes,
telles que la préparation des échantillons, l'utilisation de réactifs, les méthodes d'instrumentation, les
calculs, et les étapes de validation nécessaires pour garantir la fiabilité et la précision des résultats
analytiques ; a un but de mener a bien les analyses pharmaceutiques a cette époque. Elle est aussi Une
analyse chimique peut étre définie comme une suite d’opérations ¢lémentaires, statistiquement
indépendantes les unes des autres, qui commencent au moment de la prise d’essai (prélévement d’un
échantillon analytique sur I’échantillon de laboratoire) et aboutissent a I’expression d’un résultat
d’analyse qu’il faudra valider pour pouvoir disposer enfin d’une donnée analytique.

Procédure écrite décrivant aussi I’ensemble des moyens et modes opératoires nécessaires pour
effectuer I’analyse de I’analyte, ¢’est-a-dire : domaine d’application, principe et/ou réactions, définitions,
réactifs, appareillage, modes opératoires, expression des résultats, tests de conformité, rapportd’essai.

On peut distinguer différents types de procedures d’analyse :

- procédure d’analyse quantitative : procédure d’ana- lyse permettant de mesurer la quantité d’analyte
pré- sente dans 1’échantillon pour laboratoire ;

- procédure d’analyse de référence : procédure d’ana- lyse reconnue par des experts (exemple :
pharmacopée) ou prise comme référence par accord entre les parties, qui donne, ou est supposée
donner, la valeur de référence acceptée de la grandeur de I’analyte a mesurer ;

- procédure d’analyse alternative : procédure d’ana- lyse utilisée par le laboratoire a la place d’une
procédure de reference.

- Une procedure alternative permet d’analyser ou d’estimer, pour une catégorie de produits donnée, la
méme grandeur que celle qui est mesurée par la procédure de référence correspondante. Une
procédure d’analyse alternative peut consister en une simplification de la procédure de référence.

- Signalons qu’il nous est apparu plus opportun dans le présent document d’utiliser le terme «
procédure » plutdt que « méthode » afin d’éviter toute confusion ultérieure. De plus, les expressions «
méthode de dosage » et « méthode de détermination » sont parfois employées comme synonymes de
I’expression « méthode d’analyse ». Ces deux expressions ne doivent pas étre employées dans ce sens
car elles sont plus limitatives.

2- Objectif d’une procédure analytique :

SelonlICH :

L'objectif principal de la procédure analytique selon les directives de I'International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) est de garantir que les
méthodes analytiques utilisées dans le cadre du développement, de la validation et du contréle de la q6u alité
des produits pharmaceutiques sont appropriées, fiables et produisent des résultats précis et reproductibles.
Voici les principaux objectifs de la procédure analytique selon I'lCH :
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1. Assurer la qualité et la conformité réglementaire : La procédure analytique ICH vise a s'assurer
que les méthodes utilisées répondent aux exigences réglementaires applicables et aux normes de
qualité des produits pharmaceutiques.

2. Fournir des résultats fiables : La procédure analytique ICH établit des directives détaillées pour
garantir la précision, la précision, la reproductibilité et la spécificité des résultats analytiques. Cela
permet de s'assurer que les données générées sont fiables et peuvent étre utilisées pour prendre des
décisions critiques en matiere de qualité et de sécurité des produits pharmaceutiques.

3. Faciliter la comparabilité et I'interchangeabilité : L'ICH encourage I'utilisation de méthodes
analytiques comparables et interchangeables entre les laboratoires, les sites de production et les
pays. Cela facilite la comparaison des résultats et la reconnaissance mutuelle des données
analytiques, favorisant ainsi le commerce international des produits pharmaceutiques.

4. Soutenir le développement et la validation des méthodes : La procédure analytique ICH fournit
des lignes directrices pour le développement et la validation des méthodes analytiques. Cela inclut
I'établissement des parameétres de performance, tels que la spécificité, la linéarité, la précision, la
sensibilité, la robustesse et la stabilité, afin de garantir la validité et la fiabilité des méthodes
utilisées.

5. Promouvoir I'narmonisation internationale : L'ICH vise a harmoniser les exigences et les pratiques
réglementaires entre les différentes régions et pays. La procédure analytique ICH contribue a cette
harmonisation en fournissant des recommandations communes pour le développement et la
validation des méthodes analytiques, ce qui facilite I'acceptation mutuelle des données analytiques
entre les autorités réglementaires.

Selon SFSTP Pharma 2003-2006

L'objectif général d'une procédure analytique selon la Société Francaise des Sciences et Techniques
Pharmaceutiques (SFSTP) est de fournir des directives et des lignes directrices pour I'analyse de
substances et de produits pharmaceutiques, en mettant I'accent sur la précision, la fiabilité et la
reproductibilité des résultats. Voici certains des objectifs couramment associés a une procédure
analytique :

1. Assurer la qualité des résultats : L'objectif principal d'une procédure analytique est de fournir des
résultats de haute qualité qui sont précis, reproductibles et fiables. Cela implique l'utilisation de
méthodes et de techniques analytiques appropriées et validées.

2. Garantir la conformité réglementaire : Les procédures analytiques doivent étre conformes aux
réglementations en vigueur dans le domaine pharmaceutique. Cela peut inclure des directives
spécifiques relatives a la spécificité, la précision, la sensibilité, la linéarité, la robustesse et la
stabilité des méthodes analytiques.

3. Valider les méthodes analytiques : Les procédures analytiques doivent étre validées pour s'assurer
de leur aptitude a l'utilisation prévue. Cela peut impliquer des études de validation telles que la
spécificité, la précision, la sensibilité, la linéarité, la robustesse, la stabilité, etc.

4. Harmoniser les pratiques analytiques : La SFSTP vise a promouvoir I'harmonisation des pratiques
analytiques au sein de l'industrie pharmaceutique en France. Les procédures analytiques peuvent
aider a établir des normes et des pratiqgues communes pour assurer la comparabilité des résultats
entre les laboratoires.
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5. Faciliter la recherche et le développement : Les procédures analytiques peuvent étre utilisées pour
soutenir la recherche et le développement de nouveaux medicaments et produits pharmaceutiques.
Elles peuvent contribuer & I'identification, a la quantification et a la caractérisation des substances
et des produits pharmaceutiques.

Il est important de noter que les objectifs spécifiques de la procédure analytique peuvent varier en
fonction du contexte, des réglementations et des besoins spécifiques de I'industrie pharmaceutique. Pour
obtenir des informations précises sur les objectifs de la procédure analytique selon la SFSTP.

3- Validation analvtique :
Selon ICH :

Selon l'International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use (ICH), la validation est définie comme le processus qui permet de démontrer que les
procédés, les méthodes, les systémes, les matériels ou les activités sont aptes a atteindre les résultats
attendus.

La validation est utilisée pour évaluer la performance, la fiabilité et la reproductibilité des procédes, des
méthodes analytiques, des systemes informatiques, des équipements, des installations et d'autres activités
dans I'industrie pharmaceutique. Elle est réalisee conformément a des protocoles et a des critéres
prédéfinis afin de fournir des preuves scientifiques que les procédés et les systémes sont appropries pour
leur utilisation prévue.

La validation implique la collecte de données expérimentales, I'établissement de protocoles et de plans de
validation, ainsi que l'analyse et I'interprétation des résultats obtenus. Les parametres évalués lors de la
validation peuvent inclure la spécificité, la précision, la linéarité, la sensibilité, la robustesse, la stabilité,
la reproductibilité et d'autres caractéristiques pertinentes pour assurer la qualité et la fiabilité des résultats.

ICH porte que la terminologie et le protocole de validation sans les études statistiques aussi le protocole
de validation débute directement par la validation et les criteres mais ne porte pas une phase introductive
(pre validation) comme la STP 2003-2006.

Selon SFSTP Pharma 2003-2006

Selon les lignes directrices de la SFSTP, la validation analytique est un processus qui permet de
démontrer que la méthode analytique utilisée est adaptée a son utilisation prévue et qu'elle produit des
résultats fiables, reproductibles et conformes aux exigences réglementaires. La validation analytique
évalue les performances et les caractéristiques de la méthode analytique afin de garantir sa fiabilité et sa
pertinence.

La STP pharma 2003-2006 dit que avant valider il faut passer par une phase de pré validation ou on
doit préparer tous les éléments nécessaires a la validation formelle de la méthode, tels que la
configuration précise du matériel a utiliser, la préparation des solutions « meres » et « filles » pour la
réalisation des standards d’étalonnage et le mode de préparation des standards de validation. L’ensemble
de ces informations doit idéalement étre formalisé dans un protocole avant d’entreprendre la phase de
validation.
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La STP pharma 2003-2006 porte une étude statistique pour une validation analytique avec des
exemples sur des produis pharmaceutique.

La STP pharma 2003-2006 n’oblige de suivre une seule méthode par contre vous étes libre comment
vous faites la validation soit vous débutez de la phase de pré validation soit vous suivez directement le
protocole de validation.

4- Qbjectif de la validation analytique :
Selon ICH :

Les objectifs de la validation selon I''CH sont les suivants :

1. Démontrer la fiabilité : L'objectif principal de la validation est de démontrer que le procédé
analytique est fiable et produit des résultats précis et reproductibles. Cela permet de garantir que
les données analytiques obtenues sont de confiance et peuvent étre utilisées pour prendre des
décisions appropriées.

2. Assurer la conformité reglementaire : La validation des procédés analytiques est essentielle pour
répondre aux exigences réglementaires en vigueur. En démontrant que le procédé est validé et
conforme aux normes, les entreprises pharmaceutiques peuvent s'assurer que leurs produits
répondent aux normes de qualité et de sécurité requises par les autorités réglementaires.

3. Identifier les sources d'erreur : La validation permet d'identifier et de contrdler les sources d'erreur
potentielles dans le procédé analytique. Cela peut inclure des erreurs liées aux réactifs, aux
équipements, aux méthodes de mesure, aux conditions expérimentales, etc. En comprenant ces
sources d'erreur, des mesures correctives peuvent étre prises pour minimiser leur impact sur les
résultats.

4. Evaluer les performances : La validation permet d'évaluer les performances du procédé analytique,
y compris sa sensibilité, sa spécificité, sa linéarité, sa précision, sa robustesse, sa limite de
détection, etc. Cela permet de déterminer les limites et les capacités du procéde, ainsi que sa
pertinence pour les applications prévues.

