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1. Objectifs

Dans de nombreux domaines, les analyses chimiques sont importantes en raison des
décisions prises a partir des résultats fournis, par exemple le contréle de la qualité des
produits, qui est indispensable a effectuer pour les industries chimiques, pharmaceutiques
et alimentaires ; pour les problémes d'environnement (contréle du taux et de la nature des
substances, polluants ou non polluants, que contiennent les fumées, les eaux usées, les
déchets industriels ou autres, les résidus d'engrais, d'insecticides ou de défoliants dans les
sols, dans les produits agricoles) ; dans le diagnostic médical (taux de glucose, d'urée, de fer,
de calcium ou de potassium contenus dans le sang ou l'urine, pH, gaz du sang...) ; pour la
connaissance d'un produit de base (minerai, pétrole brut) ou pour |'amélioration des
performances d'un produit transformé, qui ne peut se faire que si l'on connait la
composition chimique exacte de ce produit ; dans |'expertise légale (identification des traces

de poisons, d'explosifs ou de liquides inflammables, contréles antidopage, etc.).

Le colt des "résultats erronés" peut étre énorme dans tous les domaines. Par exemple, la
nécessité de faire des répétitions d’analyses, les proces devant la justice, I'évaluation
erronée de la qualité environnementale ou des produits alimentaires, Ils entrainent une
perte de confiance dans la fiabilité des résultats analytiques. La fiabilité des résultats
analytiques est importante: ils doivent répondre aux besoins des clients (et de toutes les
autres parties prenantes et , par la ,acquérir leur confiance. Pour l'industrie pharmaceutique,
toutes les décisions critiques sont prises sur la base des résultats obtenus par le laboratoire
de controéle, telles que la libération des lots d'un produit pharmaceutique, I'établissement et
la vérification de la durée de validité d’un produit, la bioéquivalence entre deux
médicaments, les études de pharmacocinétique ou le diagnostic d'une maladie, etc. La
fiabilité de ces décisions ne dépend que de la fiabilité et de la cohérence des résultats

obtenus par les méthodes d'analyse.

Pour assurer cette fiabilité, la validation des méthodes analytiques est donc d'une
importance primordiale. La validation des méthodes analytiques constitue une étape
essentielle dans le processus intégral de démonstration de la fiabilité des résultats

analytiques qui seront générés par ces méthodes dans leurs utilisations quotidiennes. En
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outre, l'interprétation et |'évaluation des résultats d'analyse au cours de cette étape-clé
doivent étre fondées sur des bases statistiques. Sinon, I'importance et I'utilité des résultats
d'analyse obtenus pour la prise de décision demeurent vagues.

On est confronté, dans la littérature et dans la pratique, a plusieurs approches de validation

analytique.

L'objectif principal de cette thése est de comparer et critiquer ces différentes approches et
de statuer sur la fiabilité des décisions prises par chaque approche, au moyen des résultats
obtenus a partir des méthodes d'analyse quantitative validées selon ces différentes

approches.

Pour atteindre cet objectif, le but des méthodes d'analyse quantitative et de leur validation
devrait étre rappelé et une étude comparative des différents guidelines existants sera faite.
En effet, certaines lacunes dans les schémas de validation existants fournis par les différents
documents réglementaires, sont identifiées, ce qui laisse place a un écart entre les criteres
de validation et l'utilisation prévue de la méthode. En outre, des recommandations
concernant I'utilisation de chacun de ces critéres ont été présentées en accord avec I'objectif
de la méthode analytique et de celui de la validation analytique qui est de prédire la fiabilité
future des résultats de routine. L'objectif suivant sera de réaliser une étude comparative
entre les différentes approches existantes dans le domaine analytique a savoir les approches
classiques et une approche basée sur une méthodologie statistique spécifique: intervalle de
tolérance [-expectation. Puis une illustration de l'universalité potentielle de cette
méthodologie sera faite a travers l'application de différentes méthodes d’analyses
rencontrées dans le domaine pharmaceutique ainsi qu’une étude de capabilité des
méthodes d’analyse, validées par cette approche, en les considérant comme des procédés a
part entiére et en proposant de nouveaux indices de capabilité adaptés a ce genre de
procédés. Enfin une étude de certaines pratiques rencontrées dans les laboratoires d’analyse
sera faite, a savoir : l'utilisation des placebos en tant que standards de validation au lieu des

échantillons réels issus de la fabrication de routine.

Page 3



OBJECTIFS ET STRUCTRE DE LA THESE CHAPITRE |

2. Structure de la thése

Le Chapitre Il est consacré a la définition des différentes étapes de cycle de vie des
méthodes d'analyse, a savoir ; la sélection, le développement, la validation et I'utilisation de
routine de la méthode, apres avoir examiné I'étape de validation , avec une revue du
concept d""Erreur totale" comme outil d’évaluation de la fiabilité des méthodes d'analyse
ainsi que le réle de la méthodologie statistique spécifique liée a ce concept: "intervalles de

tolérance" et le profil d’exactitude.

Cependant, méme si les documents réglementaires publiés définissent les critéres de
validation exigés pour démontrer que la méthode est adaptée a I'usage pour lequel elle est
prévue, il y a une grande marge d'interprétation laissée aux analystes menant a différentes
approches pour la validation de la méthode. Par ailleurs, I'adéquation de ces interprétations

a I'objectif de la validation de la méthode n'est pas toujours vérifiée.

Le chapitre Ill est, donc consacrée a une étude comparative et critique des criteres de

validation, a travers les différentes références réglementaires existantes.

L'objectif est de démontrer le grand manque, existant dans ces lignes directrices, d’'une
méthodologie pratique pour prendre une décision quant a la validité ou non d’'une méthode

analytique.

En outre, différentes approches pratiques ont été développées par les praticiens et sont
présentes dans la littérature et le choix d’'une approche ou d’une autre est laissé a

I'appréciation de chaque laboratoire.

Cependant, les parametres statistiques a calculer, avec ces approches, ne sont parfois pas
adéquats pour évaluer la performance de la méthode analytique, ex: coefficient de
corrélation, pour |'évaluation de linéarité. D'autre part, il y a un manque d'orientation
concernant la fagon d'interpréter globalement les résultats de la validation bien que
certaines de ces approches proposent des limites pour certains criteres, au-dela desquels ce

critére de performance n’est pas acceptable.
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Le chapitre IV est une analyse critique des différentes stratégies classiques de validation
analytique qui existent dans la littérature et qui sont appliquées dans les laboratoires
d’analyse. Ensuite, une comparaison de ces différentes approches sera faite avec la derniére
approche de validation basée sur le concept d”erreur totale, ceci en appliquant toutes ces

approches a des cas pratiques.

Ainsi, deux exemples pratiques ont été traités avec les différentes approches et différentes
conclusions ont été faites concernant la validité de chaque méthode. Par ailleurs, des
simulations ont été réalisées pour mettre en évidence le risque producteur et

consommateur lié a chaque méthodologie.

Ensuite, une évaluation de I'universalité et de la flexibilité de I'approche de I'erreur totale a
été réalisée, dans le chapitre V, en I'appliquant a différentes méthodes analytiques et avec
différentes matrices rencontrées dans I'industrie pharmaceutique. Des critéres d’acceptation

ont aussi été proposés pour les différents types des méthodes analytiques rencontrées.

Enfin, les différentes étapes d’'une méthode analytique, a savoir: I’échantillonnage, le
prélevement, la préparation de prélevement, la mesure, I'étalonnage etc., nous font
considérer qu'un résultat d'analyse s'obtient a la suite d’'un grand nombre d’étapes et nous
laissent par la considérer la méthode d’analyse comme un processus similaire aux processus

de production.

Afin de tenter de mesurer la performance de ce processus (méthodes d’analyse), une étude
de capabilité a été réalisée dans le chapitre VI en adaptant I'indice de capabilité Cpk, utilisé
couramment pour les procédés de fabrication, au contexte des méthodes analytique, en

proposant un nouvel indice spécifique a ces procédés analytiques.

Cet indice développé ainsi que sa proportion de non-conformité ont été appliqués a
plusieurs cas couvrant les applications couramment rencontrés dans I'industrie

pharmaceutique et qui ont été validées par I'approche de I'erreur totale.

Le chapitre VIl est une étude comparative entre les résultats de validation réalisée avec des
échantillons authentiques et ceux générés par une étude de validation réalisée a partir du

placebo. L'objectif est de vérifier la transférabilité des performances quantitatives des
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standards de validation a des échantillons authentiques du médicament, puisque, la plupart
du temps, seuls des échantillons préparés artificiellement sont utilisés comme des standards

de validation dopés.

Enfin, des conclusions générales de cette these ainsi que des perspectives pour de futures
recherches non seulement dans le domaine de la prédiction de la fiabilité des résultats
d'analyse, mais en particulier dans I'étude des différentes pratiques, parfois erronées, dans
le domaine de validation analytique rencontrées dans les laboratoires d’analyse sont donnés

dans le chapitre VIII.
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CHAPITRE Il : Introduction

1. Génération des résultats quantitatifs : Cycle de vie d’'une méthode d’analyse
1.1. Sélection
1.2. Développement et Optimisation
1.3. Validation
1.4. Utilisation en routine
2. Concept d’erreur totale et approche du profil d’exactitude
2.1 Concept d’erreur totale
2.2 ROle des intervalles de tolérance
2.2.1 Intervalle de confiance de la moyenne

2.2.2 Relation entre intervalle de tolérance et erreur totale

3. Bibliographie
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1. Génération des résultats quantitatifs: Cycle de vie d’'une méthode d’analyse

Les méthodes d’analyse sont souvent décrites comme des procédures immuables et figées.
C'est un peu l'impression que donnent les manuels et les autres recueils de normes
techniques [1]. Or, comme tout procédé de production, les méthodes d’analyse naissent,
évoluent et meurent. Pour comprendre clairement le réle et la place de la validation dans la
vie d’une méthode d’analyse, il est intéressant de décrire son cycle de vie depuis le moment

ou elle est choisie jusqu’au moment ol on I'abandonne. [1]

Les domaines d'application des méthodes d'analyse sont tres divers, allant du contréle des
médicaments, de la bio-analyse dans le cadre des études cliniques et des études de
bioéquivalence jusqu’aux études environnementales et agro-alimentaires... Quelle que soit
la méthode d'analyse utilisée et quel que soit le domaine d’application, chaque laboratoire
doit étre en mesure de produire des résultats fiables lors de |'exécution de I'analyse pour un
client ou pour des fins réglementaires, afin de répondre au probleme analytique et donc a

celui d’ordre socio-économique comme le montre la Figure 1. [2]

Procédé Analytique :
- Stratégie d'échantillonnage ;
- Traitement d’échantillon ;

médicaments - , i

Pré q toxi q | I Sélection de la méthode ;
_ resence es toxines dans les / [ Deéteston

aliments

Probléme socio-économique
— Role thérapeutique des

I Quantification ;
A
Probléme analytique

v
Exigences a satisfaire : Propriétés Analytigues
— Normes a la libération — Sélectivité

— Exigence réglementaire — Exactitude
— : — Incertitude
OQualité analvtiaue _ Vitesse
Obiectif attendu — Automation
"y — Colt
Tracabilite 1 e | Fiabilite B

4

Qualité externe

Médicament, nutriment, agences sanitaire, ...

Figure II-1 : Probléme analytique (adapté par Valcarcel et al 1997) [2]
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Dans le domaine analytique, deux types de méthodes sont mentionnés :
qualitatives et les méthodes quantitatives. Dans cette derniére catégorie, la mise en ceuvre

de ces méthodes (le cycle de vie) peut s’articuler en quatre grandes phases généralement

successives telles que l'illustre la Figure 2 [3] :

1.

définis ;

d’expériences;

phase de prévalidation;

CHAPITRE Il

une phase de Sélection ou des objectifs et des conditions opératoires initiales sont

une phase de Développement, avec ou sans optimisation au moyen de plans

une phase de Validation (Validation Interne/Externe) précédée, selon les cas, d’une

une phase d’application en routine (usage en routine), incluant le plus souvent une

validation en routine et parfois une validation partielle ou une revalidation.

Expertse de
[analysie
Choix des analyles,
Type de techmigue,
Signal

Tests d'aptitudes

s

USAGEEN

REVALIDATION

N Testde Optimisation des
robusiesse | parameines instrumeniaus,
des conditions opsrsfoires,
DEVELOPPEMENT etabﬂsmntd‘ss
pro -Dpe&aforres
| .srarrdafd\sess

Procédures de
vahdation

VALIDATION
INTERNE

ROUTINE

Carte de contrile

Planification des contrles,

Plan d'é
Cq;acﬂ‘ediemmure

P
des apfitudes
VALIDATION
EXTERNE
Etudes inter- Reproductibilite /
laboratoires Repéfabilie

Spécificils - Selectivils,

Justesse, Linéarité,
Précision, Exactifude,
Fonction de réponse,
Limites ge défection ef

de quantificafion

Figure II-2 : Cycle de vie d’une méthode analytique [4]
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1.1 Sélection d’une méthode

D'abord, il faut sélectionner la technique analytique, c'est-a-dire choisir parmi les diverses
méthodes physico-chimiques publiées dans la littérature ou maitrisées par le laboratoire
celle qui doit permettre de déterminer le ou les analytes représentatifs du probléme
analytique a traiter. Cette démarche repose entierement sur le savoir-faire et I'expertise de
I'analyste [1].