5. Assurer latransférabilité : La validation permet également de garantir que le procédé analytique
peut étre transféré avec succes d'un laboratoire a un autre ou d'un site a un autre, tout en
maintenant la fiabilité et la précision des résultats. Cela facilite la collaboration entre les
laboratoires et les sites de production, ainsi que les inspections et les audits réglementaires.

Selon SESTP pharma 2003-2006 :

Il parait raisonnable de prétendre que I’objectif de la validation est de donner aux laboratoires ainsi
qu’aux autorités compétentes les garanties que chaque mesure qui sera réalisée ultérieurement en routine,
une fois la procédure validée, sera suffisamment proche de la « vraie valeur » inconnue de I’échantillon
ou du moins comprise dans une limite acceptable, en fonction de la finalité de la procédure. Le but est de
minimiser le risque tant au niveau du producteur que du futur consommateur. Par conséquent, I’objectif
de la validation n’est pas simplement, contrairement a ce que la pratique courante pouvait laisser
entrevoir, d’obtenir des estimateurs du biais et de la fidélité. Toutefois, il n’en reste pas moins que ces
paramétres, comme nous I’avons déja signalé, sont des éléments indispensables & 1’établissement des
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A la lecture de cet objectif, deux notions fondamentales se dégagent, celles de :

- «suffisamment proche », signifiant, par exemple, que la mesure réalisée en routine sera & moins de
X% (X se rapporte a la limite d’acceptation I) de sa « vraie valeur » inconnue

- « garanties », signifiant qu’il est trés probable que, quelle que soit la mesure, elle sera suffisamment
proche de la vraie valeur inconnue (cf. équation 2).

Dans ces conditions, ’exactitude, la fidélité, la linéarité, etc., ne sont plus que des « statistiques » ou

« Eléments de calcul » permettant de chiffrer ces garanties. En effet, on attend d’une procédure de do-
sage qu’elle soit capable de quantifier, et non pas tellement qu’elle soit fidéle, méme si cette fidélité,
convenons-en, constitue un gage de réussite. C’est dans ce contexte que ’analyse statistique des résultats
de validation trouve sa vraie dimension. Toute- fois, dans cette perspective, il faut encore faire la
différence entre les statistiques qui permettent de prendre une décision (quant a I’aptitude d’une procédure
a correspondre a I’'usage pour lequel elle est prévue) et celles qui aident a poser un diagnostic, ¢’est- a-
dire nous renseigner sur un point particulier de ses performances, comme par exemple la linéarité ou le
passage de 1’ordonnée par 0.

En fait, ce dont on a réellement besoin, ¢’est d’un bon outil de décision, ¢’est-a-dire un outil offrant la
garantie que la plupart des futures mesures seront dans les limites d’acceptation. Si les garanties offertes
par la régle de décision ne sont pas satisfaisantes, alors les outils de diagnostic aideront I’analyste a
identifier les causes possibles du probleme ; mais seule- ment si les garanties ne sont pas satisfaites. Ces
outils de diagnostic classiques seront revus dans la publication ultérieure.

5- Ct Papplication -
D'ICH -

Le champ d'application de la validation analytique selon I'International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) s'applique aux méthodes analytiques
utilisées dans le cadre du développement, de la qualification et du contréle des produits pharmaceutigues.
Cela inclut les méthodes utilisées pour la caractérisation, l'identification, la quantification, la purete et la
stabilité des substances actives, des produits finis et des matiéres premieres pharmaceutiques.

La validation analytique selon I''CH s'applique également aux méthodes utilisées dans les études de
dissolution, de bioéquivalence, de bio similaires, ainsi qu‘aux méthodes de contrdle des impuretés, des
contaminants et des produits de dégradation. Les principes de validation analytique de I'ICH s'appliquent a
différents types de méthodes analytiques, y compris les méthodes chromatographiques (comme la
chromatographie liquide haute performance - HPLC et la chromatographie en phase gazeuse - GC), les
méthodes spectroscopiques (telles que la spectrophotométrie UV-visible et la spectrométrie de masse), les
méthodes de dissolution, les méthodes de dosage, les méthodes de titrage, etc.

Il convient de noter que les directives de validation analytique de I''CH fournissent des principes généraux
et des recommandations qui peuvent étre adaptés en fonction des spécificités de chaque méthode
analytique et de chaque produit pharmaceutique. Ces directives visent a garantir la fiabilité, la précision,
la spécificité, la sensibilité et la reproductibilité des résultats obtenus a I'aide des méthodes analytiques
utilisées dans l'industrie pharmaceutique.
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De SESTP Pharma 2003-2006 :

Les différents secteurs d’application visés par le présent guide sont :

les sociétés prestataires de services,

les autorités réglementaires,

les laboratoires officiels de contréle,

les industries des domaines d’activité suivants : chi- mie, pharmacie, biopharmacie, agroalimentaire,
environnement, cosmétologie, etc.

L’objectif du guide est donc de proposer une démarche harmonisée de validation applicable aux
différentes procédures analytiques quantitatives, et ce indépendamment du secteur d’activité. (40) ; (31) ;

(34)

6- Comparaison des criteres de validation selon les différentes

idelin

] . e validation :

Les critéres de validation analytique sont des élements essentiels dans le domaine de I'analyse
chimique, pharmaceutique, médicale et d'autres domaines connexes. Ils sont utilisés pour évaluer la
performance d'une méthode analytique et garantir sa fiabilité, son exactitude et sa précision. Les criteres
de validation analytique peuvent varier en fonction du type d'analyse et de lI'application spécifique, mais il
existe géneralement quelques parametres clés qui sont évalues.
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Tableau 5 : les critéres de validation analytique selon SFSTP pharma 2003-2006 et ICH
ICH SFSTP pharma 2003-
2006

Les caractéristiques de validation typiques qui
doivent étre considérées sont énumérées ci-
dessous:

Les principaux criteres
devalidation sont utilisés
dans les laboratoires
d’analyses sont les

Les critéres de
validation
analytique

Spécificité (Specificity). suivants -
linéarité (linearity). spécificité-
Exactitude (Justesse)(Accuracy). sélectivité ;

Fidelité (Precision).
Répétabilité (Repeatability).

Repetabilité intermédiaire
(Intermediate precision).

Limite de quantification (Quantification limit).

Limite de détection (Detection limit).

Intervalle de validité(Range).

fonction de réponse
(courbe d’étalonnage)

: linéarité ;

fidélité (répétabilité et

; justesse ;

exactitude ;

limite de détection(LD) ;

limite de
quantification(LQ)

; intervalle de dosage
; sensibilité.

De plus, selon les
domaines d’activité
concernés, d’autres
critéres plus spécifiques
peuvent étre requis :

stabilité de
I’analyte ;

rendement d’extraction
(absolu et relatif) ;

effet de dilution
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Specificité / Sélectivite
6.2.1- Définition ;

Tableau 6 : Définition de spécificité selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
SFSTP Pharma
S 2003-2006
-La capacite -La capacité a etablir
d'évaluer sans demaniére univoque
équivoque I’existence de la
I'analyte en substance a analyser
présence de enpresence d’autres
composants dont composants.
on peut :
s'attendre 3 ce -permettre de garantir
quiils soient que _Ie signal mesuré
présents. provient s\eulement de la
Généralement, substancea analyser.
o ceux- ci peuvent -permettre de mesurer
Définition inclure des o

quantitativement un
impuretés, des paramétre
dégrgdants, une physicochimique ou un
matrice. groupement fonctionnel

d’une ou de plusieurs
substance(s) dans
I’échantillon.

6.2.2- Plan expérimental ;

Le premier critére a évaluer pour une méthode analytique est la spécificité ou sélectivité. Différents
guides et réferentiels proposent des définitions qui portent confusion. Il est admis que la spécificité
(notion absolue) est quelque chose d’exceptionnel, or que pour les méthodes séparatives, il est plus
opportun de parler de sélectivité (notion relative). Seul I'ICH utilise le terme « spécificité », les autres
documents parlent de « sélectivité ».
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Tableau 7: Comparaison du critere de spécificité dans les deux guidelines :

- n - Tests & Critéres
GHligelines te?rgin(:(;3 I%tg?; Plan experimental recommandations d’acceptation
Impuretés disponibles :On ajoute & | Démontrer une distinction | Non
la substance pure (substance entre la substance a analyser| spécifié
médicamenteuse ou produit fini) et les autres substances
une quantité adéquate d’impuretés | présentes ;
et (ou) d’excipients puis on
démontre que les résultats obtenus P,our la teneur, comparer les
ne sont pas affectés. résu Itats/ obtenus par les
Impuretés non disponibles : On c!eux methode_s et pou/r
compare les résultats obtenus avec Panalyse des |mpl_Jretes,
1€5 des échantillons renfermant des f;ompare/r les pr(?flls des
. . . impuretés donneés avec les 2
impuretes ou des produits de , _
Spécificité dégradation aux résultats obtenus méthodes ;
avec une autre methode d’analyse | [ °avalyation de pureté des
bien connue. Ces comparaisons pics peut étre utile pour
doivent inclure des échantillons démontrer que le pic
exposés a des conditions de stress. chromatographique
correspondant a la
substance a analyser n’est
pas attribuable a plus d’une
substance.
démontrer que la substance -L’étude de la spécificité [Non spécifié
analysee ausein de la matrice est nécessite la préparation et
bien I’analyte recherché. Or, ence | I’analyse des solutions
qui concerne les techniques suivantes :
chromatographiques, celles-ci sont . .
SISl plutét sélectives (notion relative) - Une solution standa\rd a
pharma que spécifiques (notion absolue). Le 100% (pa}r ra'?po_” a la
2003- degré de sélectivité de la procédure congentration theorique)
2006 de dosage -Une solution échantillon &
L dépend d’ailleurs de la 100% (par rapport a la
Sélectivité . -
concentration théorique).Le
signale donner a partir de la
solution placebo doit étre
Normalement nulle.
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qualité de la séparation Les signaux obtenus par
chromatographique et de la les deux solutions
sélectivité intrinseque du mode de | standard 100% et
détection. 1l nous apparait donc échantillon 100% doivent
plus opportun dans le présent étre comparables.

document de maintenir le terme
«sélectivité » dans le cas des
méthodes chromatographiques

-Soit par la comparaison
des signaux
instrumentaux obtenus a
partir  des  solutions
préparees : les spectres
obtenus a partir de la
solution standard 100% et
la solution échantillon
100%  doivent  étre
systématiquement
superposables.

-Soit en comparant la
droite obtenue avec la
gamme matrice (forme
reconstituée) avec celle
obtenue a partir de la
gamme standard.

-elle peut étre obtenue par
séparation préalable (par
exemple :
chromatographie), de
faconmathématique

(parexemple

résolution

d’équations  simultanées)
ou de facon biochimique
(réactions a ’aide
d’enzymes).

-elle n’est pas trouvée dans
les statistique de STP
pharma 2003-2006 mais
trouvée dans la partie de
pré validation

6.3- Eonction de réponse :
Enrégle générale, la fonction de réponse d’une procédure d’analyse traduit, & I’intérieur de I’intervalle de

dosage, la relation existante entre la réponse (signal) et la concentration (quantité) en substance a
examiner dans I’échantillon. La fonction de réponse monotone la plus simple qui exprime cette
relation est appelée « courbe d’étalonnage », tandis que la linéarité d’une procédure d’analyse est sa 7¢
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capacité a I’intérieur d’un certain intervalle de dosage d’obtenir des resultats directement proportionnels
a la quantité (exemple : concentration) en analyte dans 1’échantillon.

Le critere de linéarité se référe a la relation entre la quantité introduite et la quantité calculée (résultat)
d’analyte a partir de la courbe d’étalonnage tandis que la fonction de réponse se réfeére a la relation entre
la réponse instrumentale et la concentration. Le document de I'ICH confond entre les 2 termes
(linéarité et fonction de réponse) alors que désormais celui de la STP pharma 2003-2006 garde seulement
le terme courbe d’étalonnage en précisant qu’on doit utiliser le modele le plus simple qui décrit
adéquatement la relation concentration — réponse.

6.3.1- Définition :
Tableau 8 : Définition de fonction de réponse selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
ICH SFSTP pharma
2003-2006

La fonction de réponse

) La fonction de réponse d’un
est appelée la linéarité a fonction de réponse d’une

procédure d’analyse traduit, a
I’intérieur de ’intervalle de
dosage, la relation existant entre
la reponse (signal) et la
concentration (quantité) en
Définition substance a examiner dans
I’échantillon. La fonction de
réponse monotone la plus simple
qui exprime cette relation est
appelée

« courbe d’étalonnage».

6.3.2- Plan expérimental ;

Tableau 9 : Comparaison du critére de fonction de réponse dans les deux guidelines.

Guideline | Concept & Plan expérimental &  tests Criteres

S ) ) . d’acceptation
terminologie  recommandations

L’ICH exige 5 -L’Examen visuel ; Non spécifié

concentrations. o
-Le Coefficient de

corrélation, ordonnée
a I’origine, pente,
courbe de régression,
ainsi que la somme
Carrés des résidus.

ICH Linéarité
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Courbe
d’étalonnage

SFSTP
pharma

2003-
2006

déterminer, sur la
base des standards
d’étalonnage (SE), la
relation entre la
réponse (signal ou
réponse de
I’instrument) Y et la
quantité
(concentration) X.
Cette relation se
caractérise a I’aide
d’une fonction f qui
doit étre strictement
monotone
(strictement
croissante ou
décroissante) sur
I’intervalle de
dosage envisagé.

Y=f(X) +e

Déterminée selon e
qui lerreur résiduelle

- Il faut donc ajuster
la fonction de
réponse, c’est-

a-dire évaluer les
paraméetres du
modele, de maniére a
ce que lerreur
résiduelle soit
minimisée.

- Deux familles de
fonctions se degagent
de cet ensemble : les
fonctions dites
linéaires en leurs
parametres et les
fonctions non
linéaires. Une
fonction est dite
linéaire si elle est
une combinaison
linaire de ses
parametres. On peut
noter que la fonction
quadratique, bien
que sa représentation
graphique ne soit pas
droite, est
effectivement
linéaire en ses
parametres. Si ce
n’est pas le cas,
comme dans le cas
des fonctions

Non spécifiee
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logistiques, la
fonction est dite non
linéaire en ses
parametres. La fagon
d’ajuster ces
fonctions de réponse
dépend de cette
distinction.

-les testes qui fait en
cas d’une fonction
linéaire (Qualité
d’ajustement et
qualité de résultats
précisement le
maximum de
vraisemblance ;
ponderation ;
estimation des
parametres)

-pour les fonctions
non linéaire ;
I’ajustement est
difficile mais on peut
faire une estimation
des parametres
lorsqu’ on utilise les
fonctions itératives.

-elle est comme un
objectif essentiel
dans la phase de pré
validation.

-elle liée avec
’exactitude tels que
lorsque la fonction
est linéaire les
résultats sont plus
exacte.

6.4- Linéarité :

6.4.1- Définition :

Tableau 10 : Définition de linéarité selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
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ICH

SESTP pharma
2003-2006

Définition

La capacité (dans une
plage donnée) a
obtenir des résultats
d'essai qui sont
directement
proportionnels a la
concentration
(quantité) d'analyte

La capacité a
I’intérieur d’un
certain intervalle de
dosage d’obtenir des
résultats directement
proportionnels a la
quantité (exemple :
concentration) en

dans I'échantillon. analyte dans
I’échantillon.
6.4.2- plan expérimental :
Tableau 11: Comparaison du critére de linéarité dans les deux guidelines
Guidelines | Concept & Plan expérimental Tests Criteres
terminologie d’acceptation
Pour le calcul de -L’Examen visuel Non
linearité, le plan o specifiés
expérimental est de Le g:oe.fﬁment de
5 concentrations correlatllor},
dans ICH ord(.)n‘nee a
ICH Linéarité Porigine, pente,
courbe de

régression, ainsi
que la somme des
carrés des residus.
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SFSTP
pharma
2003-2006

Linéarité

-’exigence de
linéarité s’applique
aux resultats
[concentration
calculée = f
(concentrations
introduites)], pas aux
réponses [signal = f
(concentrations
introduites)]. C’est
un prérequis a
I’estimation de la
justesse. A ’inverse,
I’existence d’une
relation linéaire entre
la concentration
estimée et la
concentration
introduite n’implique
pas que la méthode
soit juste (exemple :
biais).

Non spécifié

Non spécifié
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6.5- Exactitude :
6.5.1- Définition ;
Tableau 12 : Définition d’exactitude selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
ICH SFSTP
pharma2003-
2006
Définition -I'étroitesse de l'accord entre -I’étroitesse de ’accord

la valeur qui est acceptée
comme valeur conventionnelle
vraie ou comme valeur de
référence acceptée et la valeur
trouvée.

-C'est ce qu'on appelle parfois
la justesse.

entre le résultat d’essai
et la valeur de référence
acceptée, aussi appelée
« valeur
conventionnellement
vraie »

6.5.2- plan expérimental ;

L’estimation de I’erreur totale n’est pas définie d’une maniére spécifique dans les documents étudiés.
Dans la premicere partie de 'ICH Q2R1, I’exactitude est définie comme la combinaison des erreurs

aléatoires (fidélité / écart type) et des erreurs systématiques (justesse / biais).

Cependant dans la section correspondante aux recommandations relatives a 1’exactitude « Pour exprimer
I’exactitude, il est recommandé¢ de déclarer le pourcentage de recouvrement de la substance dont une
quantité connue a été ajoutée a I’échantillon, ou la différence entre la valeur moyenne et la valeur
considérée comme vraie avec les intervalles de confiance correspondants.” Donc ce n’est plus la
définition de I’exactitude (erreurs totales) mais celle de la justesse (erreurs systématiques) quiest la valeur
moyenne de plusieurs résultats (par opposition a un seul résultat pour ’exactitude) qui est comparée a la

vraie valeur.
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Tableau 13 : Comparaison du critére d’exactitude dans les deux guidelines.

par une méthode bien
caractérisée, dont
I’exactitude est indiquée et
(ou) définie.

-Déduction de I’exactitude
apres avoir établi la fidélité,
la linéarité et la spécificité
de la méthode en question.

la valeur moyenne
et la valeur
considérée comme
vraie avec les
intervalles de
confiances
correspondants

-Test d’homogénéité
des variances : test
de Cochrane

-Test de Dixon

-Etude des variances
de la répétabilité, de
la fidélité
intermédiaire, et les
-intervalles de

confiance
correspondants.

Guidelines Concept & Plan expérimental & Tests Critéres
d’acceptation
terminologie | recommandations
Exactitude -Application de la méthode | -Pourcentage de Non spécifié
Appeld a une substance de pureté recouvrement de la
( F;p? ele connue (ex : substance de substance dont une
partms a référence). quantité connue a
Justesse) _ , 616 ajouté &
-Comparaison des résultats ), )
) . I’échantillon,
obtenus de la méthode a
ICH valider avec ceux obtenus -La différence entre
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SFSTP
pharma
2003-2006

Exactitude

-Dedulre la fidélite et la
justesse apreés faire
I’exactitude

- lier & la fonction de
réponse telle que
’utilisation du modeéle
linéaire simple pour
calibrer les données conduit
a des résultats plus exacts
que le modéle non linéaire.

- Il est comme D’erreur
maximale observée, nous
donne des indications sur
les résultats obtenus dans
les expériences de
validation.

-Estimation de
I’erreur totale
(profile de I’erreur
totale) tels que
chaque mesure
obtenue est le reflet
de la vraie valeur,
du biais de la
méthode et de sa
fidélité

-Estimation de
I’intervalle de
tolérance

-Profile d’exactitude

-introduire par des
concentrations plus

15%

-appelé aussi I’outil de
décision

basses afin de
garantir une limite
de quantification
inférieure la plus
basse possible.

- A I’aide de
I’exactitude
propose, a la fois
pratique et visuel,
I’analyste peut
choisir la fonction
de réponse la plus
appropriée ou la
plus simple qui
répond aux
objectifs qu’il
s’était fixés.
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6.6- Eidélité :
6.6.1- Définition :
Tableau 14 : Définition de fidélité selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
ICH SFSTP
pharma2003-
2006

Définition

-Selon ICH est appelée la précision qui
est définit comme l'étroitesse de
I'accord (degré de dispersion) entre une
série de mesures obtenues a partir
d'échantillonnages multiples du méme
échantillon homogeéne dans les
conditions prescrites.