Le choix de la méthode est le point de départ véritable de la validation. Il résulte d'un
compromis entre les possibilités instrumentales du laboratoire, le colt d'une mesure et les
performances requises. Pour estimer le poids de chacun de ces éléments, on procede de
facon assez subjective. Pour étre rigoureux, il faudrait pouvoir calculer un rapport codt -
bénéfice qui intégrerait les performances métrologiques et le co(it de la méthode et, si
plusieurs méthodes sont concurrentes, sélectionner celle qui a le rapport colt-bénéfice le
plus favorable [1].

Malheureusement, ces données économiques et techniques ne sont pas facilement
disponibles. Souvent, elles deviennent accessibles lorsque la méthode est parfaitement

connue et que le probleme de sa validation ne se pose plus vraiment [1].

Toutefois et afin de sélectionner la méthode adéquate, des questions basiques, comme les

suivantes, doivent étre posées [2]:

- Quel est I'analyte (s) a chercher?

- Quelle est la nature de I'échantillon: les propriétés physiques et chimiques de
I'échantillon?

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

- Quel est le niveau d’exactitude nécessaire?

- Quelles sont les limites d'acceptation des performances de la méthode?

- Quels sont les autres constituants de I'échantillon qui sont généralement présents?

- Combien d'échantillons doit-on étre analysés?

En effet, il est primordial de connaitre le plus d'informations possibles sur I'échantillon qui

sera analysé. Les points simples et évidents a résoudre peuvent étre les éléments attendus

dans I'échantillon (les excipients, les contaminants, les produits secondaires, les produits de

dégradation, les métabolites, ...), les composants d'intérét, les caractéristiques telles que la

volatilité de I'échantillon, les solvants possibles, la présence d'acides et / ou de bases,
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I'historique de I'échantillon, comme des détails sur la synthése. Les réponses a ces questions
aident a sélectionner la méthode appropriée. Les propriétés chimiques du composé en cours
d'analyse sont aussi extrémement importantes pour la sélection de la méthode. Celles-ci
peuvent inclure, mais ne sont pas limitées a, la présence de groupes fonctionnels
(chromophores), ionisation, et la polarité [2].

La méthode de détection la plus couramment utilisée dans le domaine pharmaceutique pour
la détection des substances médicamenteuses contenant un ou plusieurs chromophores
comme groupes fonctionnels est la spectrophotométrie UV/Visible. Les techniques de
détection avec une plus grande sélectivité et sensibilité comme les techniques
électrochimiques, de fluorescence et la détection par spectrométrie de masse peuvent
également étre considérées quand la détection directe est jugée inappropriée. Parfois, une
modification chimique ou une dérivation peut étre utilisée pour I'analyse d'un composé

médicamenteux dépourvu de tout chromophore [2].

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

méthode [2].
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1.2 Développement et optimisation

Une fois la méthode sélectionnée, il est souvent nécessaire d'effectuer plusieurs expériences
pour l'optimiser. Cette optimisation de la méthode peut étre trés complexe avec une
procédure originale. En effet, en raison du nombre important des paramétres impliqués
dans le développement des méthodes d'analyse, il est difficile de trouver 'ensemble des
niveaux optimaux des parametres de la méthode analytique.

Généralement, pour optimiser les conditions opératoires d’'une méthode analytique, les
plans d’expériences, notamment la méthodologie des surfaces de réponse, sont utilisés [5].
Les plans d’expériences font partie de la chimiométrie [1]. lls ont pour objectif de fournir a
I'analyste, moyennant un nombre d’expériences restreint, un maximum d’informations
pertinentes pouvant expliquer certains effets et prédire les réponses étudiées.

Dans la méthodologie des plans d’expériences, tous les facteurs considérés sont étudiés
simultanément. La stratégie consiste a réaliser les expériences de maniere programmeée et
raisonnée, en faisant varier les niveaux de tous les facteurs a la fois [6-8]. Le meilleur moyen
pour y parvenir, tout en expliqguant les phénomenes observés et en exploitant les résultats
obtenus, est 'utilisation des outils mathématiques combinés aux outils statistiques ; ce qui
rend complexe leur mise en ceuvre. Cela n’est possible que par I'utilisation des logiciels

développés qui rendent le travail accessible, facile et rapide [4].

Plusieurs types de plans sont définis pour réaliser les expériences et sont décrits dans la
littérature [9-12]. Cependant, pour le choix d’un plan adéquat, il y a un certain nombre de
prérequis, tels que I'objectif poursuivi par I'analyste, le type et le nombre de facteurs a
étudier, les informations a recueillir, et méme les exigences de I'expérimentateur [4]. Le

Tableau 1 donne une classification des plans d’expériences.
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Classe Type de plan sélectionné

Plans de Plackett-Burman

Détection des facteurs influents Plans Factoriels

Plans de Taguchi...

Plans Central composite

Optimisation d’un processus (procédures) Plans de Box-Behnken...

Plans de Doehlert

Plans de Scheffé

Optimisation d’un mélange

Extreme vertices designs

Comparer un grand nombre de produit Blocs incomplets équilibrés...

Tableau lI-1- Classification des plans d’expériences

L'optimisation des méthodes chromatographiques est le plus souvent réalisée par la

méthodologie des surfaces des réponses.

Nous nous contenterons ici d’expliquer brievement les plans de la surface de réponse les

plus utilisées en développement des méthodes chromatographiques: Plans central

composite, plans de Doehlert et plan de Box Behnken

a-

Les plans composites

Un plan composite est constitué de trois parties :

1. Un plan factoriel dont les facteurs prennent deux niveaux.

2. Au moins un point expérimental situé au centre du domaine d’étude.

3. Des points axiaux en étoile. Ces points expérimentaux sont situés sur les axes de
chacun des facteurs.

Les plans de Doehlert

La caractéristique principale des plans de Doehlert [11] est d'avoir une répartition
uniforme des points expérimentaux dans |'espace expérimental. La Figure 3 donne la
disposition de ces points pour un plan a deux facteurs (essais 1 a 7). Tous les points sont
a la méme distance du centre du domaine d'étude et sont situés sur le cercle

trigonométrique. lls forment un hexagone régulier.

Page 13



INTRODUCTION CHAPITRE Il

AX,

Figure II-3 : Extension d’un plan de Doehlert a deux facteurs. Trois points suffisent pour
retrouver un nouveau plan de Doehlert [13]

c- Plans de Box-Behnken

Box et Behnken ont proposé en 1960 ces plans qui permettent d’établir directement des
modeles du second degré. Tous les facteurs ont trois niveaux: -1, 0 et +1. Ces plans sont
faciles a mettre en ceuvre et possedent la propriété de séquentialité. On peut entreprendre
I’étude des k premiere facteurs en se réservant la possibilité d’en rajouter de nouveaux sans
perdre les résultats des essais déja effectués [13-15].

Le plus connu des plans de Box-Behnken est celui qui permet d’étudier trois facteurs. Les
points expérimentaux sont au milieu des arétes de chacun des cotés du cube (Figure 4). Ce
plan comporte douze essais auxquels on peut ajouter un (ou plusieurs) point(s) central (aux)

[14-17]

12 5

Figure 4 —Plan de box-Behnken pour trois facteurs

Généralement, la réalisation d’un plan d’expérience exige une préparation soignée et

s’effectue en respectant les étapes suivantes [18] :
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e Description de I'étude

e Définition des objectifs de I’étude

e Choix des réponses

e Etablissement de la liste des facteurs influents

e Choix du domaine de variation des facteurs

e Etablir la liste de I'ensemble des contraintes si possible

e Choix et construction du plan d’expériences

e Expérience aux bornes du domaine d'étude

e Eviter les confusions d'effet en recherchant I'orthogonalité entre des facteurs

e Utiliser les logiciels de construction de plans d'expériences quand cela est

possible

e Validation statistique du modele postulé

e Interprétation des résultats

e Conclusion de I'étude
En conclusion, L'application des plans d’expérience pour |'optimisation des méthodes
permettra non seulement de trouver les niveaux de facteurs qui répondront le plus
adéquatement au probléme analytique rencontré, mais Il fournira également un outil pour
obtenir I'optimisation robuste de la méthode analytique. Cela correspond adéquatement a la
demande de I'CH Q2R1 [19]: "L’évaluation de la robustesse se fait durant la phase de mise
au point; elle dépend du type de méthode considérée. Cette évaluation doit démontrer que
la méthode demeure fiable lorsqu’on introduit des variations planifiées de parameétres ". En
effet, la surface de réponse permettra de trouver une région dans le domaine expérimental
ou de légeres modifications délibérées des parametres n'affectent pas les réponses étudiées.
Ce type d'optimisation de méthode permet d’éviter I'étude de vérification de la robustesse
qui est parfois exigée par les agences sanitaires d'enregistrement des médicaments apres le
processus de validation dans le cadre d’une nouvelle demande d’enregistrement ou lors de

dépobt des dossiers d'Autorisation de mise sur le marché (AMM). [2]
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1.3 Validation

Comme l'indique trés explicitement la Figure 5, la validation ne doit intervenir qu’aprés la
mise au point compléte de la méthode. L'objectif de la validation est de démontrer que la
méthode employée permet d’atteindre des objectifs techniques définis a I'avance. La clause

5.4.5.1 de la norme ISO 17025 : 2005 [20] 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 » [1]

—
Cartes de E‘Gn?rdJL)

a) Capacitd de la méthode.
B) Plan da contrdle

Eszai d'aptitudes -:>

I

5. Utllisation en routine
L

ﬁistimatiﬂn de l'incertitude

l Vérification d'aptitude

Expertisa de
I'analyste

1. Selection

H \ Optionnel

[_4. Validation externa | -

~~

a) Reproductibilite
b} Rapetabilite

a) Choix des analylas
b} Type de méathods

 Elude inter-laboratoires
i robustasse
) Type da signal

6. Revalidation
' 3. Validation interne
‘- It "._‘ a?shﬂodﬁtl}e_d' gtalonnage
B - Sensibilitg
Plan d'expériences o b} sﬁiﬁﬁl
- - ifle
e c) Fidélité
r 2, Dévemppemend Frocédura(s) !

de validation
a) Optimisation de l'appareillage
b} Optimisaticn du mode opératoira

- Reépdtabilitdg (intarna)
c) Mode opératoire normalisd (SOP)

- Fidélitg imermédiaire
d) Limite de détection

a2} Limite de guantification

Figure II-5 : Cycle de vie d’une méthode d’analyse |1]

Une distinction entre validation intra-laboratoire (ou in-house) et inter-laboratoires (ou en
collaboration) peut étre faite. La premiere est universelle et requise pour toutes les
méthodes, la seconde est surtout applicable aux méthodes qui seront utilisées par plusieurs

laboratoires ou dont les résultats servent lors d'échanges commerciaux ou de contréles
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officiels. Par exemple, dans l'industrie pharmaceutique, il est inutile (voire impossible) de
procéder a la validation interlaboratoire d'une méthode qui ne sert en interne qu'a I'étude
d'une molécule non encore mise sur le marché. Par contre, dans les industries
agroalimentaires, il faut toujours procéder a une validation inter-laboratoires pour une
méthode qui sert a mesurer la conformité d'une denrée lors d'un échange commercial [3].
L'objectif spécifigue de la méthode d'analyse doit étre défini avant de commencer toute
validation. En effet, comme indiqué précédemment , une méthode doit étre adaptée a un

but donné [1-3].

L'étude de validation devrait inclure les sources de variabilité qui peuvent étre couramment
rencontrés lors de l'application de la méthode en routine et au moins différents types
d’équipement et différents analystes qui vont appliquer la méthode tous les jours. Si
I'analyse est effectuée toujours avec le méme équipement et par le méme opérateur,
d'autres équipements ou opérateurs ne devront donc pas étre pris en compte. Enfin, avant
que l'équipement ne soit utilisé pour |'étape de validation ainsi que pour des analyses de

routine, sa performance doit étre vérifiée [2].

Le domaine de la validation des méthodes analytiques est défini par plusieurs textes
réglementaires ou des guidelines tels que I'ICH [20], la FDA [21], EURACHEM ([22], IUPAC
[23], AOAC [24]. Ces derniers définissent les criteres de validation a tester, mais ne
proposent pas des approches expérimentales et se limitent surtout a des notions générales
[2]. Nous rappelons qu’au cours de ce travail, nous avons réalisé une étude comparative et
critique entre ces différents guidelines afin de relever les différentes défaillances et

contradictions présentes dans ces documents (cf. chapitre 2)

Pour ces raisons, plusieurs méthodologies pratiques ont été proposées [25-28] afin d’aider
les analystes a valider leurs procédures d'analyse. Ces guides ont grandement contribué a
faire progresser la validation des procédures de dosage. Néanmoins, le premier guide de la
Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) [25] est
exclusivement dédié aux spécialités pharmaceutiques. Il a montré ses faiblesses concernant
I'objectif de la validation des méthodes analytiques. Ainsi, par exemple, I'analyste peut étre

pénalisé , s'il développe une procédure qui est trop fidele. En outre, I'analyste est confronté
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a un grand nombre de tests statistiques qui complique parfois sa décision, au lieu de la
rendre aisée. Cette confusion entre les régles de diagnostic et de décision se trouve
également dans le deuxiéme guide SFSTP [27] consacré aux procédures de bioanalyse. Pour
cette raison, le récent guide SFSTP [28] visait a aligner les objectifs de la validation en
fonction des objectifs de la procédure analytique. Il insiste également sur la validation de la
procédure analytique tel qu’elle sera utilisée en routine. Enfin, il fournit une régle de
décision simple en utilisant les intervalles de tolérance (cf. section2, chap. 1). Ce guide a
également pour but de proposer un consensus sur les normes généralement reconnues, tout
en intégrant largement la terminologie de I'ISO [29]. Il a aussi présenté une stratégie
expérimentale pour la validation des procédures de dosage, indépendante du secteur
industriel, utilisant au mieux les expériences réalisées afin d’extraire un maximum
d'informations a partir des résultats et de minimiser les risques de ré-analyse des
échantillons de routine [30]. Cette approche devrait donc réduire considérablement le risque
d'accepter une procédure qui ne donnerait pas des résultats suffisamment exacts ou, au
contraire, de rejeter une procédure qui peut étre appropriée. La notion de profil
d’exactitude proposée dans ce guide SFSTP peut étre étendue aux autres secteurs d'activité,

tels que I'environnement ou I'agroalimentaire.