-Peut étre considérée a trois niveaux
. Répétabilité

exprime la précision dans les
mémes conditions de
fonctionnement sur un court
intervalle de temps. La
répétabilite est également appelée
précision intra-essai.

o Précision intermédiaire
exprime des variations intra-
laboratoires : différents jours,
différents analystes, différents
équipements.

* Reproductibilité

exprime la précision entre laboratoires
(études collaboratives, généralement
appliquées a la standardisation de la

méthodologie).

-exprime 1’étroitesse de
I’accord (degré de
dispersion, coefficient de
variation) entre une série de
mesures provenant de
multiples prises d’'un méme
échantillon homogene
(résultats d’essalis in-
dépendants) dans des
conditions prescrites. La
fidélité fournit une
indication sur les erreurs
liées au hasard.

-Le terme « résultats d’essai
indépendants » signifie des
résultats obtenus d’une
facon non influencée par un
essai précedent sur le méme
matériau ou similaire,

compte tenu des contraintes
liées au secteur d’activité
concerné.

- peut étre évaluée a trois
niveaux : la répétabilité, la
laboratoire) et la
reproductibilité (inter
laboratoire).

-elle est un objectif essentiel
dans le pré validation.
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6.6.2- Plan expérimental :
L'estimation de la fidélité est exigée par tous les documents, définitions homogeénes de la fidélité dans

presque tous les documents.

ICH exige I’estimation de la répétabilité, la fidélité intermédiaire et la reproductibilité, la méthode a
valider doit étre normalisée.

Selon SFSTP pharma 2003-2006 ; La fidélité traduit uniqguement la distribution des erreurs aléatoires et
n’a aucune relation avec la va- leur vraie ou spécifiée. La mesure de fidélité est cal- culée a partir de
I’écart type des résultats d’essais ainsi que les mesures de la fidélité dépendent de fagon critique des

I3 TV

reproductibilité.

Tableau 15 : Comparaison du critere de fidélité dans les deux guidelines.
Guidelines Concept & | Plan expérimental Tests Critéres
terminologie d’acceptation

En regle générale, il est Il est recommandé | Non
recommandé d'estimer la d'indiquer I'écart- | spécifiés
fidélité a 3 niveaux de type, l'écart-type
concentrations différents. relatif (coefficient
Seule nombre total de de variation) et
répétitions est donné, sans I'intervalle de
aucune preécision relative confiance pour
au plan expérimental en chaque type de

termes de nombre de jours précision évaluée.
(3 a 10 répétitions)

- La repétabilité : Doit
étre évaluée en
utilisant

Au moins neuf mesures
englobant I'écart d'utilisation
ICH . de la méthode (c.-a-d. trois
precision concentrations avec trois
échantillons); ou au moins
six mesures d'une
concentration a 100 % de la
teneur escomptée.

STV

ULzt

étre établie dépend des
circonstances dans
lesquelles la procédure est
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censée étre utilisée. Le
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demandeur doit établir les
effets d'événements
aléatoires sur la précision de
la procédure analytique.
Typique les variations a
étudier comprennent les
jours, les

analystes, I'équipement, etc.

SFSTP
pharma
2003-
2006

Fidélité

-Les mesures quantitatives de
la fidélité dépendent de facon
critique des conditions
stipulées. Peuvent ainsi étre
distinguees les conditions de:

e répétabilité :
conditions ou les résultats
d’essai indépendants sont
obtenus par la méme
meéthode sur des
échantillons d’essai
identiques dans le méme
laboratoire, par le méme
opérateur, utilisant le
mémeéquipement et
pendant un court intervalle
de temps ;

UL "

o fideélite intermédiaire
: conditions ou les résultats
d’essai indépendants sont
obtenus par la méme
méthode sur des
échantillons d’essai
identiques dans le méme
laboratoire, avec différents
opérateurs et utilisant des
équipements différents et
pendant un intervalle de
temps donné ;

e reproductibilité :
conditions ou les résultats
d’essai sont obtenus par
laméme méthode sur des
échantillons d’essais
identiques dans différents
laboratoires, avec
différents opérateurs et
utilisant des équipements
différents.

-est calculée a
partir de I’écart
type des résultats
d’essais.
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-L’estimation de la fidélité
s’effectue avec les
concentrations calculées
provenant des standards de
validation en phase de
validation (ou des standards

d’étalonnage eux-mémes en
phase de pré-validation.

-elle se trouve dans I’analyse
statistique avec la justesse en
méme temps

6.7- Lajustesse ©
6.7.1- Définition :
Tableau 16 : Définition de justesse selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
ICH SFSTP
pharma2003-
2006
Définition -Correspond au degré exprime I’étroitesse

de concordance entre
la valeur de la

la valeur considérée

comme Véritable par
convention.
(L’exactitude est
aussi désignée par la
justesse)

méthode obtenue et la
valeur de référence ou

de ’accord entre la
valeur moyenne
obtenue a partir d’une
série de résultats
d’essais et une valeur

qui est acceptee soit
comme une valeur
Conventionnellement
vraie, soit comme une
valeur de référence
acceptée (exemple :
standard international,
standard d’une
pharmacopée).

6.7.2- Plan Expérimental :

L'estimation de la justesse est requise par tous les guidelines, Cependant, dans les trois documents
étudiés, nous constatons une confusion entre le terme « exactitude » et le terme « Justesse ». Il y a une

incohérence dans la définition de la justesse a travers les deux guidelines ;

La mesure de la justesse est souvent exprimée en termes de biais (absolu et /ou relatif).

ICH parle d'écart entre la valeur réelle et la valeur trouvée ou la valeur calculée ; alors que la SFSTP

pharma 2003-2006 parle comme objectif de /’outil de décision (profile d’exactitude).
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La justesse est liée a des erreurs systématiques des méthodes d'analyse contrairement a /’exactitude qui
se réfere a la qualité des résultats.

Tableau 17 : Comparaison du critére de justesse dans les deux guidelines
Guidelines | Concept & Plan Tests Criteres
terminologie | expérimental d’acceptation

-n’est pastrouvé | -Application de la méthode a Non spécifie

dans les deux des mélanges synthétiques avec
guidelines de une pureté connue
ICH ; elle est

-Comparaison des résultats
avec ceux obtenus par une

I’exactitude.

-Minimum 9 méthode de référence ;

déterminations a ) )

partir de » Deduction de la justesse

3concentrations apres avoir établi la
Justesse (n = 3) couvrant précision, la linéarité et

Pintervalle de la spécificité de la

ICH (exactitude) | [inarite méthode en question.

» Pourcentage de
recouvrement de la
substance dont une
quantité connue a été
ajoutée a I’échantillon

» Différence entre la
valeur moyenne et la
valeur considérée
comme Véritable avec
les intervalles de

confiance correspondants.
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SFSTP
Pharma
2003-
2006

Justesse
(biais)

-Obtenue en
calculant la
différence entre
la moyenne
arithmétique des
concentrations
introduites et la
moyenne des
concentrations
calculées.

-Peut s’exprimer
en termes absolu,
relatif ou de
recouvrement par
rapport aux
quantités
introduites.

-lier avec
I’exactitude telle
qu’il faut déduire
la justesse puis
faire le profil
d’exactitude.

-estimer les limites de
confiance unilatérales de
I’exactitude pour chaque
niveau de concentration et
tracer les profils d’exactitude
correspondants aux différents
modeles de régression testés.

-lorsqu’il y a un probléme dans
le profile d’exactitude
I’analyste doit faire les tests
suivants : I’examen des résidus,
le test d’homogénéité des
variances de Levene, le test de
manque d’ajustement OuU
encore la comparaison des
pentes, des ordonnées a
’origine, de ’ordonnée a
’origine a zéro dans le cas
d’une régression linéaire.

Non spécifié

6.8- Limite de détection :

6.8.1- Définition :
Tableau 18 : Définition de limite de détection selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006

ICH

SFSTP

2006

pharma2003-

Définition

c’est La plus faible quantité
de la substance analysée que
la méthode permet de
détecter, sans nécessairement
fournir la valeur exacte

La limite de détection d’une
procédure d’analyse est la
plus petite quantité de
I’analyte dans un échantillon
pouvant étre détectée, mais
non quantifiée comme une
valeur exacte dans les
conditions expérimentales
décrites de la procédure.
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6.7.2- Plan expérimental :

Tableau 19 : Comparaison du critere de limite de détection dans les deux guidelines.
Guidelines | Concept & Plan expérimental Tests Criteres
Terminologie d’acceptation
-Evaluation visuelle -Si la limite de Le rapport
-Approche du rapport | détection est signal /bruit
signal /bruit : déterminée par > 2-3 est,
applicableaux I’évaluation visuelle | considéré
méthodes avec un bruit ou le rapport signal comme
de fond. On compare | /pruit, on doit acceptable.
le signal obtenu avec présenter les o
des échantillons chromatogrammes Non specifié
ICH Limite contenant defaibles correspondants pour les
de concentrations connues | comme justificatif autres
ot de la substance a méthodes
détection subs acceptable.

analyser avec des

blancs. -Lorsqu’elle est
estimée par calcul ou
-Approche de s/P extrapolation, on peut
'LD=3.3s/P. valider I’estimation en
. analysant par une
Ou: y P

» S écart-type de la
réponse (écart-
type des valeurs
obtenuespar des
blancs ou a partir
d’une courbe
d’étalonnage)

» P :pentede
lacourbe
d’étalonnag
e

» on peut utiliser
I’écart-type
résidueld’une
courbe de
régression ou
I’écart-type de
I’ordonnée a
’origine de

courbes de régression

méthode indépendante
un nombre suffisant
d’échantillons dont la
teneur en substance a
analyser est proche de
la limite de détection
ou coincide avec cette
limite.
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-c’est un objectif Non spécifié Non spécifié
limite de détecti essentiel dans 1’étape
SFSTP imite de détection de pré validation,
pharma
2003- -n’est pas trouvée dans
2006 les statistiques et dans
le protocole de
validation.
6.9 - Limite de guantification :
6.9.1- Définition :
Tableau 20 : Definition de limite de quantification selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
ICH SFSTP
pharma2003-
2006
Définition -C’est La plus faible quantité La limite de

de la substance analysée que
la méthode permet de doser
avec un degre acceptable de
précision et d’exactitude.

-La limite de quantification
pour une procédure
analytiquene doit pas étre
supérieure au seuil de
notification. La limitede
quantification est un
parameétre utilisé pour des
dosages quantitatifs pour de
faibles niveaux de composés
dans des matrices
d'échantillons, et, en
particulier, est Utilisée pour la
détermination d'impuretés
et/ou de produits de
dégradation.

quantification est la
plus petite quantité de
I’analyte dans un
échantillon pouvant
étre dosée dans les
conditions
experimentales
décrites avec une
exactitude définie.
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Tableau 21 : Comparaison du critére de limite de quantification dans les deux guidelines
Guidelines | Concept & Plan expérimental Tests Criteres
terminologie d’acceptation
-Analyse d’un Par I'évaluation Non spécifie
nombre suffisant <uelle - )
d’échantillons dont V?ﬁe, € peu(tj ctre
la teneur en u ',t';ez pour des
substance a analyser _met 0 estn?n
est proche de la nstrumentales.
limitede dosage ou Basée sur une
coincideavec cette | approche signal-bruit
ICH Limite de limite. : cette approche ne
quantification peut étre appliquée
qu'aux procédures
analytiques qui
présentent un bruit de
base.
Basée sur : I’écart
type de la réponse et
de la pente.
SFSTP - Construire a -lié a la linéarité telle Non spécifié
pharma partir des que si le modele
2003- intervalles des linéaire simple est
2006 Limite de mesures choisi, alors les
attendues. limites de

quantification

- elle se produit,
I’intersection entre
le profil
d’exactitudeet les
limites
d’acceptation
définissent les
limites de
quantification basse
(LLOQ) et haute
(ULOQ) de la
procédure

- sont bien les
valeurs extrémes qui
peuvent étre
quantifiées avec une
exactitude définie.

quantification
deviennent les valeurs
de concentration
extrémes investiguées
durant les expériences
de validation.

-objectif essentiel
dans la phase de pré
validation.
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6.10- Robustesse ;
Tableau 22 : Définition de robustesse selon ICH et SFSTP pharma 2003-2006
6.10.1- Définition :

ICH SFSTP
pharma2003-
2006

Définition est une mesure de sa N’est pas dirigé dans

capacité a répondre les critéres.

aux exigences de

performance

attendues lors d'une
utilisation normale.
La robustesse est
testée par des
variations délibérées
des

parametres de la
procédure analytique
et sa capacité a ne pas
étre affectée par les
faibles variations.

6.10.2- Plan expérimental

Tableau 23 : Comparaison du critére de robustesse dans les différentes guidelines.

Concept Plan expérimental tests Criteres
&définitions & d’acceptation
recommandations
L’évaluation de la Test de Non spécifié
robustesse se fait résolution :
durant la phase de
mise au point de la permet de

méthode ; elle dépend | garantir la
du type de méthode validité de la

considérée. cette méthode ;
ICH Robustesse évaluation doit quelques soient
démontrer que la les conditions

méthode demeure
fiable lorsqu’on
introduit des variations
planifiées de
parametres.

d’utilisation

SFSTP NA

pharma 2003-
2006
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(40) ; (31) ; (34)

Le guide de la SFSTP pharma 2003-2006 ne propose pas une définition de la robustesse. Tandis que
celui de I'ICH propose méme quelques exemples de variations des caractéristiques comme : la stabilité
des solutions d’analyse, et le temps d’extraction. Et en ce qui concerne les chromatographies en phase
liquide (ce qui nous importe dans notre étude) : variations du pH et /ou composition de la phase mobile,
température et debit.

De fagon plus claire, la société francaise ne va pas basées strictement sur les criteres de validation
analytique par contre elle présente une démarche proposée pour sélectionner un protocole expérimental
de validation en fonction des contraintes ou des spécificités liées a la procédure de dosage sous épreuve.
En I’absence d’informations pertinentes obtenues lors du développement ou d’une connaissance
particuliére de I’analyste sur les performances de la procédure, une phase de pré validation est conseillée ;
telle que leur objectif est de pré- parer tous les éléments nécessaires a la validation formelle de la
méthode, tels que la configuration précise du matériel a utiliser, la préparation des solutions
« Meres » et « filles » pour la réalisation des standards d’étalonnage et le mode de préparation des
standards de validation. L’ensemble de ces informations doit idéalement étre formalisé dans un protocole
avant d’entreprendre la phase de validation.

En outre, les principaux objectifs de la phase de pré validation sont de :

- définir la fonction de réponse (linéaire ou non linéaire, transformation mathématique, pondération)
qui sera utilisée comme systeme d’étalonnage lors de la validation,

- définir le seuil de détection (si nécessaire),
- estimer le ou les seuil(s) de quantification (selon les procédures),
- évaluer I’intervalle de dosage ainsi que le nombre des points de la gamme d’étalonnage,

- déterminer éventuellement le rendement d’extraction (si un processus d’extraction est impliqué dans
la procedure),

- Vérifier la spécificité avant d’entreprendre la phase de validation de la procédure.

Tous ces résultats doivent faire 1’objet d’un rapport documenté et leur analyse doit idéalement aboutir a la
rédaction d’un protocole de validation détaillé décrivant la procédure expérimentale, les produits a doser,
les critéres de la validation et leurs limites d’acceptation.
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Figure 09 : Logigramme permettant de sélectionner un protocole de validation.

Connaissance
anténeure de la
procédure de dosage ?

Effet de la
matrice 7

Etalonnage a un
nveau de
concentration ?

| Protocole VS I | Protocole V2 i— | Protocole V1 I

Etalonnage a un
niveau de
concentration 7

Pr le Va } —{ Protocole V3 I

- - - +

Tester les modéles de régression sélectionnés (SE) ot estimer la justesse et la fidalité par niveau de concentration (SV) l

. B . . B

I

Construire ot analyser les profils dexactitude obtenus I

.

Sélectionner le profil répondant a l'objectif de la procédure l

De plus, selon les domaines d’activité concernés, d’autres critéres plus spécifiques peuvent étre requis ;
par exemple :

> Stabilité de I’ e

Doit étre testée pendant la phase de développement et confirmée au terme de la validation de la
procédure de dosage puisqu’elle conditionne la validité des autres critéres. Le contrdle de la stabilité
s’effectue le plus souvent, en fonction de I’intervalle de dosage, a un ou deux niveaux de
concentration représentatifs de cet intervalle. A partir de solution fraichement pré- parée ou
reconstituée dans la matrice cible, répartie en nombre suffisant d’aliquotes, la stabilité est évaluée sur
la base minimale de trois échantillons par mesure dans des conditions de conservation variées, telles
que la lumiere, ’obscurité, la température, le pH, etc.

> rendement d’extraction (absolu et relatif)

peut étre obtenu par le rapport des signaux mesurés, d’une part apres traitement de 1’échantillon chargé
avec une quantité connue et d’autre part apres I’injection directe dans le systeme analytique d’une
solution de référence con- tenant une concentration équivalente de substance a examiner.

Doit étre préferé au rendement d’extraction relatif ou la solution de référence subit le méme traitement
que I’échantillon, mais il n’est pas toujours possible de 1’obtenir.

»  effet de dilution :

Doit également étre testé afin de valider le protocole qui sera appliqué en routine pour diluer les
¢chantillons dont la concentration dépasserait le seuil supérieur de I’intervalle de dosage. Selon le
protocole choisi, un ou plusieurs facteurs de dilution peuvent étre étudiés. Etant donné, d’une part, que
les facteurs de dilution sont le plus sou- vent fonction du laboratoire, et d’autre part que les laboratoires
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préferent parfois élargir I’intervalle de dosage plutdt que de valider I’effet de dilution, ce critere n’a pas
été développé dans le présent document.

Par contre ICH ne porte pas ¢a, elle présente le protocole quelle que soit le résultat il faut suivre ce
protocole, ce n’est le cas de la société francaise elle doit aider I’analyste d’éviter les erreurs et donner une
solution lorsqu’il y a des erreurs (pré validation).

ICH porte un test d’adéquation du systéme qui fait partie intégrante de nombreuses procédures
analytiques. Les tests sont basés sur le concept que I'équipement, I'électronique, les opérations analytiques
et les échantillons a analyser constituent un systeme intégral qui peut étre évalué en tant que tel. Les
paramétres de test d'adéquation du systeme a établir pour une procédure particuliére dépendent du type de
procédure en cours de validation ; ce n’est pas le cas pour la société francaise.
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A partir de ces données expérimentales intitulé « validation de détermination de la
teneur d’un principe actif dans un comprimé selon deux approches (SFSTP pharma 2003-
2006 et ICH) ». Son objectif principal est d’étudier ces approches de validation analytique
puis réaliser une analyse approfondie des protocoles de validation analytique les plus
couramment utilisés en analyse pharmaceutique, en mettant l'accent sur une comparaison
détaillée entre ces deux protocoles. Cette étude critique permettra ainsi d'évaluer les avantages
et les inconvénients de chaque protocole, fournissant ainsi des informations précieuses pour le
domaine de l'analyse pharmaceutique.

1-Validation de détermination de la teneur d’un principe actif dans un
comprimeé selon SFSTP pharma 2003-2006 et ICH :
° ng;hnigug Q'QI’IQNSQ

La technique utilisée pour le dosage du principe actif dans le produit fini comprimé est une
méthode HPLC.

e M Sratoire :
. nditions chrom raphi

- Phase mobile : [Solution tampon a pH 4,5 / Méthanol grade HPLC] : [700/ 300]
(VIV).

- Solution tampon pH 4,5 : Dans une fiole de 1000ml, introduire 6,9g du phosphate de
sodium monobasique. La dissoudre avec de I’eau distillée puis compléter au volume
avec de 1’cau distillée. Filtrer la solution sur un filtre membrane nylon de 0,45um.

- Colonne : C18 (25cm x 4,6mm x 5um).
- Débit : Iml/min

- Longueur d’onde : 300nm

- Volume d’injection : 20pl

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée de
20,0mg du principe actif.

- Ladissoudre avec 50ml du mélange (diméthylformamide/eau distillée : 40/60).