1.3.1 Critéres de validation

Les principaux critéres de validation sont ceux qui sont largement reconnus et couramment
utilisés dans les laboratoires d'analyse [19,21, 22] et s’articulent comme suit :

e Spécificité-sélectivité,

e Fonction de réponse (courbe d’étalonnage),

e Linéarité (des résultats),

o Fidélité (Répétabilité et Fidélité intermédiaire),

e Justesse,

e Exactitude

e Limite de détection (LD),

e Limite de quantification (LQ),

e Intervalle de dosage,
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Des définitions plus détaillées de ces critéeres peuvent étre trouvées dans le chapitre 2.
En outre, d'autres critéres spécifiques peuvent étre requis, selon les domaines concernés,
comme par exemple [21]:

e Stabilité de I'analyse,

e Recouvrement d’extraction,

o Effet de dilution,

e etc.

Il est également important de préciser qu’a I’heure actuelle, il n'y a toujours pas de
convergence entre les différents documents réglementaires (ISO, ICH, Afnor, Sanco, FDA,
Conférence de Washington, 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 varier
d’un document a l'autre. Il en va de méme avec la justesse qui, selon les documents, est
confondue avec I'exactitude. Pour éviter cela, la nomenclature issue des normes ISO a été
choisie , dans le dernier guide SFSTP [28] , comme référentiel principal pour la définition des

critéres de validation.

Il convient de souligner que les critéres de validation évoqués ci-dessus doivent étre évalués,
autant que possible, dans la méme matrice que celle des échantillons a analyser [21].
Chaque nouvelle procédure d'analyse devra par ailleurs étre validée pour chaque type de
matrice (par exemple pour chaque type de fluide biologique envisagé et pour chaque espece

animale).

1.3.2 Objectifs de la procédure d’analyse

L'objectif d’'une procédure analytique quantitative est-il de démontrer qu’en moyenne la
réponse évolue linéairement en fonction de la concentration introduite, de démontrer que
le biais moyen de la procédure est inférieur a x%, de démontrer que la fidélité observée sur
un nombre donné de mesures est inférieure a x% ? Bien s{r que non. L'objectif d’une
procédure analytique quantitative est de pouvoir quantifier le plus exactement possible

chacune des quantités inconnues que le laboratoire aura a déterminer. En d’autres termes,
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ce que tout analyste attend d’une procédure analytique , c’est que la différence entre le
résultat rendu (x) et la « vraie valeur » inconnue de I’échantillon (ut), qui par ailleurs restera
toujours inconnue, soit petite ou du moins inférieure a une limite d’acceptation, c’est-a-dire

[28] :

—2X= e (A = X = 1 |(A Eq. II-1

Avec A la limite d’acceptation, qui peut étre variable selon les exigences de I’analyste ou la
finalité de la procédure analytique, laquelle est liée aux exigences communément admises
par la pratique professionnelle (par exemple : 1 ou 2% sur des matieres premieres, 5% sur
des spécialités pharmaceutiques, 15% en bioanalyse, environnement, etc.). Deux principes
fondamentaux apparaissent: d’une part, une notion de limite d’acceptation des
performances d’une procédure analytique, d’autre part, et de maniere implicite, celle de la
responsabilité de I'analyste dans la décision d’accepter ou non une procédure en fonction de
ses performances et de |'usage pour lequel elle est prévue.

Par ailleurs, toute procédure analytique (méthode de dosage) se caractérise par un "vrai
biais" p,, (erreur systématique), et une "vraie fidélité " o, (erreur aléatoire mesurée par un

écart-type ou une variance). Ces deux parametres sont propres a toute procédure analytique
et sont tout aussi inconnus que la "vraie valeur" de I'échantillon a déterminer. En fait, les
expériences réalisées en phase de validation permettent d'obtenir des estimateurs de ce
biais et de cette variance (fidélité) qui seront d'autant plus fiables que les expériences
effectuées sur des échantillons connus — les standards de validation (SV) - seront adéquates,
c'est-a-dire que le plan d'expériences et le nombre d'essais seront appropriés. Ces
estimateurs de biais et de variance ne sont pas une fin en soi, ils constituent une étape
intermédiaire obligatoire pour pouvoir évaluer si la procédure analytique va
vraisemblablement pouvoir ou non quantifier avec une exactitude suffisante chacune des

quantités inconnues, c’est-a-dire remplir son objectif.

La Figure 6 illustre graphiquement les concepts précédents ainsi que I'équation (Eq.1). Cette
figure présente la répartition de 95% des mesures fournies par quatre procédures

analytiques différentes ayant chacune un vrai biais L,, et une vraie fidélité 012\4 ainsi qu’une
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limite d'acceptation A commune. Dans cette illustration, cette limite vaut 15%, ce qui est un

choix classique pour les procédures bio-analytiques [21].
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Figure 11-6 : Exemples de procédures ayant la méme limite d’acceptation A = 15%. Le biais
est exprimé en % d’écart a la valeur vraie et la fidélité comme un coefficient de variation.
Comme l'illustre la Figure 6, la procédure 3 (0% de biais, 20% CV de fidélité) ne remplit pas
son objectif puisqu’elle fournit une trop grande proportion de mesures qui s’écarte de plus
de 15% de la véritable valeur des échantillons, c’est-a-dire une trop grande proportion de
mesures en dehors des limites d’acceptation de A = £15%. Cette derniere procédure se

caractérise par un biais p,, négligeable et par une fidélité 012\4 insatisfaisante. La procédure 4

ne remplit pas non plus son objectif. Une proportion trop importante de mesures sort des
limites d’acceptation fixées. Notons cependant que la procédure 4 se caractérise par un biais
de +7% et une fidélité de 12% qui sont individuellement inférieurs a 15%, , comme l'exige la
FDA [21].

En revanche, les procédures 1 et 2 atteignent les objectifs fixés. Nous pouvons donc les

retenir et conclure a leur validité en fonction de I'objectif fixé a priori. En effet, elles
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permettent de garantir la présence d’au moins 95% de résultats corrects a I'intérieur des
limites d'acceptation. Pourtant, en examinant plus attentivement la Figure 6, on notera que
la procédure 1 présente un biais de +7% , inférieur a la limite d’acceptation, mais tres fidele
(3% CV). La procédure 2, au contraire, se caractérise par un biais négligeable (+1%) mais

moins fidéle (8% CV).

Les différences entre ces deux procédures importent peu car nous avons bien dans les deux
cas la garantie que les résultats fournis ne seront jamais trop éloignés des vraies valeurs a
quantifier. La qualité des résultats est de loin plus importante que les caractéristiques

intrinséques de la procédure en termes de biais ou de fidélité.

Mais vouloir atteindre cet objectif trés exigeant a un colt considérable, généralement trop
élevé pour étre une stratégie acceptable pour un analyste qui ne dispose généralement que
de peu de temps. Des lors, pour réduire ce colt, il va devoir prendre des risques qu'on
voudra minimum (ou tout au moins compatibles avec les objectifs analytiques). Pour
maitriser ce risque, on peut inverser le raisonnement et fixer d'emblée une proportion
maximale acceptable de mesures qui pourront sortir des limites £ A, comme par exemple 5 %
des mesures ou 20 % des mesures au maximum en dehors des limites d’acceptation. Cette

proportion représente donc le risque que I'analyste est prét a prendre.

2
Ainsi, tel que l'illustre la Figure 7 sur la base du "vrai biais" py et de la "vraie fidélité" v ,

parameétres qui, rappelons-le, caractérisent toute procédure analytique et qui sont tout aussi
inconnus que la "vraie valeur" pr de I'échantillon a déterminer, les limites d'acceptation des
performances de la procédure en fonction de son utilisation permettent de définir un espace
des procédures analytiques, pour un domaine d'activité donné, ol se trouvent toutes les
procédures analytiques acceptables : par exemple + 15% en bio-analyse suite a la convention
de Washington. C'est dans cet espace donc qu'il faudra chercher la "bonne procédure
analytique" et ce, en fonction de la proportion de mesures que I'analyste désire avoir dans
les limites d’acceptation (par ex : 95%, 80% or 66%). Dans le cas présenté dans la Figure 7, le
triangle intérieur représente la zone de toutes les procédures analytiques pour lesquelles on
souhaite que 95 fois sur 100 du résultat x soit compris dans les limites d'acceptation que

I'analyste s'est fixé en fonction des contraintes de son domaine d’activité.
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Figure II-7. Limites d’acceptation des performances d’une procédure en fonction de son
« vrai biais » (%) et de sa « vraie fidélité » (CV, %) [28].
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Figure 1I-8: Régions des limites d’acceptation des procédures analytiques en fonction de
leur «vrai biais» (8) et leur "vrai fidélité " (écart-type, o) pour les limites d'acceptation
fixées a + 15%. 3 représente la proportion de résultats inclus a l'intérieur de la région

délimitée par les courbes en forme de cloche [28].
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La Figure 8 montre quatre autres zones en forme de cloche correspondant respectivement a
des proportions de 95%, 90%, 80% et 66% des résultats compris dans les limites
d'acceptation. La proportion de 99% est donnée a titre indicatif et ne correspond a aucune
exigence réglementaire connue. Notons toutefois que pour une procédure se caractérisant
par un biais nul et une fidélité de 15%, on n’obtiendra guere plus de 66% des mesures «

proches » des vraies valeurs a quantifier.

Toutefois, Boulanger et Al.[31] ont montré que, pour respecter la régle 4-6-15 de la FDA [21]
statuant sur la validité d’une séquence d’analyse en routine, une proportion minimale de
80% doit étre prise lors de I'étude de validation. La regle 4-6-15 recommandée par la
Conférence de Washington (1990) [31] et par le guide de la FDA [21] pour les contrbles de
qualité en routine (QC), veut dire qu’au moins 4 échantillons controles de qualité sur 6
doivent se trouver dans les limites d'acceptation de 15%. Cette régle de décision revient
donc a accepter que seulement 2/3 -ou 66,7%- des mesures soient comprises entre les
limites d’acceptation (+ 15% dans le cas présent) [27]. En effet, Boulanger et Al. [31] ont
montré qu‘en prenant une proportion de 80% a la phase de validation, la probabilité de
passer correctement la regle 4-6-15 en routine est d'au moins 90%. C’est en contradiction
avec la proposition (intuitive) fréquemment rencontrée dans la littérature [32-33] que les 4 /
6 ou 66,7% des résultats doivent se situer dans les limites d'acceptation de + 15%. L'adoption
de 66,7% comme proportion minimale des résultats qui seront inclus dans les limites
d'acceptation lors de la phase de validation peut entrainer jusqu'a 32% de séries acceptables

de routine qui vont étre rejetées avec la régle 4-6-15 [31].

Dés lors, une procédure peut étre qualifiée d’acceptable et donc de valide si grande est la
probabilité (“garantie”) que la différence entre chaque valeur mesurée (x) d’un échantillon
et sa "vraie valeur" (ur) soit comprise dans les limites d'acceptation que I'analyste s'est
fixées. La notion de "bonne procédure analytique" avec un risque connu peut se traduire par

la relation suivante:

P(|x— s |(4)= B Eq. II-2
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Avec B, la probabilité d’obtenir des mesures dans les limites d’acceptation, et A la grandeur
définissant les limites d’acceptation fixées a priori en fonction des contraintes du secteur
d'activité. Le risque associé d’une procédure s’évalue par la probabilité attendue d’obtenir

des mesures en dehors des limites d’acceptation (1- B).

1.3.3 Objectif de la validation des méthodes

Sachant que les notions de "vrai biais" et de "vraie fidélité" sont des parametres qui
resteront toujours inconnus, mais qu’ils pourront étre estimés par les mesures qui seront
réalisées en phase de validation, quel est donc I'objectif de la validation ?

Il parait raisonnable de prétendre que l'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, et
contrairement a ce que la pratique courante peut laisser penser, I'objectif de la validation
n’est pas simplement, d’obtenir des estimateurs du biais et de la fidélité. Il n'en demeure
toutefois pas moins que ces parametres, sont, comme nous l'avons déja signalé, des

éléments indispensables a I'établissement des garanties précitées.

A la lecture de cet objectif, deux concepts fondamentaux se dégagent, a savoir :

"suffisamment proche", signifiant, par exemple, que la mesure réalisée en routine sera a
moins de A% de sa "vraie valeur" inconnue (cf. éq. 1)

"garanties", signifiant qu'il est trés probable que quelle que soit la mesure, elle sera

suffisamment proche de la vraie valeur inconnue (cf. éq. 2).