- Compléter au volume avec le méme solvant. Bien agiter.
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= Solution a examiner :

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée
équivalente a 20,0mg en principe actif.

- Ladissoudre avec 40ml de diméthylformamide.

- Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.

- Ajouter 40ml d’eau distillée, laisser la solution se refroidir.
- Compléter au volume avec 1’cau distillée. Bien agiter.

= Formul Icul :

S P Dil Mm
Teneur du principe actif en % = —€ x 2L x —fx
Sst Dllst Pe D

X P

Avec :

Se: Surface du Principe actif dans la solution a examiner.
Sst: Surface du Principe actif dans la solution standard.
Pst: Prise d’essai du Principe actif dans la solution standard, en mg.
Dilst: Dilution de la solution standard, en ml.

Dile: Dilution de la solution a examiner, en ml.

Pe: Prise d’essai du produit fini, en mg.

Mm : Masse moyenne du produit fini, en mg.

D : Dose théorigue du principe actif dans le produit fini.

P : Pureté du Principe actif, en pourcentage.

Conformité du systeme : Reéaliser sur la solution standard.
- RSD <2,0% (sur 5 injections successives)

- Facteur de symétrie : n’est pas supérieur a 2,0.
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= Solution d'étalonnage(SE) :

5 concentration de solutions du principe actif seul entre 70 et 130 % de la concentration
nominale soit 70. 90 .100.110 et 130 %

Chaque concentration est répliquée 2 fois
La préparation de 5 niveaux répliqués 3 fois est répétée pendant 3 jours
= Solution de validation(SV) :

5 concentrations de solutions du principe actif + placebo (forme reconstituée) entre 70 et 130
% de la concentration nominale soit 70. 90 .100.110 et 130 %

Chaque concentration est répliquée 3 fois

La préparation de 5 niveaux répliqués 3 fois est répétée pendant 3 jours
lution d'etalonn E

Niveau 1 : SE 70%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée de 14,0mg
du principe actif.

- Ladissoudre avec 50ml du melange (diméthylformamide/eau distillée : 40/60).
- Compléter au volume avec le méme solvant. Bien agiter.
Niveau 2 : SE 90%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée de 18,0mg
du principe actif.

- Ladissoudre avec 50ml du mélange (diméthylformamide/eau distillée : 40/60).
- Compléter au volume avec le méme solvant. Bien agiter.
Niveau 3 : SE 100%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée de 20,0mg
du principe actif.

- Ladissoudre avec 50ml du mélange (diméthylformamide/eau distillée : 40/60).

- Compléter au volume avec le méme solvant. Bien agiter.
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Niveau 4 : SE 110%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée de 22,0mg
du principe actif.

- Ladissoudre avec 50ml du mélange (diméthylformamide/eau distillée : 40/60).
- Compléter au volume avec le méme solvant. Bien agiter.
Niveau 5 : SE 130%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée de 26,0mg
du principe actif.

- Ladissoudre avec 50ml du mélange (diméthylformamide/eau distillée : 40/60).
- Compléter au volume avec le méme solvant. Bien agiter.

lution validation
Niveau 1 : SV 70%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée du produit
fini équivalente a 14,0mg en principe actif.

- Ladissoudre avec 40ml de diméthylformamide.

- Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.

- Ajouter 40ml d’eau distillée, laisser la solution se refroidir.
- Compléter au volume avec 1’cau distillée. Bien agiter.
Niveau 2 : SV 90%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement peséedu produit
fini équivalente a 18,0mg en principe actif.

- Ladissoudre avec 40ml de diméthylformamide.

- Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.

- Ajouter 40ml d’eau distillée, laisser la solution se refroidir.
- Compléter au volume avec I’eau distillée. Bien agiter.
Niveau 3 : SV 100%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée du produit
fini équivalente a 20,0mg en principe actif.
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- Ladissoudre avec 40ml de diméthylformamide.

- Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.

- Ajouter 40ml d’eau distillée, laisser la solution se refroidir.
- Compléter au volume avec I’cau distillée. Bien agiter.
Niveau 4 : SV 110%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée du produit
fini équivalente & 22,0mg en principe actif.

- Ladissoudre avec 40ml de dimethylformamide.

- Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.

- Ajouter 40ml d’eau distillée, laisser la solution se refroidir.
- Compleéter au volume avec I’eau distillée. Bien agiter.
Niveau 5 : SV 130%

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée du produit
fini équivalente a 26,0mg en principe actif.

- Ladissoudre avec 40ml de diméthylformamide.
- Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.
- Ajouter 40ml d’eau distillée, laisser la solution se refroidir.
Compléter au volume avec 1’cau distillée. Bien agiter.
Procéd e validati
Spécificité
luti lacého :

- Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai de placebo du produit
fini comprimé correspondant a 20mg du principe actif.

- Ladissoudre avec 40ml de diméthylformamide.
- Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.
- Ajouter 40ml d’eau distillée, laisser la solution se refroidir.

- Compléter au volume avec 1’eau distillée. Bien agiter
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lution standar

Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée de
20,0mg du principe actif.

La dissoudre avec 50ml du mélange (diméthylformamide/eau distillée : 40/60).

Compléter au volume avec le méme solvant. Bien agiter.

solution a examiner :

Dans une fiole ambrée de 100ml, introduire une prise d’essai exactement pesée
équivalente a 20,0mg en principe actif.

La dissoudre avec 40ml de diméthylformamide.

Porter la solution au bain ultrasons pendant 15 min.

Ajouter 40ml d’cau distillée, laisser la solution se refroidir.

Compléter au volume avec 1’eau distillée. Bien agiter.

Résultats :

le principe actif a un temps de rétention avec une bonne résolution, aucun excipient ne

présente un temps de rétention proche de celui du principe actif

Jour 1 Jour 2 Jour 3
Ni(\)/ea Concentration | Surfa Concentratio | Surface Concentratio | Surface
u(%) introduite n introduite n introduite

(mg/ml) ce (mg/ml) (UA) (mg/ml) (UA)

(UA)

0,14 78254630 | 0,14 75906065 0,14 76377396
70%

0,14 77919409 | 0,14 76353126 0,14 76351332

0,18 96840114 | 0,18 94922777 0,18 06584724
90%

0,18 95967874 | 0,18 95168389 0,18 96456194

0,20 105350419 0,20 104103192 0,20 104843559
100%

0,20 104682823| 0,20 104103192 0,20 105570200

0,22 112624657| 0,22 114817257 0,22 115426216
110%

0,22 112093378| 0,22 114779335 0,22 115444576

0,26 126995204( 0,26 132823017 0,26 132906780
130%

0,26 127149056| 0,26 128191455 0,26 133906624
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Données standards de validation SV

Jour 1 Jour 2 Jour 3
Niveau - : .
o Concentratio | Surface Concentratio | Surface Concentratio | Surface
(%0) n introduite n introduite n introduite
(mg/ml) (UA) (mg/ml) (UA) (mg/ml) (UA)
0,14 78322957 0,14 76757419 0,14 76905033
0,14 77639724 0,14 75866875 0,14 76862570
70%
0,14 78290193 0,14 75630575 0,14 76592721
0,18 96538442 0,18 96777752 0,18 96936205
0,18 95682997 0,18 96236533 0,18 95950015
90%
0,18 96975018 0,18 96680656 0,18 96438713
0,20 104873686 | 0,20 104882617 0,20 106503593
0,20 105043532 | 0,20 105849251 0,20 106510472
100%
0,20 105772076 | 0,20 107131669 0,20 106179751
0,22 112778792 | 0,22 116334390 0,22 116235360
0,22 112772561 | 0,22 116075424 0,22 114664231
110%
0,22 113131283 | 0,22 116081752 0,22 115299718
0,26 127251245 | 0,26 128567818 0,26 131002482
0,26 127409916 | 0,26 128085378 0,26 134732054
130%
0,26 126160503 | 0,26 128151482 0,26 135456882
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1- Traitement statistique selon approche ICH :
e Linéarité

-L’ICH exige 5 concentrations (niveaux)
-Les Statistiques a calculer :

L’Examen Visuel, le Coefficient de corrélation, ordonnée a I’origine, pente, courbe de
régression, somme des carrés des résidus.

-Critéres d'acceptation: non précisé

-Application pour la gamme d'étalonnage :
Ordonnée a I'origine : 14360665
Pente : 451143628

Somme des carrés des résidus : 1808090662000

principe actif

140000000
120000000 /Z

00000000 / y = 5E+08x + 1E+07
&

R?=0,9928
©
£80000000 ./

i
60000000

40000000

20000000

O T T
0 0.1 0,2 0,3

Concentrations (mg/ml)

o Fidélité :
Répétabilité :

-Doit étre évaluée en utilisant soit :
a. Au moins neuf mesures englobant I'écart d'utilisation de la méthode (c.-a-d. trois

concentrations avec trois échantillons chacune);

b. Au moins six mesures d'une concentration a 100 % de la teneur escomptée.
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-Calcul statistique :
Il est recommandé d'indiquer I'écart-type, I'écart-type relatif (coefficient de variation) et

I'intervalle de confiance pour chaque type de précision évaluée

-Critére d'acceptation : non spécifié
- Application pour la gamme de standard de validation : les niveaux 70 ; 100 et 130 % sont

choisis avec 3 répétitions chacun

0,14 78322957
0,14 77639724
0,14 78290193
0,20 104873686
0,20 105043532
0,20 105772076
0,26 127251245
0,26 127409916
0,26 126160503
-Calculs statistiques :
Moyenne Ecart type CVv Intervalle de confiance
70 % 78084291,3 385354,973 0,49351152 moyenne+436062,19
100 % 105229765 477271,519 0,45355183 moyenne+540073,642
130 % 126940555 680187,161 0,53583125 moyenne+769690,088
id6lité | <diaire (i jour

-Doit étre établie dépend des circonstances dans lesquelles la procédure est censee étre

utilisée. Le demandeur doit établir les effets d'événements aléatoires sur la précision de la
procédure analytique. Typique les variations a étudier comprennent les jours, les analystes,
I'équipement, etc.
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-Calculs statistiques :
Il est recommandé d'indiquer I'écart-type, I'écart-type relatif (coefficient de variation) et

I'intervalle de confiance pour chaque type de précision évaluée

-Critére d'acceptation : non spécifié

-Application pour la gamme de standard de validation : les niveaux 70 ; 100 et 130 % sont
choisis avec 3 répétitions chacun pendant 3 jours

Jour1 Jour 2 Jour 3
Concentration | Surface Concentration | Surface Concentration | Surface
introduite introduite introduite
(mg/ml) Ly (mg/ml) ey (mg/ml) Ly
0,14 78322957 0,14 76757419 0,14 76905033
0,14 77639724 0,14 75866875 0,14 76862570
0,14 78290193 0,14 75630575 0,14 76592721
0,20 104873686 0,20 104882617 0,20 106503593
0,20 105043532 0,20 105849251 0,20 106510472
0,20 105772076 0,20 107131669 0,20 106179751
0,26 127251245 0,26 128567818 0,26 131002482
0,26 127409916 0,26 128085378 0,26 134732054
0,26 126160503 0,26 128151482 0,26 135456882
-Calculs statistiques :

moyenne Ecart type CVv Intervalle de confiance
70 % 76985340,8 950923,927 1,2352013 | moy+621258,883
100 % 105860739 803061,533 0,75860186 | moy+524657,228
130 % 129646418 3357632,18 2,58983799 | moy+2193612,71
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-Minimum 9 déterminations a partir de 3concentrations (n = 3) couvrant I’intervalle de
linéarité

-Exigence statistiques :

-Pourcentage de recouvrement de la substance dont une quantité connue a été ajoutée a
I’échantillon ;

-Critére d'acceptation : non précisé

-Application pour la gamme de standard de validation : les niveaux 70 ; 100 et 130 % sont
choisis avec 3 répétitions

-La concentration retrouvée est calculée par rapport a I'équation de la linéarité

0,14 78322957
0,14 77639724
0,14 78290193
0,20 104873686
0,20 105043532
0,20 105772076
0,26 127251245
0,26 127409916
0,26 126160503

-Calculs statistiques :

Concentration réponse Concentration Recouvrement %
introduite retrouvée

0.14 78322957 0,14177811 101,27008

0.14 77639724 0,14026367 100,188333

0.14 78290193 0,14170549 101,218206

0.20 104873686 0,20063017 100,315083

0.20 105043532 0,20100664 100,503322
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0.20 105772076 0,20262153 101,310764

0.26 127251245 0,25023202 96,2430835

0.26 127409916 0,25058373 96,3783559

0.26 126160503 0,24781429 95,3131886
2- Traitement statistique selon la SESTP pharma 2003-2006 :

e Linéarité et fonction de réponse : Sur SE (étalonnage)
-5 niveaux avec 3 répétitions sur le principe actif
-1l est exige seulement coefficient de corrélation R?

- Le modele mathématique le plus approprié est (Y = a X+b), pour lequel on peut garantir que
la procédure d’analyse sera capable en routine, de produire en moyenne au moins 85% de
résultats acceptables, c'est-a-dire situés a £ 5% de la vraie valeur.

Jour 1 :

Y=aX+bhb

pente(a) |407275887,500 |22332578,900

9357076,247 1908476,575

R2 0,996 1183586,927
F 1894,511 8,000
Jourg ©

pente(a) |457214086,250 |12701014,450

12002593,825 | 2448058,405

R2 0,995 1518221,373

F 1451,072 8,000
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Jour3 ;
pente(a) |475104877,500 | 10365784,600
5038145,174 1027584,022
R2 0,999 637280,557
F 8892,782 8,000
o FEidélité
Niveaux CV répétabilité (%) CV fidélité intermédiaire
(%)
70% 0,56 1,15
90% 0,.52 0,76
100% 0,64 07
110% 0,37 1,25
130% 0.98 1,57
 justesse
Niveaux Biais (%) Recouvrement (%o)
70% -1,11 98.89
90% 1,20 101,20
100% 1,60 101,60
110% 1,47 101,47
130% -1,38 98,62
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e FErreurtotale :

Biais + CV de fidélité intermédiaire

Niveaux Biais (%0) CV fidélité intermédiaire Erreur totale
(%) (%)
70% -1,11 1,15 2,26
90% 1,20 0,76 1,96
100% 1,60 0.7 2,30
110% 1,47 1,25 2,73
130% -1,38 1,57 2,95

. il d itud

-Selon I'équation : y=ax+b avec p=0.85¢et A =15 %
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e Linéarité de la prédiction inverse

C.
calculée

S3

C

et C. calculée
théorique

S2

C. calculée
S1

Niveaux

1

1

1

2

2 0,18 0,1801 0,1827 0,1801

2 0,18 0,1833 0,1837 0,1812

3 0,2 0,2027 0,2016 0,2024

3 0,2 0,2031 0,2037 0,2024

3 0,2 0,2049 0,2065 0,2017

4 0,22 0,2221 0,2267 0,2228

4 0,22 0,2221 0,2261 0,2195

4 0,22 0,2229 0,2261 0,2209
0,26 0,2576 0,2534 0,2539
0,26 0,2580 0,2524 0,2618
0,26 0,2549 0,2525 0,2633

y = 1,0009x + 0,0001

Linéarité C(calc)=f(C(théorique)

R2=0,9943
0,3000 :
! y=0,9987x+ 0,001
$,2500 £ R*=0,997
3 y=0,963x+ 0,008
®,2000 RZ=0,991
_§]’1500 .’ + C.calculée 51
E B C calculée 52
$.,1000
g A C.calculée S3
‘3]'0500 Linéaire (C. calculée 51)
0,0000 T T T T T — Linéaire (C. calculée 52)
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Linéaire (C. calculée 53)

Concentrationthéorique
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2-Discussions :

A partir de ces données, le plan d’expérience de validation consiste en trois jours, 5
concentrations de solutions du principe actif + placebo (forme reconstituée) entre 70 et 130 %
de la concentration nominale soit 70. 90 .100.110 et 130 % chaque concentration est
répliquée 3 fois, la préparation de 5 niveaux répliqués 3 fois est répété pendant 3 jours. En ce
qui concerne les données d’étalonnage, le plan d’étalonnage consiste en 5 concentration de
solutions du principe actif seul entre 70 et 130 % de la concentration nominale soit 70. 90
.100.110 et 130 %, chaque concentration est répliquée 2 fois, la préparation de 5 niveaux
répliqués 3 fois est répétée pendant 3 jours.

raitemen nné lon ICH

La linéarité consiste a utiliser 5 concentrations (niveaux) pour calcule la linéarite puis
calcule les statistique suivantes l'examen visuel, le coefficient de corrélation,
l'ordonnée a l'origine, la pente et la courbe de régression, ainsi que la somme des
carres des résidus, sans précise les critéres d’acceptations. Aprés I’application pour la
gamme d’étalonnage la courbe est une droite mais ces données ne permettent pas de
conclure a la linéarite.

La répétabilité est évaluée par utilisation de neuf mesures, y compris trois
concentrations avec trois échantillons chacune, ainsi que six mesures d'une
concentration a 100% de la teneur escomptée. L'écart type représente la dispersion des
valeurs autour de la moyenne, tandis que le coefficient de variation (CV) exprime
cette dispersion en pourcentage par rapport a la moyenne. L'intervalle de confiance
donne une estimation de la plage de valeurs dans laquelle on peut s'attendre a trouver
la moyenne réelle de la population, avec un certain degré de confiance. Dans ce cas,
I'intervalle de confiance est donné sous la forme "moyenne + valeur", ou "valeur"
représente l'intervalle de confiance lui-méme. Les niveaux 70 ; 100 et 130 % sont
choisis avec 3 repétitions chacun ; sans spécifier les critéres d'acceptation.

est censée étre utilisée. Donc il établit les effets d'événements aléatoires sur la
précision de la procédure analytique. Typique les variations a étudier comprennent les
jours, les analystes, I'équipement, etc. Il est recommandé d'indiquer I'écart-type,
I'écart-type relatif (coefficient de variation) et l'intervalle de confiance pour chaque
type de précision évaluée. Les niveaux 70 ; 100 et 130 % sont choisis avec 3
répétitionschacun pendant 3 jours ; Ces valeurs de CV indiquent la variation relative
des mesureseffectuées sur plusieurs jours pour chagque concentration. Plus le CV est
faible, plus la méthode est considérée comme précise et fidele. Cependant, sans les
criteres d'acceptation spécifiques pour la fidelité, il n'est pas possible de conclure
définitivement si la méthode est fidéle ou non. Les criteres d'acceptation dépendent
souvent des exigences réglementaires ou des spécifications internes du laboratoire.
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La justesse consiste 9 déterminations a partir de 3concentrations (n = 3) couvrant
I’intervalle de linéarité ; les statistiques calculés sont le pourcentage de recouvrement
de la substance dont une quantité connue a été ajoutée a 1’échantillon ; sans spécifier
les critéres d'acceptation. Les niveaux 70 ; 100 et 130 % sont choisis avec 3
répétitions ; la concentration retrouvée est calculée par rapport a I'équation de la
linéarité. On ne peut pas dire que la méthode est juste a partir de ces données.

On doit conclure qu’on ne peut pas faire une décision sur cette méthode a cause
d’absence de critéres d’acceptation et aussi les calculs statistiques qui sont
inexploitables.

Le traitement selon SESTP 2003-2006

La fonction de réponse et la linéarité consiste 5 niveaux avec 3 répétitions sur le
principe actif avec la détermination de coefficient de corrélation R Elle est effectuee
sur des données a l'aide d'une équation de régression linéaire de la forme Y =aX + b.
La pente (a) et 'ordonnée a l'origine (b) de cette équation sont calculées a partir des
donneées. Pour evaluer la linéarité d'un ajustement, on peut se réferer a l'indicateur R2
(R carré) qui mesure la qualité de I'ajustement linéaire. Les valeurs de R2. Une valeur
de R2 proche de 1 indique un ajustement linéaire trés précis, tandis qu'une valeur
proche de 0 indique une mauvaise correspondance lineaire. F utilisée pour tester
I'adequation globale du modeéle de régression linéaire. Dans cette cas, une valeur de F
constante de 8,000 pour tous les jours ; a partir de ces derniers données on peut
conclure qu’il y a une trés bonne linéarite.

La fidelité dans ce cas basé sur une comparaison entre le coefficient de validation de la
coefficients sont inférieurs a 2% donc on peut conclure que la méthode est fidele.