Dans ces conditions, l'exactitude, la fidélité, la linéarité, ... ne sont plus que des
"parametres statistiques"” ou "éléments de calcul" permettant de chiffrer ces garanties. En
effet, on attend d’une procédure de dosage qu’elle soit capable de quantifier, et non pas
tellement gu’elle soit fidele, méme si, admettons-le, cette fidélité constitue un gage de

réussite. C'est dans ce contexte que I'analyse statistique des résultats de validation trouve
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sa véritable dimension. Toutefois, 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 l'usage pour lequel elle est prévue) de celles qui aident a
poser un diagnostic, c'est-a-dire nous renseigner sur un point particulier de ses
performances, comme par exemple la linéarité ou le passage de I'ordonnée par 0.

En fait, ce dont on a réellement besoin, c'est d'un bon outil de décision c'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,
mais dans ce cas seulement, les outils de diagnostic aideront alors I'analyste a identifier les

causes possibles du probléme.
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1.3.4 Les régles de décision

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

Selon le processus de décision adopté, nous pouvons distinguer entre 3 approches
statistiques conventionnelles, se caractérisant toutes par le fait qu'ils comparent
séparément la justesse et la fidélité, c'est-a-dire respectivement les erreurs systématiques
et les erreurs aléatoires de la méthode. Nous distinguons aussi une quatrieme approche
qui s’intéresse a la combinaison des erreurs systématique et aléatoire dans le concept

d’erreur totale.

L’approche descriptive [34],
L’approche de différence [26, 34, 35],

L'approche d’équivalence [26; 34-36].

P w N

L’approche erreur totale ou profil d’exactitude

a. L’approche descriptive :

L’approche descriptive utilise seulement des estimations des parameétres statistiques : Biais

et fidélité intermédiaire [34].

Les valeurs estimées de chaque critére sont calculées a chaque niveau de concentration
des standards de validation et sont comparées aux limites d'acceptation fixées a priori. Les
limites d'acceptation rencontrées dans I'industrie pharmaceutique pour des méthodes de
dosages de principes actifs dans des produits finis sont:

= 12 % pour le biais relatif

= 3% pour le CVf
Cela signifie que si le biais estimé est inclus dans l'intervalle de [-2 %, +2 %], la justesse de
la méthode pour le niveau de concentration étudié est acceptée.
Pour le critere de fidélité, si le CVp, est plus petit que 3 %, la fidélité de la méthode pour le

niveau de concentration étudié est acceptée.
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b. L’approche de différence
L'approche de différence est basée sur les tests d‘hypothéses comme le test de Student [26,

34, 35].

Les tests des hypotheses statistiques sont composés de deux hypothéses mutuellement
exclusives, a savoir I'hypothese nulle Hg et I'hypothese alternative H;.

Le critére de justesse (ou le biais de la méthode) est évalué en utilisant un test bilatéral de
Student dont les hypotheses nulles et alternatives sont données a I'Eq. 3. Ceci peut étre
vérifié en comparant l'intervalle de confiance a 95 % du biais global estimé a la valeur 0% de
biais relatif.

Hypothése nulle :

Ho: biais = 0 <> Ho: biais relatif = 0 % <> Ho: recouvrement = 100 %

Hypothése alternative :

Ho: biais # 0 <> Ho: biais relatif # 0 % <> Ho: recouvrement # 100 % Eq. 1I-3

Avec biais = x; - ur, le biais relatif = (x; -pr /ur)*100 et le recouvrement = (x;/py)*100

Si cet intervalle contient 0 % de biais, la justesse de méthode est acceptée, sinon, elle devrait

étre rejetée comme illustré dans la Figure 9a.

(a) (b)

+5 %

FEIRam

@
Biais relatif (%)
@
@
@
2

Biais relatif (%)

Figure 1I-9 : Les régles de décisions de validité des méthodes analytiques pour 5 situations
différentes (1a 5) selon le biais relatif de la méthode ; (a) I’approche de différence du biais
relatif, (b) I'approche d’équivalence du biais relatif avec les limites de décision fixées a +
5%
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C.

L’approche d’équivalence

L'approche d'équivalence différe des précédentes par le fait qu’au lieu de vérifier si le biais
relatif estimé ou le CVf estimé est inclus dans les limites d'acceptation, elle vérifie si la
vraie valeur de ces parametres est incluse dans leurs limites d'acceptation respectives, cela
pour chaque niveau de concentration des standards de validation étudiées comme le

montre la Figure 9 (b)

Cela consiste a comparer des intervalles de confiance des parametres étudiés aux limites
d'acceptation [33-36].

Pour le critére de justesse, l'intervalle de confiance a 95 % du biais relatif est calculé pour
chaque niveau de concentration et comparé par exemple aux limites d'acceptation de +2

%.

L'hypothese statistique de ce test est maintenant :

Hos : Biais relatif < - A vs Hy; : biais relatif > - A
et

Hoz : Biais relatif 2 A vs Hy, : biais relatif <A Eq. 1l-4

ou A(%) est la limite de décision, a savoir la différence maximale tolérée pour le biais relatif

de la méthode (par exemple 2%).

Comme illustré par les deux lignes horizontales représentant les limites de décision de +
5% au niveau de la Figure 9b, la regle de décision a changé . Avec cette nouvelle regle, les
procédures 4 et 5 sont rejetées, alors que la procédure 2 est maintenant considérée

comme valide.

Pour le critére de Fidélité, c'est la limite supérieure de I'intervalle de confiance a 95% du
CV qui est comparée a, par exemple, la limite de 3% et qui doit étre plus petite que cette

valeur maximale.
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d. L’approche de I’erreur totale ou Profil d’exactitude
A c6té de ces approches classiques, une approche originale, basée sur le profil d’exactitude
en utilisant les intervalles de tolérance statistique et I'erreur totale de mesure comme outil
de décision unique a été proposé [28, 30,37]. Face a la disponibilité de ces différentes

approches, il est du devoir de |'analyste de choisir I'approche la plus appropriée.

Toutefois, cette derniere approche est une regle de décision, a la fois pratique et visuelle.
Elle repose sur l'intégration du profil d’exactitude dans des limites d’acceptation (+A) [28,
30]. Le profil d'exactitude, construit a partir des intervalles de tolérance (voir la section 2.2
de ce chapitre « Role des intervalles de Tolérance ») permet donc, comme illustré dans la
Figure 10, de décider de la capacité ou non d’'une procédure a fournir des résultats dans
les limites d’acceptation. La zone en grisé montre l'intervalle de dosage dans lequel la
procédure est capable de quantifier avec une exactitude connue et un risque fixé par
I'analyste. C'est ainsi que dans ces conditions, si I'analyste est prét a assumer par exemple
un risque de 5%, il pourra au terme de la validation de sa procédure garantir que 95 fois
sur 100 les futures mesures fournies par celle-ci seront comprises dans les limites
d'acceptation fixées en fonction des contraintes de son secteur d’activité (ex: 1% ou 2% sur
les matiéres premiéres, 5% sur les spécialités pharmaceutiques, 15% en bio-analyse,

environnement, etc.).
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Figure 11-10: lllustration du profil d'exactitude comme outil de décision.
LQI: limite de quantification inférieure; LQS: limite de quantification supérieure

Comme les vraies valeurs de biais et de fidélité de la procédure sont inconnues, le profil
d’exactitude par niveau de concentration (C1, C2, ...) s'obtient en calculant l'intervalle de
tolérance qui permet d’évaluer la probabilité d’obtenir des résultats futurs dans des limites
d’acceptation et ce, a partir des estimations disponibles du biais et de la fidélité de la
procédure apres la phase de validation au niveau de concentration en question. A noter que
les estimations du biais et de la variance sont des éléments essentiels pour calculer les
intervalles de tolérance, mais la décision n'est pas faite sur la base de ces estimations de

biais et de variance [2].

Le profil d'exactitude, représenté dans la Figure 10, s’obtient en reliant les limites de
tolérance basses et hautes estimées pour chaque niveau de concentration. Si, sur une partie
de l'intervalle de dosage sous épreuve, les limites de tolérance devaient sortir des limites
d’acceptation, comme dans I'exemple de la Figure 10 pour les niveaux de concentration C1
et C4, de nouvelles limites de quantification, et par [a-méme un nouvel intervalle de dosage

seraient définis.

La Figure 10 représente ces nouvelles limites LQS (limite de quantification supérieure) et LQl

(limite de quantification inférieure) qui sont en parfait accord avec la définition de ce critere,

Page 31



INTRODUCTION CHAPITRE Il

a savoir la plus petite quantité de substance a analyser qui peut étre dosée avec une

exactitude (justesse + fidélité) définie.

L'utilisation du profil d’exactitude, 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

[28, 30,37].

Une étude comparative et critique a été réalisée dans le cadre de ce travail en appliquant
ces 4 différentes approches sur deux exemples de dosage des principes actifs dans le produit

fini (Voir Chapitre V).
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1.4 L'utilisation en routine

Si la validation s'avére conforme, la vie de la méthode se poursuit par son utilisation en
routine. L'obligation de maitriser qualité implique un contréle permanent des performances
dans le temps. La norme ISO 17025 (2000) , par exemple, [38] exige que les méthodes
d'analyse soient controlées lors de l'utilisation de routine afin de garantir la fiabilité des
résultats analytiques qui sont produits pendant les séries de tous les jours et donc des
décisions subséquentes. De méme, la FDA [21] précise que, une fois la méthode d'analyse
validée, son exactitude doit étre contrdlée régulierement afin de s'assurer que la méthode
continue a fonctionner de facon satisfaisante. Pour effectuer ce contréle, on s'appuie, bien -
sar, sur les connaissances acquises lors du développement et de la validation de la méthode
mais aussi sur des outils spécifiques qui sont les cartes de contréle et les essais d'aptitude

[1,2].

La méthode classique pour vérifier la fiabilité d'un systeme est de répéter l'analyse d'un
échantillon de référence a intervalles réguliers et de le surveiller avec les techniques de

maitrise statistique des procédés (MSP) [2, 39-42].

EURACHEM (1998) [22] encourage |'utilisation des cartes de contréle de la qualité (CQ) pour
assurer la fiabilité quotidienne des méthodes et résultats obtenus. En outre, ils proposent
d'utiliser au moins 5% d'échantillons de CQ de routine dans les essais de routine (un sur
vingt échantillons analysés devrait étre un échantillon CQ). Si un écart dans les résultats se
trouve, le systéme doit étre ajusté, dans la mesure du possible. En général, |la variation dans
les résultats de tout systeme d'analyse peut étre interprétée comme la somme de deux
composantes: une composante aléatoire qui est due a la variabilité inévitable de la méthode
analytique, et une composante systématique ou non aléatoire qui pourrait étre fonction du
temps et qui peut étre causée par l'utilisation des instruments, par des changements des

conditions environnementales, etc.

La plupart des systemes d'analyse réelle contiennent des piéces mécaniques, électriques et /
ou optiques, dans lesquelles le facteur temps peut avoir une importance déterminante : le

vieillissement de la lampe du détecteur photométrique, une diminution de la capacité de
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séparation de la colonne chromatographique, ... D'autres systemes d'analyse peuvent étre
affectés par des changements dans les conditions environnementales, comme la
température, I'humidité, .... Ces changements peuvent provoquer des dérives dans les
résultats, c'est-a-dire que des tendances systématiques des résultats sont fonction du
temps, comme le montre la Figure 11. Le but de la MSP est de séparer les variabilités
communes (causes aléatoires) des causes spéciales (systématique). Les cartes de controle

sont les principaux outils utilisés pour atteindre cet objectif.

Le but de cartes de contrOle est de tester les deux hypotheses suivantes ; celle qui stipule
que ces variations proviennent des causes communes contre I'hypothese alternative qui
suppose que ces variations sont d’origine spéciale. Dans le premier cas, le systéme est dit
travailler sous contréle statistique ou étre dans un état contrélé, et dans le second, le

systéme est dit hors controle, devant donc étre ajusté.

Perturbations

— Changement de I'environnement

— Détérioration des équipements (Lampe, Colonne,...)
— Variations des entrées

v

Entrée , Sortie
_ Méthode \ . .
— Echantillons > . — Résultats des échantillons (ng/ml,...)
— Réactifs Analythue .
— Equipement . f
1
— Opérateur A | !
! v !
i Analyse des échantillons CQ '
: v |
. Cartes CQ Validation des
Correction <¢---1 " [----- .
sorties

Figure 11-11- Les proces d’évaluation pour contréler les méthodes d’analyse durant
I'utilisation en routine [39]

Le Guide de la validation des méthodes de bioanalyse de la FDA (2001) [21] propose une

régle spécifique pour surveiller les méthodes d'analyse lors de |'utilisation de routine. Pour
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atteindre cet objectif, un certain nombre d’échantillons de CQ doivent étre analysés avec les
échantillons inconnus.

Le guide précise que deux répétitions de QC a trois niveaux de concentration devraient étre
intégrées dans chaque série de dosage : un prés de la limite inférieure de quantification (LQl;
3 x LQl), un autre en milieu de gamme, et un prés de I'extrémité supérieure de la fourchette.
Les résultats des échantillons CQ fourniront la base d'acceptation ou de rejet de la série. Au
moins quatre échantillons sur les six CQ devraient étre dans les 15% de leur valeur nominale
respective. Cette regle est appelée régle de 4-6-15. Deux des six échantillons QC peuvent
étre en dehors des 15% de leur valeur nominale respective, mais pas les deux a la méme

concentration.

Cette régle de 4-6-15 est l'une des nombreuses méthodologies qui permettent d'évaluer si
un processus ou une méthode d'analyse est stable dans le temps. Concernant cette regle
particuliere, des critiques ont été faites: les risques producteur et consommateur sont tres
mal controlés. Pour renforcer le contrdle de ces risques, il est nécessaire d'analyser un plus
grand nombre total d'échantillons (par exemple: 8-12-15 , 12-18-15), et afin de contrdler
adéquatement les risques pour le consommateur, le nombre total des échantillons CQ a
analyser doit étre supérieure a 80 (pour avoir au plus 10% de chances d'observer au moins

80% des résultats dans les limites d'acceptation, la regle doit étre : 74-86-15) [2;42; 31].

Toutefois, d'autres types de méthodes de contrble statistique existent ; les plus courantes
sont les cartes de Shewhart, les cartes des sommes cumulées (CUSUM), les cartes des

moyennes pondérées exponentielles (EWMA) [2,43].
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2. Concept d’erreur totale et Approche du Profil d’exactitude

2.1. Concept d’erreur totale

2.1.1.Introduction

Durant les années 50 et 60, les analystes chimistes qualifiaient respectivement la
performance des méthodes d’analyse en terme de justesse et de fidélité, ou d’erreurs

systématiques et aléatoires.

La fidélité et la justesse (ou les erreurs aléatoires et systématiques) sont des caractéristiques
de la performance d’'une procédure d’analyse quantitative. L'Erreur totale décrit la qualité
d'un résultat de mesure (test) et fournit une estimation de I'erreur maximale qui peut
survenir pour une seule mesure. L'erreur totale est essentiellement utilisée dans le
laboratoire pour juger de l'acceptabilité d'une procédure d’analyse pour son utilisation

prévue.

L’Erreur Totale (ET) représente I'erreur globale ou totale qui peut survenir dans le résultat
d’'une mesure (test) en raison a la fois de problemes de fidélité (erreur aléatoire) et de
justesse (erreur systématique) de la procédure de mesure. Elle est communément définie
comme ET = Biais + Z *SD, ou le biais est I'estimation de l'erreur systématique, SD (écart
type) est I'estimation de I'erreur aléatoire, et Z est un multiplicateur qui représente le niveau

de confiance souhaité.

L'objectif de l'utilisation de I'erreur totale est d’estimer (décrire) I'erreur maximale qui
pourrait se produire dans un résultat d'analyse obtenu a partir d'une procédure de mesure.
Dans la validation analytique d’une méthode, I'erreur totale mesure la qualité d’'une mesure
qui peut étre comparée a une qualité attendue de cette méme mesure et, qui peut étre
exprimée en terme d'erreur totale acceptable (ETA) ou de limite d’acceptation nommée

souvent A.
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Bref, I'erreur totale est une caractéristique de qualité des résultats individuels alors que la
fidélité et la justesse sont des caractéristiques de performance de la méthode analytique qui
contribuent a la qualité d'un résultat de mesure. Différentes combinaisons de fidélité et de
justesse peuvent produire la méme qualité pour un résultat de test, et il est donc préférable
de fixer des objectifs pour l'erreur totale acceptable, plutot que de fixer des objectifs

individuels pour I'écart type et le biais

La norme ISO 15189 [44] reconnalt indirectement cette exigence importante dans sa
déclaration a la section 5.5:
» Les spécifications de performance de chaque procédure d’analyse utilisée doivent étre

en relation avec I'utilisation prévue de cette procédure

Cela implique que I'estimation de la fidélité et de la justesse d’'une méthode d’analyse doit
étre adaptée a son utilisation prévue. Pour ce faire, le laboratoire doit définir quelle est la
qualité du test recherché en relation avec cette utilisation (controle de matiere premiére ou
du produit fini ; recherche des impuretés ou dosage du principe actif...), ce qui conduit a la
nécessité de définir une exigence qualitéen appliquant des limites d'acceptation pour
chaque type de test et en considérant la notion d’erreur totale qui est la somme de la

fidélité et de la justesse en phase de validation[45].

Notons cependant que l'erreur totale n'est pas un concept reconnu dans le Vocabulaire

international de métrologie (VIM) [46] ou le GUM [47].

Pour les laboratoires pharmaceutiques et biopharmaceutiques, une prise de conscience de la
notion d'erreur totale (appelée aussi erreur totale d'analyse ou erreur de mesure totale) est
récemment apparue. Par exemple, en Europe, un groupe de travail qui comprend des
industriels, des universitaires et les autorités réglementaires de l'industrie pharmaceutique
et agro-alimentaire, a promu l'utilisation de l'erreur totale pour évaluer la validité des
méthodes analytiques [28, 30,37]. De méme, les industriels et les autorités réglementaires
[par exemple, la US Food and Drug Administration (FDA)], dans un récent résumé de I'atelier
bioanalytique de 2006, conclu avec un nouveau critére, a savoir I’erreur totale, afin d'évaluer

la validité des dosages immunologiques (Ligand Binding Asssay ou LBA [48]). Cette
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application récente de l'erreur totale dans ces secteurs a été faite afin de satisfaire les
demandes les plus exigeantes des autorités réglementaires sur la gestion des risques, en
particulier, le risque consommateur/client [49,50] (par exemple, le risque de déclarer
acceptable un résultat inacceptable). [51] Enfin cette notion a été introduite dans le dernier
guide de I'EMEA relatif a la validation des méthodes bioanalytiques (Guideline on

bioanalytical method validation)[52]

2.1.2.Types d’erreur

En régle générale, deux principaux types d'erreur sont reconnus en chimie analytique:
I'erreur systématique et I'erreur aléatoire, comme le montre la Figure 12 [20, 46, 53]. Pour
estimer l'erreur aléatoire, les variances, les écarts-types ou les coefficients de variation sont
calculés sur la base des mesures répétées du méme échantillon. Pour estimer I|'erreur
systématique, la premiere étape consiste a calculer la moyenne de plusieurs répétitions de
mesures de méme échantillon, puis I'écart a une valeur de référence est calculé afin

d'estimer le biais.

Ces deux composantes d'erreur sont faciles a estimer lorsque plusieurs répétitions d'un
échantillon avec une concentration de référence ou une valeur conventionnellement vraie
sont analysées. L'évaluation séparée de ces deux parties est souvent appliquée dans la
validation des méthodes, dans le transfert, dans la comparaison des méthodes ou dans les

études inter-laboratoires [2].

Enfin, certains auteurs ont proposé de subdiviser ces deux grandes catégories d'erreurs afin
de diagnostiquer les sources les plus importantes d'erreurs [19, 20,45, 54-57]. la
détermination de la quantité relative de chaque source est essentielle, si I'on vise a
améliorer les performances analytiques d'une méthode (par exemple, en réduisant le biais
dont l'origine est due a des facteurs contrblables, tels que les opérateurs ou les
équipements). Ce point est d'un intérét surtout pour les laboratoires de R & D ou les

fabricants des kits de dosage.
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Figure 1I-12. L’erreur totale pour la validation des méthodes. * La concentration de
I’échantillon n’est jamais connue parfaitement, c’est, en général, la valeur de référence ou
valeur vraie par convention qui est utilisée [51].

Cependant, quand seulement une seule mesure est effectuée, comme lors de I'analyse en
routine, il est impossible de différencier ces deux types d'erreur. Comme l'illustre la Figure
13, une seule mesure est soumise a I'ensemble des erreurs d'analyse, c'est-a-dire de la

combinaison simultanée des composantes systématiques et aléatoires de I'erreur [2].
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Figure 1I-13- Représentation schématique des composantes de l'erreur; fleche orange:
Erreur systématique ou biais, fléeche verte : erreur aléatoire ou écart type ; Fleche rouge :
erreur totale. X est la moyenne des résultats (points rouges) et uT est la vraie valeur.

Donc, I'erreur totale est une mesure de la distance entre tout résultat individuel et la valeur
de référence de la concentration de I'analyte présent dans |'échantillon. L'erreur d'analyse
totale ou l'erreur totale est donc la combinaison simultanée des parties systématiques et

aléatoires de l'erreur.

2.1.3.Calcul de 'erreur totale

Comme on a vu précédemment, |'objectif principal de I'erreur totale est de fournir la
qguantité globale d'erreur d'analyse liée a n‘importe quel résultat de mesure. Une étape
principale dans le cycle de vie des méthodes d'analyse ou I'estimation de |'erreur totale est
importante est I'étape de validation analytique. En effet, des échantillons de concentration
considérée comme connue (par exemple, la valeur réelle conventionnelle ou la valeur de
référence) sont analysés afin de satisfaire aux criteres de validation exigés par la plupart des
lignes directrices réglementaires [19,21,22,44,48,58-61]. L'objectif final de cette étape est de
vérifier si la méthode d'analyse fournira des résultats fiables et exacts. Le calcul de I'erreur
totale permet d’atteindre cet objectif et ce en estimant la quantité globale de |'erreur
d'analyse a chaque niveau de concentration étudié et en la comparant a une limite de

mesure acceptable [28,46, 51,62,68].
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Cette limite acceptable est généralement définie par les autorités réglementaires, par des
spécifications provenant d'un processus de production industrielle ou par les exigences du
client. Ainsi, il y a une distribution d'erreur autour de la valeur de référence, telle que

donnée par |'équation suivante:

X. = U £ f(Erreur Totale)

) Eqg. II-5
X =W £ (5,0)

ou 6 et o sont, respectivement, le biais et I'écart-type, ur est la valeur de référence ou la

valeur conventionnellement « vraie » et x; est le résultat de I'analyse.

L'équation (Eq. 5) donne la région ou chaque résultat d'analyse peut étre trouvé autour de la
concentration de référence d'analyte présente dans I'échantillon et est illustré dans la Figure
12. En d'autres termes, il définit les distributions prédictives des résultats d'analyse x;, pour

une concentration de référence définie pr.

Mandel (1964) a montré [63] comment la différence entre un résultat d’'une mesure et la
valeur de référence peut étre décrite comme la combinaison d'erreurs aléatoires et

systématiques, définie comme l'erreur totale:

ET =X -l =(X -+ (A-1) Eq.l-6

e

Avec ET est l'erreur totale du i®™ résultat Xi, MUr est le résultat de référence et [iest la

moyenne estimée de la population des résultats.

Cette équation peut étre étendue pour le cas de n analyses répétées d'échantillons [64]:

ET = 0% ) = 206 )+ (- by Eq. I1-7
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Cependant, avec cette formule, le deuxiéme terme va toujours sous-estimer la partie
aléatoire puisque la distance positive entre chaque valeur et la moyenne sera toujours
compensée par son équivalente négative. Par conséquent, ce terme devrait étre remplacé
par la différence des sommes des carrées, c'est a dire qu'elle représente une mesure de la

fidélité ou erreur aléatoire:

ET =3 (% - 1) = 3 (% -0 +(A- ) Eq. 118

A partir de cette définition initiale, différents modeles pour combiner les deux parties

d'erreur ont été proposées.

Pour les études de validation, nous avons besoin d’obtenir la région olu les résultats
d'analyse sont obtenus autour de valeurs de référence, et ces modeles d'erreur totale sont

donc écrits comme suit :

Modeéle ET1 : x, = 4, Tkyo? +6°

Modéle ET2 : x, = 4, £Vk’c” +6°

Modele ET3 : X, = 1y tko +0

La valeur de k est fixée en fonction de la garantie qu'un laboratoire est disposé a fournir et
dépend de I'hypothése de la distribution des résultats. Habituellement, k est fixé a 2,
exprimant ainsi une garantie de 95% en supposant une distribution normale des résultats

avec une moyenne connue exprimée par le biais connu (6) et d’écart-type connu (o).

Le modeéle le plus utilisé est le modele linéaire, ou les erreurs aléatoires et systématiques
sont combinées linéairement selon le modeéle ET3. z est un facteur de probabilité,
généralement égal a 1,65 ou 1,96 [65,66]. Ce modele a été principalement utilisé dans la

chimie clinique [68-70].

Toutefois, dans les secteurs pharmaceutiques et biopharmaceutiques, nous remarquons un
début de tendance vers l'utilisation de l'erreur totale comme critere d’évaluation de

validation des méthodes. En effet, une commission SFSTP a, d'une part , fourni un guide sur
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la validation des méthodes bioanalytiques [27] olU le modele pour déclarer une méthode

valide est construit comme suit:

5 * Qt(%;v)gl .P.

avec § est le biais estimé, 6, est I'écart type estimé de la fidélité intermédiaire et

Qt(o/ est le quantile de la distribution de Student avec vV degré de liberté
53V

Il s’agit donc d’une estimation de l'erreur totale d'analyse puisque l'erreur systématique
s’additionne a l'erreur aléatoire. Deuxiemement, comme nous l'avons vu a la section 1.3
Validation, une récente commission de la SFSTP [28] a également proposé d'utiliser le
concept d'erreur totale pour évaluer la validité des méthodes analytiques. Enfin, a la fin d'un
atelier commun, la FDA et I’AAPS ont convenu de proposer une régle pour évaluer la validité
des méthodes bioanalytiques fondée sur une erreur totale maximale de 30% [48]. Cette
regle a d’ailleurs été introduite dans le récent guide de validation des méthodes
bioanalytiques de I'EMA [52]. Egalement, dans un récent éditorial du Journal of
Chromatography B, I'implication du critére d'erreur totale proposé par la FDA / AAPS [48] est

discutée en relation avec la révision des manuscrits soumis a cette revue [67].