Le biais mesure I'écart moyen entre les résultats obtenus et la valeur de référence ou la
vérité fondamentale. Un biais négatif indique une sous-estimation systématique, tandis
qu'un biais positif indique une surestimation systématique. Le recouvrement, ou
couverture, mesure la proportion des résultats qui se situent dans une plage acceptable
par rapport a une valeur de référence ou une spécification. Un recouvrement de plus de
100% peut indiquer une surestimation ou une plage de spécification trop large, tandis
qu'un recouvrement inférieur a 100% peut indiquer une sous-estimation ou une plage
de spécification trop étroite. Selon ces résultats on peut conclure que la méthode est
juste.

L'erreur totale est une mesure qui combine a la fois le biais (qui mesure la tendance
mesure la variabilité relative des résultats obtenus par différentes personnes ou dans
différentes situations). L'erreur totale permet d'évaluer la précision globale de la
méthode de mesure ou de I'instrument utilisé. Elle prend en compte a la fois la

UL L "
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résultats. En analysant ces résultats que I’erreur totale ne sort de I’intervalle [-5%,
+5%], la méthode est donc exacte.

e Le profil d’exactitude en prennent que la limite d’acceptation est £ 5% permet de
conclure a la validité de la méthode

e La linéarité de la prédiction inverse : Ces valeurs semblent représenter les valeurs
théoriques (C. théorique) et les valeurs calculées (C. calculée) pour différents niveaux (1 a 5)
et différentes conditions (S1, S2, S3). Pour évaluer la linéarité de la prédiction inverse, il
est nécessaire d'examiner la relation entre les valeurs théoriques et les valeurs
calculées. Une linéarité élevée serait indiquée si les valeurs calculées étaient tres
proches des valeurs théoriques ; on remarque que les valeurs sont trés proche

e La méthode est validée.

3-CONCLUSION GENERALE :

L’approche ICH propose une méthode de validation classique, qui est basée sur I’évaluation
individuelle des différents criteres de validation via des outils statistiques prédéfinis, ce qui
fait que la validité de la méthode dépend systématiquement de la validite de I’ensemble de ces
parametres de performance : Spécificite, linéariteé, exactitude et fidélité.

L’ICH ne propose pas de méthode d’analyse des résultats des criteres de validation. Aucun
exemple n’est proposé pour illustrer une validation de méthode de dosage. Cette approche
présente une liste de criteres de performance devant permettre la validation d’une méthode de
dosage, leurs définitions, et un mode de calcul de ces critéres, basé sur un nombre minimal de
séries d’essais et de concentrations.

Contrairement a I’approche SFSTP 2006, elle est globale utilisant le profil d’exactitude
comme outil décisionnel objectif qui comprend deux notions essentielles qui sont : 1’écart A et
la proportion  qui limitent I’intervalle de dosage optimal, dans lequel se situe le résultat de
dosage par rapport a la vraie valeur inconnue, ce qui permet de vérifier que le résultat ne sort
pas des limites fixées par cet intervalle.

Et d’apres le profil d’exactitude obtenu a partir du modele y = a x + b, nous concluons que la
méthode est valide ce qui implique systématiquement la validité de 1’ensemble des critéres de
validation. La spécificité, la linéarité de la méthode de dosage de principe actif dans ce
comprimé mise au point dans le présent travail sont démontrés dans une probabilité de
confiance de 85%, dans les limites d’acceptation définies + 5%, c’est-a-dire nous avons 85%
de chance d’avoir la vraie valeur incluse dans les limites d’acceptabilité.
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CONCLUSION

Les autorités reglementaires attendent de la part des laboratoires de contrble des garanties
que chaque mesure qui sera réalisee ultérieurement en routine, sera suffisamment proche de la
"vraie valeur" inconnue de 1’échantillon ou du moins comprise dans une limite acceptable. En
d’autres terme ce que tout le monde attend d’une procédure analytique c’est que la différence
entre le résultat rendu et la « vraie valeur » inconnue de I’échantillon, qui par ailleurs restera
toujours inconnue, soit petite ou du moins inférieure a une limite d’acceptation.

Les résultats issus des méthodes analytiques ont un role essentiel dans de nombreux domaines
suite aux décisions qui sont prises sur leur base telles que la détermination de la qualité des
principes actifs, des spécialités pharmaceutiques, des études pharmacocinétiques, et de
biodisponibilité.

La fiabilité des résultats analytiques est primordiale dans ce contexte, et surtout ils doivent
étre en accord avec les besoins des utilisateurs finaux. Pour s’assurer de la fiabilité des
résultats qui seront fournis lors des analyses de routine, la validation des méthodes
analytiques est un élément crucial du cycle de vie d’une méthode analytique.

Pour apporter la preuve que la procédure analytique peut atteindre les objectifs fixés, la
validation est une étape importante de son cycle de vie. Fautes de directives claires pour la
méthodologie a suivre pour décider correctement quand une méthode peut étre considérée
comme valide. L'analyste a la responsabilité de choisir I’approche méthodologique non pas la
plus simple mais celle qui lui permettra d’atteindre les objectifs qu’il s’est fixé. Cette situation
a conduit a I’utilisation de trois approches ICH Q2R1 et STP 2003-2006.

Selon Journal of Chromatography A, Volume 1217, Issue 19, 7 May 2010, Pages 3180-3192
Les méthodologies classiques tel que ICH Q2R1 donnent lieu a des conclusions insuffisantes
et contradictoires qui ne leur permettent pas de répondre adéquatement aux objectifs de la
validation de méthode. Il est constaté que la méthodologie de validation qui donne le plus de
garanties quant a la fiabilité ou la pertinence de la décision de considérer une méthode comme
valide est celle qui est basée sur l'utilisation du profil d'exactitude a savoir STP 2003-2006.

Il est important de rappeler que les differentes approches méthodologiques ne peuvent régler
les problémes de routines par exemple la qualité de 1’étalonnage selon référence 2, ainsi que
la validité d’une séquence d’analyse, I’analyste certes disposera d’une procédure validée mais
son application correcte et le suivi de la performance de celle-ci incombe a I’analyste.

Finalement les autorités réglementaires doivent harmoniser 1’approche méthodologique de la
validation pour tous les opérateurs industriels, en élaborant des guides avec des algorithmes
spécifiques ou plus simplement demander I’application de guide proposé par des sociétés
savantes.
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Résumeé :

Une méthode d'analyse est une procédure détaillée qui décrit les différentes étapes nécessaires
pour effectuer l'analyse d'une substance donnée. Sa mise en ceuvre comprend généralement
quatre phases principales : la sélection, le développement et I'optimisation, la validation
(interne et externe) et l'application en routine.

La validation des méthodes d'analyse est devenue un objectif important et omniprésent,
notamment avec la mise en place des systemes d'assurance qualité dans les laboratoires.
Plusieurs guides réglementaires internationaux tels que la FDA, I'ICH, I'1SO, les BPC (bonnes
pratiques de fabrication), etc., définissent les criteres de validation a tester, tels que la
specificité ou la sélectivité, la linéarité, la justesse, la fidélité, la répétabilité et la fidélité
intermédiaire, I'exactitude, la limite de détection, la limite de quantification, l'intervalle de
dosage et la sensibilité. Cependant, ces guides ne proposent pas d'approches expérimentales
spécifiques ni de méthodologies concretes pour les realiser. L'ICH présente une liste de
criteres de performance pour la validation d'une méthode d'analyse, avec leurs définitions,
mais propose des modes de calcul assez sommaires basés sur un nombre minimal de séries
d'essais et de concentrations, sans préciser comment préparer ces échantillons.

C'est pourquoi plusieurs méthodologies pratiques ont eté proposées pour aider les analystes a
valider leurs procédures danalyse. Par exemple, le document SFSTP pharma 1992 a été le
premier a fournir une méthodologie concréte pour la préparation d'un protocole de validation,
I'application d'une méthodologie statistique et l'aide a la prise de décision, afin de répondre
aux différents criteres de validation. SFSTP pharma 2003 a introduit une nouvelle stratégie de
validation basée sur le profil d'exactitude, qui correspond parfaitement a l'objectif d'une
méthode analytique, a savoir sa capacité a quantifier le plus précisement possible chaque
quantité inconnue que doit déterminer un laboratoire. Une deuxiéme partie du guide SFSTP
Pharma 2006 développe tous les calculs statistiques nécessaires a la mise en ceuvre des
concepts présentés dans la premiere partie du guide, en fournissant un exemple concret.

En résumé, la validation des méthodes d'analyse est un processus essentiel et complexe, et
différentes méthodologies ont été proposées pour aider les analystes a atteindre les critéres de
validation définis par les réglementations internationales.

Abstract:

An analytical method is a detailed procedure that reads different types of substances necessary
for the effect of an analysis of a given substance. Its implementation generally includes four
main phases: selection, development and optimization, validation (internal and external) and
routine application.

The validation of analytical methods has become an important and ubiquitous objective, not
with the establishment of quality assurance systems in laboratories. In addition, international
guides regulated by FDA, ICH, ISO, BPC (good for manufacturing), etc., define the validity
criteria of the tester, which are specific or selective, linear, trueness, precision, repeatability
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and intermediate precision, accuracy, no limit of detection, no limit of quantification, assay
range and sensitivity. However, these guides do not offer specific experimental approaches or
concrete methodologies for directors. The ICH presents a list of performance criteria for the
validation of an analytical method, with their definitions, which proposes methods for
calculating summaries based on a minimum number of test series and concentrations, without
specifying how Prepare these samples.

This is why more practical methodologies have been proposed to help analysts validate their
analytical procedures. For example, the SFSTP pharma 1992 document was the first to
provide a concrete methodology for the preparation of a validation protocol, the application of
a statistical methodology and decision-making support, in order to meet the different
Validation criteria. The SFSTP pharma 2003 introduced a new validation strategy based on
the accuracy profile, which corresponds to the purpose of an analytical method, and provides
an ability to quantify as accurately as possible an unknown quantity as to what determines the
Workforce. A second part of the SFSTP Pharma 2006 guide developed for us the statistical
calculations necessary to implement the concepts presented in the first part of the guide, by
providing a concrete example.

In summary, validation of analytical methods is an essential and complex process, and
different methodologies on these proposals allow analysts to witness criticisms of validation
definitions by international regulations.
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