Méme si les méthodologies présentées sont tres diverses et imparfaite, la principale
préoccupation est que I'erreur totale est donc liée a la fiabilité globale des résultats générés
par la méthode d'analyse. En effet, si I'erreur totale est élevée, les résultats générés par le
procédé peuvent étre de qualité insuffisante pour I'objectif initial de la méthode d'analyse.
Par conséquent, I'erreur totale maximale ou le niveau de fiabilité acceptable doit étre stipulé

par l'utilisateur final des résultats et est liée a I'objectif spécifique de I'analyse.

En outre, il n'est généralement pas important que la méthode d'analyse ait une faible erreur
systématique ou une faible erreur aléatoire, tant que la combinaison des deux composantes
de l'erreur est acceptable. En effet l'utilisateur final des résultats pense en termes d'erreur
totale. Les fagons de combiner simultanément d’'une maniere statistique correcte les erreurs
systématiques et aléatoires doivent donc étre trouvées. Cette question est examinée dans la

section suivante traitant des intervalles de tolérance statistiques.
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2.2. Role des intervalles de tolérance

Pour comprendre le role potentiel des intervalles de tolérance dans lI'industrie
pharmaceutique et en particulier durant les étapes du cycle de vie des méthodes d'analyse, il

est important d'examiner d'abord les principaux types d'intervalles statistiques qui existent.

2.2.1. Intervalle de confiance de la moyenne d'un échantillon

a. Intervalle de confiance

L'intervalle de confiance de la moyenne d'un échantillon est probablement l'intervalle
statistique le plus connu. Au sens courant, c’est une “fourchette”.

Un intervalle de confiance bilatéral a 95% de la moyenne m d’une variable est un couple de
variables aléatoires (L, U) telles que P(L< £ <U)=0.95. Llintervalle est défini par une
probabilité de recouvrement : celle que la vraie valeur de m (inconnue) soit contenue dans

I'intervalle aléatoire [L, U]. [68]".

Soit par exemple xi, X, Xs,...Xx k résultats obtenus a partir d’'une méthode d'analyse
guantitative. La valeur moyenne de cet échantillon de résultats peut étre facilement calculée
par:

k
D%
i=1

==

Eq. 11-9

Et la formule de l'intervalle de confiance de la moyenne avec 1-a comme niveau de

confiance:

i I}
(k “%T Eqg. 1I-10

ou G est I'écart type estimé a partir de I’échantillon et Q(k ) est la quantile /2 de la distribution
/2

de Student avec k-1 degré de liberté.

Cet intervalle exprime que la vraie valeur pu de la moyenne de I'ensemble de la population

est comprise dans cet intervalle avec une probabilité de 1-a. Ainsi, si les expériences sont
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répétées cent fois, 95 fois sur 100, la vraie moyenne [ sera en moyenne comprise dans les

intervalles de confiance calculés.

D'aprés ce que dit la théorie statistique, la valeur u ne pourrait étre connue qu’aprés avoir
effectué un nombre infini de mesures. C'est donc un parametre théorique qui sert a une
modélisation mais qui n'est jamais connu. Pour remédier a cet inconvénient, on estime ce
parametre a partir d'un nombre réduit de mesures : la moyenne n'est donc qu'une
estimation de la valeur vraie et, si on effectuait une autre série de mesures, on n'obtiendrait
pas tout a fait la méme moyenne. Il y a donc un risque que le résultat final retenu soit
différent de u [1]

L'intervalle de confiance de la moyenne permet non pas de supprimer ce risque, mais de le
quantifier. Pour construire l'intervalle de confiance de la moyenne, on définit un ensemble
de valeurs parmi lesquelles il y a un faible risque que la valeur vraie u ne se trouve pas. Ce
risque d'erreur, compris entre 0 et 1 (ou entre 0 % et 100 %) est appelé risque d'erreur de
premiere espece et sera notéo. Son complément 1 - a est le niveau de confiance de
I'intervalle [1].

Si a est trés petit, 1% par exemple, on peut avoir une confiance élevée dans l'intervalle
choisi et il y a peu de chances que la valeur vraie ne s'y trouve pas, l'intervalle étant grand.
Inversement, si le risque est grand, 10 % par exemple, on a un risque plus élevé que la valeur
vraie ne s'y trouve pas et l'intervalle est alors plus petit [1].

L'idée derriére ce calcul de l'intervalle de confiance est facile a comprendre pour un analyste
car elle permet de répondre a une question classique :

«combien de répétitions dois-je faire? ». En effet, c'est un statisticien connu sous le nom de
Student qui a proposé une réponse a cette question en essayant de quantifier dans quelle
mesure l'estimation de la moyenne est améliorée lorsqu'on augmente le nombre de
répétitions: en d'autres termes, il a proposé une méthode pour évaluer dans quelle
proportion on connait mieux l'intervalle de confiance d'une moyenne si on I'estime avec 2, 3,
4 ... 100 répétitions ou plus.

‘(rd(r(dr(d
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Figure 11-14- Densité de probabilité d’une loi de Student a 19 degrés de liberté [1]

b. Intervalle de tolérance

L’intervalle de tolérance, également appelé intervalle de prédiction, est de son c6té moins
connu. C'est un intervalle dans lequel on est capable de prédire ou va se trouver en
moyenne une proportion connue des mesures. Il difféere donc de l'intervalle de confiance en
cela qu'il s'intéresse a la population des mesures alors que I'IC ne s’intéresse qu'a un
parametre, comme la moyenne ou |'écart-type. En termes simples, I'intervalle de confiance
caractérise le comportement de la moyenne tandis que l'intervalle de tolérance caractérise
le comportement de I'ensemble des mesures. Il est donc tres intéressant dans I'optique d'un
contrble de procédé et il est dommage que la notion d'intervalle de tolérance ne soit pas

plus souvent évoquée. C'est sans doute parce qu'elle est un peu plus délicate a définir.

Cette notion a été introduite pour le contréle de fabrication mais n'est pas limitée a ce cas.
En effet, dans un contréle de la qualité d'un processus de production, comme la production
d'un résultat d'analyse, ce n'est pas tant le résultat moyen de |'échantillon qui importe, mais
plutét entre quelles valeurs va se situer une forte proportion des mesures. Connaitre la
localisation de la moyenne vraie est d'autant moins intéressant que pour des raisons
économiques, il est souvent avantageux de ne pas faire de répétitions, tout en essayant de
définir une stratégie qui permette de rejeter au mieux des lots défectueux ou hors

spécification.
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Si on connaissait de maniere trés précise (certaine) la moyenne U et I'écart-type o du lot et
qgue les mesures suivaient effectivement une loi normale, alors on déterminerait des limites
grace a la formule [U- ugsy,0 ;u+ Ugsy ©]. Par exemple, avec ugsy, = 1,96 correspondant au
qguantile 95 % de la loi normale. On pourrait alors affirmer que 95 % des mesures obtenues

se situent entre ces deux limites.

C'est la démarche utilisée pour définir un intervalle de répartition. Mais, comme la moyenne
et I'écart-type sont estimés a partir d'un échantillon de mesures et il n'est plus possible de
procéder ainsi. La moyenne et variance empiriques sont des variables aléatoires et non plus
des parameétres fixes. On obtiendrait, en faisant différentes séries de mesures, des limites
contenant tantot, soit, plus de 95 % des valeurs, soit moins de 95 %. Ce qui ne résout pas le

probleme.

Pour calculer l'intervalle de tolérance, on va rechercher de maniére indirecte des limites qui
permettent d'affirmer qu'en moyenne une proportion, notée B, des mesures se situent entre
ces limites bilatérales. En gardant les notations proposées, I'intervalle de tolérance s'exprime

ainsi :

{)?— K xS x /1+Il; X + K xSx /1+Il} Intervalle de tolérance (Eq. II-11)

ou kit est le facteur de couverture de l'intervalle de tolérance et | le nombre de données

Cette formule ressemble a celle de I'intervalle de confiance, fourni par I'équation (Eqg. 10), a
deux différences prés. D'abord, I'écart-type s est multiplié par un coefficient qui tient
compte du nombre de mesures. Ensuite, l'intervalle est supposé contenir une proportion
donnée de futures mesures X et non plus la moyenne théorique p de la distribution.

Pour une loi normale, kit est fournie par la formule suivante [73]:

Ky =t , , Facteur de couverture de l'intervalle de tolérance (Eq. 1I-12)
1-1,——
2

Dans I'’équation (Eq 12) la quantité t 15 représente le quantile de la loi de Student pour I-1
I-1

degré de liberté et la probabilité (1- B)/2.
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2.2.2. Relation entre I'Intervalle de Tolérance et Erreur Totale

Suite a cette définition de I'intervalle de tolérance, on peut établir une relation entre celui-ci
et I'erreur totale. En effet, cet intervalle est toujours construit sur la base de la moyenne et
I'écart-type d'un échantillon d'un produit, par exemple. S’il est exprimé par rapport a la cible
de la production d'un médicament ou par rapport a la valeur réelle des analytes dans un
échantillon, l'intervalle de tolérance combine donc simultanément les erreurs aléatoires et
systématiques d'une procédure analytique. Dans ce cas, la valeur moyenne estimée est
remplacée par le biais estimé de la méthode d'analyse ou du processus de production. C'est

donc un moyen statistique commode d'exprimer I’erreur totale [30, 62].

Les intervalles de tolérance peuvent étre extrémement utiles si on veut comparer les
performances réelles d'un processus de production ou des méthodes d'analyse. En effet,
pour les produits au moins, les spécifications sont établies afin d'évaluer leur qualité et leur
donner l'autorisation d'étre commercialisés. De I'examen d'un échantillon des produits, il est
possible pour les producteurs de construire des intervalles statistiques de tolérance qui
peuvent étre comparés aux spécifications du produit et donc décider de sa libération sur le

marché.

La méme méthodologie peut étre appliquée pour évaluer la validité des méthodes

analytiques.

Hoffman et al., (2005 et 2007) [33, 62]ont utilisé un intervalle de tolérance de type « B —
content » pour évaluer la validité des méthodes bio-analytiques, alors que, une commission
SFSTP [30] a proposé d'utiliser I'intervalle de tolérance « B — expectation » pour la validation
des méthodes d'analyse. Brown et al. [69] ont proposé une méthodologie basée sur des
intervalles de tolérance pour évaluer la bioéquivalence individuelle de deux formulations
pharmaceutiques. Les intervalles de tolérance ont également été utilisés pour les tests de
controle de qualité de l'uniformité de teneur d'un lot avant la libération du lot sur le marché
[70-73]. Les intervalles de tolérance pourraient également étre utiles pour estimer la limite
thérapeutique d'un médicament en dose études de recherche en veillant a ne pas tomber
dans le niveau de toxicité ou d'inefficacité [79], ou en évaluant la sécurité des essais

cliniques [80]
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1. Introduction

Avant de procéder au contrble-qualité de tout produit dans un laboratoire, la validation
analytique constitue une étape obligatoire. Cependant, depuis plus de 20 ans, de nombreux
guides ou recommandations plus ou moins officielles ont été publiées, définissant les
critéres de validation a évaluer pour démontrer la performance d’'une méthode analytique.
Toutefois, rien n’a été dit sur le niveau de garantie a atteindre pour I'estimation, en termes
de nombre de mesures, de ces criteres ni ce qu’on doit en faire par la suite. Que on,
particulierement, faire pour atteindre un niveau de qualité donnée [28] ou un objectif

spécifié ? Il en ressort en outre les points faibles suivants [1] :

(A) Comment interpréter les définitions réglementaires de ces critéres?
(B) Absence d’une méthodologie spécifique a suivre pour évaluer un critére particulier

(C) Absence de critéres d'acceptation appropriés pour un critere donné

En outre, la validation des méthodes n'est pas spécifique a I'industrie pharmaceutique, mais
elle est indispensable pour la plupart des industries impliquant des tests biologiques ou
chimiques. Méme si chaque domaine d'activité a ses propres caractéristiques et enjeux, les
principaux criteres a évaluer sont similaires ou devraient étre semblables puisque la
validation d'une méthode d'analyse est indépendante du secteur industriel, de la matrice

des échantillons ou de la technique d'analyse utilisée [2].

Une terminologie harmonisée de validation devrait étre adoptée pour permettre des
discussions et des comparaisons des problémes de validation entre les scientifiques de
différents domaines. Ce consensus sur la terminologie n'est pas encore disponible, méme si

une tentative a été faite [2,3].

La terminologie utilisée entre les différents documents officiels telles que celle de la Food
and Drug Administration (FDA) [4], de I'ICH [5], de I'lUPAC [6], de I'AOAC [7], de
I'EURACHEM [8] ou de la SANCO [9] est différente.
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Cependant, s'il est souhaitable d'avoir une harmonisation entre les différents domaines
concernés par la validation analytique, il est intéressant de noter que, méme dans le
domaine pharmaceutique, les laboratoires n’utilisent pas la méme terminologie alors qu'ils

devraient adopter des définitions similaires pour décrire les criteres de validation [1]

En outre, dans certains cas, comme nous allons le voir par la suite, une terminologie
différente peut étre trouvée dans un méme document pour définir un critére et ce selon la

section ouU elle est mentionnée.

Par conséquent, la connaissance et la compréhension de ces différences essentielles dans la
terminologie et les définitions est essentielle car les méthodologies proposées pour
répondre a la définition du critére peuvent préter a confusion lors de la préparation du
protocole de validation et du plan expérimental. L'interprétation ultérieure des résultats
statistiques obtenus et la décision finale quant a la validité de la procédure d'analyse

dépendent de la définition cohérente et adéquate des critéres a évaluer.

Cela entraine des conséquences trés critiques puisque la méthode analytique validée sera
utilisée quotidiennement dans les analyses de routine (libération des lots, établissement de
la durée de validité, études pharmacocinétiques ou de bioéquivalence, etc) pour prendre
des décisions avec des conséquences tout aussi importantes pour |'entreprise que pour la

santé publique [1].

A cet effet, I'objectif principal de cette étude est de comparer les principaux guidelines
relatifs a la validation analytique et de révéler les incohérences entre les définitions des
critéres de validation et les procédures expérimentales proposées par chaque document
pour évaluer les critéres de validation ainsi que les outils statistiques utilisés pour aider a la

prise de décision concernant la validité ou la non-validité d’une procédure analytique.
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Cette étude sera limitée aux critéres de validation suivants : spécifité, linéarité & intervalle
de dosage, fidélité, justesse, exactitude, limite de quantification (LQ) et limite de détection

(LD).

Pour chacune de ces caractéristiques de performance nous commencgons par une discussion
du concept et la définition du critere. Ensuite, nous étudions les plans expérimentaux
proposés par chaque document, puis les critéres d'acceptation et les tests statistiques
utilisés pour I'estimation de chaque critéere. Le cas échéant, nous illustrons notre étude sous
forme graphique. Pour une synthése, un tableau est fourni pour chaque critére. A la fin de
chaque section, nous recommandons des propositions concernant le plan expérimental a

adopter en harmonie avec I'approche du profil d’exactitude

Les documents étudiés sont le s suivants :

1. International Conference on Harmonization (ICH) of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use, Topic Q2 (R1): Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology June 1995

2. Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation U.S. Department of Health and
Human Services Food and Drug Administration - Center for Drug Evaluation and
Research (CDER) - Center for Veterinary Medicine (CVM) - May 2001.

3. AOAC (Association of Official Analytical Chemists) Guidelines for Single Laboratory
Validation of Chemical Methods for Dietary Supplements and Botanicals.

4. IUPAC Technical Report Harmonized guidelines for single laboratory validation of
methods of analysis 2002

5. Method validation and quality control procedures for pesticide residues analysis in food
and feed document No. SANCO/10684/2009

6. EURACHEM Guide The Fitness for Purpose of Analytical Methods A Laboratory Guide to
Method Validation and Related Topics December 1998
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2. Spécificité & sélectivité

a. Concept & Définition

Le premier critére pour évaluer une méthode analytique consiste a vérifier sa capacité a
établir de maniére univoque I'existence de la substance a analyser (analyte) en présence
d’autres composants potentiellement présents [2]. Cette capacité de distinguer |'analyte des
autres composants a été désignée pendant plusieurs années par le nom de "sélectivité" ou,
selon les guidelines par "spécificité" d'une méthode [1]. Seul le document ICH parle de la

spécificité alors que les autres documents parlent bien de la sélectivité et Eurachem utilise

les deux termes pour définir la méme chose.

b. Plan d’expérience

Aucun document ne propose un plan expérimental complet en terme de nombre exact

d‘échantillons. La FDA spécifie qu’il faut analyser des matrices biologiques (blanc) provenant

de 6 sources au moins.

L’Eurachem exige pour le critére de spécifité :

e une analyse des échantillons et de la substance de référence en comparaison avec une
méthode indépendante ;

e une analyse des échantillons contenant différents interférents potentiels en présence de
la substance a analyser ;

sans aucune autre précision concernant le nombre des niveaux de concentration de

mesures ou de séries.

Dans les autres documents, la seule indication mentionnée est I'analyse des matrices et des

matrices enrichies par la substance a analyser (cf. Tableau 1)
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c. Tests statistiques & critéres d'acceptation :
= |UPAC exige le calcul d’un indice appelé Indice de sélectivité

Indice de sélectivité = ban/bint
Avec:
b.n= pente de la courbe d’étalonnage
binx = pente de la réponse produite indépendamment par des substances
susceptibles d’influencer les résultats
= AOAC fixe une limite pour la résolution du pic de réponse de tous les composants qui
doit étre : Rs > 2
= La sélectivité doit étre assurée a la LQl (limite de quantification inférieure) pour le
document de la FDA.
= La réponse du blanc (ou de la matrice) doit étre inférieure a 30% de LQ (limite de

guantification) selon le document SANCO.

d. Recommandations

Une distinction claire doit étre faite entre les deux termes "sélectivité" et "spécificité" :

"Une réaction spécifique est celle qui se produit seulement avec la substance a analyser,
tandis qu'une réaction sélective est celle qui peut se produire avec d'autres substances,
mais expose d’'une maniere préférentielle la substance a analyser. Peu de réactions sont
spécifiques, mais plusieurs montrent une sélectivité". Ceci est compatible avec le concept
de la sélectivité qui désigne quelque chose qui peut étre graduée tandis que la spécificité est
une caractéristique absolue. Pour plusieurs analystes, il est généralement admis que la
spécificité est quelque chose d'exceptionnel. En effet, peu de méthodes répondent a un
analyte unique [1]. Il parait donc plus opportun de maintenir le terme «sélectivité» dans le

cas des méthodes chromatographiques [2].
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3. Linéarité & Fonction de réponse

a. Concept & Définition

Tous les documents étudiés donnent une définition de la linéarité (ou de fonction de
réponse), a l'exception du document IUPAC qui ne donne aucune définition ni de la

linéarité ni de la fonction de réponse (voir Tableau 2 & 2’).

La premiere confusion rencontrée dans ces documents est celle existant entre le concept

de la Fonction de réponse- ou courbe d’étalonnage - et celui de la Linéarité [1].

Comme défini dans [2] :

La fonction de réponse d’une procédure d’analyse traduit, a I'intérieur de l'intervalle de
dosage, la relation existant 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 »

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 [2].

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 réfere a la relation entre la réponse instrumentale et la concentration [2].

Ceci est résumé dans la Figure 1 ou les deux courbes de linéarité et de fonction de réponse

sont présentées :
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Linéarité requise Linéarité non requise
y N A

= 3
E s
z -
x x

Concentration Concentration

Linéarité Fonction de réponse

Figure llI-1: Fonction de réponse et linéarité

La confusion est remarquée dans les textes de I'ICH et Eurachem. Dans ces documents, la

linéarité est définie comme "... la capacité (dans un intervalle donné) d’obtenir des
résultats qui sont directement proportionnels a la concentration (la quantité) de la
substance analysée dans un échantillon"[5,8]. Mais plus tard, ces deux documents
mentionnent que "la linéarité devrait étre évaluée par I'examen visuel d'une courbe des
valeurs du signal analytique tracées en fonction de la concentration de la substance a

analyser."

Le texte indique clairement que c'est le signal et non plus le résultat qui importe dans la
linéarité. Les documents confondent alors, d'une part, la linéarité et la courbe
d’étalonnage et, d'autre part, les résultats et le signal. La suite du texte de I'ICH par
exemple est auto-explicite [1]: "Si la relation est linéaire, les résultats doivent étre évalués
au moyen des méthodes statistiques appropriées, comme par exemple, la régression des

moindres carrées."
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Enfin, le fait qu'aucune linéarité ne soit nécessaire entre la quantité et le signal est -
paradoxalement - contenu dans la derniére phrase de cette section consacrée a la
linéarité [1] : "dans certains cas, pour mettre en évidence la linéarité entre les
concentrations (trouvées) et les concentrations des échantillons (introduites), il faut
soumettre les données a une transformation mathématique avant de faire I'analyse de

régression." [5]

Nous remarquons que cette confusion n’existe pas au niveau des textes de FDA & SANCO
gui ne contiennent désormais plus le mot "linéarité", mais seulement celui de "la courbe
d’étalonnage», sans aucune restriction, en précisant qu’ "on doit utiliser le modele le plus

simple qui décrit adéquatement la relation concentration — réponse".

b. Plan d’expérience

Pour le calcul de linéarité, le plan expérimental est de 5 concentrations dans le ICH, et au

moins 6 concentrations pendant 2 a 3 jours dans les documents IUPAC & EURACHEM.

Pour le calcul de la fonction de réponse, le plan expérimental est de 6 a 8 concentrations

pendant au moins 2 jours dans les documents FDA & AOAC

c. Tests statistiques & critéres d'acceptation :

Les tests utilisés dans les différents documents pour évaluer la linéarité sont:
= |’Examen visuel
= Le Coefficient de corrélation, ordonnée a l'origine, pente, courbe de régression,
ainsi que la somme des carrés des résidus,
= |’Examen Visuel de la courbe des résidus

= Le Test de manque d’ajustement

Seuls les tests des résidus et I’'examen visuel sont décrits pour I'évaluation de la fonction

de réponse.
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Les critéres d'acceptation sont explicitement recommandés dans 3 documents (FDA,

AOAC & SANCO) :

FDA :

AOAC

Au niveau de la concentration équivalente a LQl, la limite est : < 20% d’écart de la
valeur réelle ;

Les niveaux de concentrations supérieurs a la LQJ, la limite est 15% d’écart ;

Au moins 4 échantillons sur 6 (incluant le LQl et la concentration maximale)

devraient étre conformes a ces limites.

Un ajustement acceptable produit de facon aléatoire des résidus avec une moyenne
0. Tracer le signal de réponse en fonction de la concentration.

Une réponse linéaire est souhaitable, mais il n'est pas nécessaire et n’est pas une
caractéristique de performance requise.

Le coefficient de corrélation élevé (par exemple > 0,99) ne doit pas étre utilisé

comme une preuve de qualité de l'ajustement.

SANCO

Les valeurs des résidus doivent étre <+20% de la réponse du standard d’étalonnage
si le niveau maximum de résidus (MRL) est dépassé et dans les limites de £50%, si le

MRL n’est pas dépassé.

d. Recommandations

Les criteres d’acceptation et les tests utilisés dans ces documents (tels que le R, le manque

d'ajustement...) afin d’évaluation la linéarité et de démontrer la qualité d'ajustement d'un

modele sont fournis a titre informatif et ne sont pas, dans la plupart des cas, en accord

avec |'objectif de la méthode analytique [1].

Le coefficient de détermination, par exemple, qui est largement utilisé dans la pratique

exprime, en réalité, la part de la variabilité des réponses pouvant étre expliquées par un

modeéle de régression. Il est souvent est abusivement interprété comme une évaluation de

la qualité d’ajustement d’'un modeéle. A cet effet, il ne sert a rien de s'imposer des
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contraintes du type R*>0.99 qui n’est pas un gage de qualité des résultats qui seront
obtenus [10].

Cette remarque est aussi confirmée dans les documents AOAC [7] et IUPAC [6]

Pour cette raison, plusieurs auteurs [1, 2, 3, 11] ont introduit |'utilisation du profil
d’exactitude basée sur les intervalles de tolérance (ou intervalles de prédiction) pour
décider si un modele de calibration donnera des résultats de qualité ou non. Les modeles
doivent étre acceptés ou rejetés en fonction de I’exactitude des résultats calculés,

indépendamment des propriétés statistiques [1].

Afin de mieux expliquer cette conclusion relative au choix du profil d’exactitude, nous
illustrons notre étude par un exemple de dosage de la libération de principe actif

(levonorgestrel).

Il s’agit d’un test de libération d'un principe actif, le levonorgestrel, a partir d'une matrice
polymérique. La procédure de dosage est effectuée par chromatographie liquide a haute

performance avec détection UV/Visible.

La Figure 2 illustre une présentation graphique de la courbe de la fonction de réponse (1)
(surface des pics vs concentrations introduites), courbe des résidus (2) et ce en utilisant
deux fonctions de réponse : linéaire simple (A) et linéaire simple aprés transformation

racine carrée (B)

D’aprés la Figure 2, nous pouvons faire les remarques suivantes :
= |’évaluation visuelle des deux présentations graphiques de la courbe de la fonction
de réponse ne montre aucune différence entre A1 & B1 puisque les deux courbes
présentent des droites linéaires : Donc selon les différentes guidelines, la linéarité
est prouvée pour les deux modeéles.
» Les deux valeurs de R? sont proches de la valeur 1 (égale 1 pour le modéle de racine
carré) : encore une fois et selon les différents guidelines, la linéarité est prouvée

pour les deux modéles.
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= D’aprés la figure, nous remarquons que le la courbe de résidus A2 présente un
probléme d’homogénéité des variances et donc un probléme de linéarité et une
nécessité de procéder a une transformation mathématique, ce qui est en
contradiction avec les deux premiéres remarques.

Donc, selon cette remarque seule le modéle linéaire simple avec transformation racine

carrée est linéaire.

La Figure 3 montre les profils d’exactitude de la linéarité établis avec les mémes

données de la Figure 2 et basés sur les limites d’acceptation de la méthode et I'intervalle

de tolérance (pour plus de détails concernant la construction du profil d’exactitude, se

référer a la partie exactitude de ce méme chapitre)

D’apres cette figure, et contrairement a la Figure 2, seule la fonction linéaire simple est
linéaire bien que le modeéle racine carré présente des résultats conformes en termes
d’évaluation visuelle de la courbe de la fonction de réponse, de la courbe des résidus et
de la valeur de R, tests exigés par la plupart des documents étudiés afin de démontrer

la linéarité.
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Figure 1I-2 : Présentation graphique de la fonction de réponse 1 et courbe des résidus 2
pour deux modeéles de calibration : linéaire simple (A) et racine carrée (B)
En conclusion, nous pouvons dire que seule I'approche basée sur l'intervalle de tolérance et
les limites d’acceptation peut nous renseigner sur la linéarité de la méthode et la fonction
de réponse a choisir pour mener une validation analytique. Cette derniere conclusion est
trés importante car le choix de la fonction de réponse est trés critique pour une validation

analytique et pour I'utilisation en routine de la méthode aprés validation.
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Figure IlI-3 : Ligne continue (rouge) représente la droite (Y=X) sur laquelle les points
doivent étre localisés pour la validation de la méthode ; ligne discontinue (bleu): intervalle
de tolérance B=95%; ligne en pointillés (noir) : limites d'acceptation a 5 % ; Points :

concentrations calculées
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4. Fidélité

a. Concept & Définition

L'estimation de la fidélité est exigée par tous les documents (voir Tableau 3). Contrairement
a la linéarité et a la fonction de réponse, nous pouvons trouver des définitions homogenes
de la fidélité dans presque tous les documents [1].

Par exemple, la définition citée dans I'ICH est la suivante : la fidélité : "... correspond au
degré d’accord (degré de dispersion) entre les résultats des mesures obtenues par |'analyse
individuelle de plusieurs préléevements d’'un méme échantillon homogéne, prélevés dans des
conditions prescrites" [5, 12]. Cette définition est en accord avec les définitions données par

la FDA, AOAC, USP et IUPAC.

Néanmoins, trois types de fidélité sont généralement estimés, a savoir :

1) La répétabilité qui est une expression de la fidélité de la méthode lorsque celle-ci est
reprise dans les mémes conditions de réalisation, aprés un court intervalle de temps. La
répétabilité est aussi désignée par fidélité intra-analyse (intra série ou intra run)

(2) La fidélité intermédiaire qui correspond aux variations survenant dans un méme
laboratoire : analyses effectuées dans des jours différents, par des personnes différentes,
au moyen d’appareils différents, etc.

(3) La reproductibilité correspond a la concordance entre laboratoires (travaux de

collaboration visant généralement la normalisation de la méthode).

Seuls les documents EURACHEM et SANCO recommandent I'évaluation de ces trois types de
fidélité alors que la FDA & IUPAC exigent les types 1 et 2, alors que le AOAC exige les types 2
& 3.

Pour le document ICH (et USP), la reproductibilité est évaluée lorsque la méthode a valider

doit étre normalisée.
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Le document de FDA, distingue aussi entre la fidélité intra-lot (appelé aussi répétabilité), qui
évalue la fidélité pendant un seul jeu d’analyse et "la fidélité inter-lot (appelé aussi
répétabilité), qui mesure la fidélité dans le temps et peut impliquer des différents analystes,

équipement, réactifs et laboratoires" [1,4].

Comme nous pouvons le constater dans ce document, le méme terme, a savoir
« répétabilité » est utilisé deux fois pour les deux composants de variabilité, pouvant ainsi
préter a confusion pour l'analyste. De plus, ce document considéere au méme titre la

variabilité dans un seul laboratoire ou dans différents laboratoires [1,12].

Les conditions de répétabilité impliquent la ré-exécution de I'ensemble de la procédure de
la sélection a la préparation de la prise d'essai de |'échantillon dans le laboratoire et non
seulement des répétitions instrumentales sur un seul échantillon préparé. Ce dernier
s’appelle « fidélité instrumentale » qui ne comprend pas la répétition de toute la procédure

d'analyse [1].

D’une maniére générale, la validation d'une procédure analytique est réalisée dans un seul
laboratoire puisqu’il doit étre démontré que la procédure analytique est appropriée a son
objectif attendu. L’évaluation de I'adéquation de la méthode d’un laboratoire a un autre
laboratoire est d'habitude réalisée dans I'objectif de standardiser la procédure ou d’évaluer
la performance de plusieurs laboratoires dans un " test de compétence", appelé aussi " test

d'aptitude " et il est géré par des documents et des regles spécifiques [1].

Enfin, tous les documents exigent, explicitement ou implicitement, I'évaluation des erreurs
produite par chaque type de fidélité. Cependant, aucun des documents étudiés (sauf
I'lUPAC) n’exige I'évaluation de I'ensemble des erreurs aléatoires générées par le calcul de

toutes les catégories de fidélité (répétabilité, fidélité intermédiaire).
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b. Plan d’expérience

En régle générale, il est recommandé d'estimer la fidélité a 3 niveaux de concentrations

différents (FDA, ICH). L'IUPAC exige deux niveaux de concentrations.

Seul le nombre total de répétitions est donné, sans aucune précision relative au plan

expérimental en termes de nombre de jours[12] (3 a 10 répétitions)

Comme nous pouvons le constater dans les documents réglementaires qui font la différence
entre répétabilité et fidélité intermédiaire, le concept de série s'impose. Ces séries sont
composées au moins de dates différentes avec des opérateurs différents et/ou des
équipements différents. Une série est une période pendant laquelle les analyses sont
réalisées dans les conditions de répétabilité qui restent constantes. Il serait logique de
choisir différents facteurs qui composeront les séries de telle facon a imiter les conditions

gu’on rencontrera pendant |'utilisation en routine de la procédure analytique [1].

Il est évident que la procédure analytique ne sera pas utilisée qu’un seul jour. Ainsi, le fait
d’inclure le facteur jour est obligatoire. Pendant son utilisation en routine, la procédure
analytique ne sera pas utilisée par un seul opérateur, et/ou avec un seul équipement, d’ou
I'importance d’inclure ces facteurs de variabilité dans I'objectif et d’avoir une estimation

représentative de la variabilité de la procédure analytique [1].

Quand la sélection des facteurs appropriés est faite, un plan expérimental peut étre choisi
pour optimiser le nombre de séries afin de représenter les effets principaux de ces facteurs
avec un temps d'analyse effectif. Par exemple, si les facteurs choisis sont les jours, les
opérateurs et les équipements, chaque facteur a deux niveaux, donc le plan factoriel
fractionnaire permet de réaliser quatre séries dans seulement 2 jours. Le plan est montré

dans le tableau 4 [1].
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Sérié 1 Série 2 Série 3 Série 4
Jour 1 Jour 1 Jour 2 Jour 2
Opérateur 1 Opérateur 2 Opérateur 1 Opérateur2

Equipement 2 Equipement 1 Equipement 1 Equipement 2

Table lll-4 : Plan d’expérience de 4 séries faites en prenant comme source de variabilité
jour, opérateur et équipement

c. Tests statistiques & critéres d'acceptation :

Comme statué dans tous les documents, la fidélité est exprimée par I'écart-type (s), la
variance (s?) ou le coefficient de variation (CV). Elle mesure I'erreur aléatoire liée 3 une
procédure analytique, c'est-a-dire la dispersion des résultats autour de leur valeur
moyenne. L'estimation de la fidélité est indépendante de la valeur vraie ou de la moyenne

de la justesse estimée.

Pour évaluer correctement les deux composantes de variabilité d'une procédure
analytique pendant la phase de validation, il est recommandé [1] d’effectuer une analyse
de variance (ANOVA) par niveau de concentration examiné. Tant que le plan expérimental
est équilibré, c'est-a-dire le méme nombre de répétitions par série pour un niveau de
concentration donné, I'estimation de ces composantes par la méthode des moindres
carrées peut étre utilisée. Cependant, quand cette condition n'est pas respectée, les

estimations de maximum de vraisemblance devraient étre préférées [1,14].

De le tableau ANOVA, la répétabilité ou la fidélité intra-série et la fidélité inter-série sont

obtenus comme suit :

. 1 & N
MSMj =—P lZ:n(Xij,ca,c—,uj)2
=

MSM;j : le carré moyen du modele (mean square model) du niveau de concentration j

Avec X iicatc est la moyenne des résultats du niveau de concentration j de la série i; p est

le nombre de séries; n est le nombre de répétitions par série;

. 1 & &
H; :_Z zxijk,calc

pn T o
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Hi estla moyenne des concentrations calculées du niveau de concentration j

. 1 P &
MSEJ = — (Xi' cac_xi' cac)2

Avec MSE; : Le carré moyen résiduel (mean square error) du niveau de concentration j

Si MSEj < MSM;j alors:

62, = MSE,

., MSM,—MSE,
Goy=———
Sinon:

.

6-2 T (XI cac_xi' cac)2
W.j pn_pizﬂ: Z‘ jk,cal jk,cal
&éjzo

La fidélité intermédiaire est calculée comme suit:
A2 A2 A2
Opj=0Owjt0g;

Avec 6'\,2\,'1. la variance intra série ou la répétabilité et &é'j est la variance inter-série.

Apres avoir évalué les composantes de la variance, un parameétre intéressant a observer
est le rapport, R, avec:

En effet, ce parameéetre montre I'importance de la variance inter-série en comparaison
avec la variance de répétabilité. Les valeurs élevées de R;, par exemple plus grand que 4,
pourraient conclure a un probléme de variabilité de la procédure analytique dont les
résultats peuvent varier d'une série a une autre, menant ainsi a revoir I'optimisation de la
méthode, ou soit a interroger le nombre de série utilisées pendant le processus de

validation pour obtenir une estimation fiable de la variance inter-série &é'j [1].
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La fidélité est généralement exprimée comme le pourcentage de coefficient de variation

(CV). La formule classique est :

V&

CV (%) =100x~2
X

Avec &° est I'estimation de variance et X est la valeur de la moyenne estimée

Pour les critéeres d’acceptation, encore une fois, seuls les documents FDA & SANCO
définissent des critéres d'acceptation a savoir :
=  Pour FDA:
= ALQLCV220%
= Autre que LQl £15%
=  Pour Sanco
= Critere d’acceptation < 20%
d. Recommandations

—Notons que dans la pratique de plusieurs laboratoires et selon les recommandations
du guide de validation SFSTP proposé en 1992 et qui fut le premier document
proposant une méthodologie expérimentale pratique et compléete ainsi qu’une
procédure de traitement statistique des critéres de validation analytique , I’évaluation
de la fidélité n’est réalisée que sur le point 100% , chose qui est en contradiction avec
tous les guidelines étudiés et avec I'objectif méme de la validation analytique qui est
de démontrer la fidélité et I'exactitude sur 'ensemble du domaine de concentration
sur lequel nous voulons démontrer la validité de notre méthode.

— Afin de réaliser les répétitions suffisantes pour contréler les erreurs aléatoires liés a la
méthode étudiée, nous proposons d’utiliser les plans expérimentaux proposés par
Hubert et Col [2, 3], qui proposent des plans adaptés aux différents types de méthodes
analytiques utilisées dans I'industrie.

—Les critéres d’acceptation de la fidélité doivent étre fixés selon les objectifs de la
méthode et doivent étre associés aux erreurs systémiques liés a la justesse, afin de

calculer I'erreur totale calculée par I'exactitude.
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5. Justesse
a. Concept & Définition

L'estimation de la justesse est requise par tous les guidelines (Cf. Tableau 4). Cependant,
dans la majorité des documents, nous constatons une confusion entre le terme
«exactitude» et le terme «justesse».

Comme nous pouvons le voir a partir de la définition suivante de la justesse trouvé dans
les documents d’Eurachem « the Fitness for Purpose of Analytical Methods» [8] et
IUPAC [6] (définition tirée de la norme ISO [14]), la justesse est: «Le degré de
concordance entre la valeur moyenne obtenue a partir d'une large série de résultats
d'essai et une valeur de référence acceptée. La mesure de la justesse est habituellement
exprimée en termes de biais. La justesse a été appelée "exactitude de la moyenne". Cet

usage n'est pas recommandé. "

Toutefois, lorsque nous recherchons la justesse dans les autres documents
réglementaires, nous trouvons qu’il y a une incohérence dans la définition de la justesse

a travers les différents guidelines.

Si nous lisons soigneusement les deux documents ICHQ2R1 [5] et FDA Bioanalytical
Method validation [4], nous réalisons que ce concept n’est pas défini en soi. Dans I'ICH
Q2R1 - partie 1, la justesse est citée comme suit dans la définition de I'exactitude:
"L’exactitude correspond au degré de concordance entre la valeur de la méthode
obtenue et la valeur de référence ou la valeur considérée comme vraie par convention.
L’exactitude est aussi désignée par le mot « justesse »" Tandis que dans le document
FDA nous trouvons une référence a ce concept au niveau du glossaire, "le degré de
concordance entre la valeur obtenue et la vraie valeur connue dans des conditions

prescrites est désignée aussi par « justesse »"[1].

Une confusion existe, donc, entre les deux concepts de « justesse » (ou exactitude de la

moyenne) et « exactitude » (des résultats). Le document ISO précise également que
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cette utilisation de la terminologie d’exactitude de la moyenne doit étre évitée et

remplacée par celle de justesse.

Lorsque nous comparons la définition de justesse dans les documents ICH & FDA et la
définition de EURACHEM & IUPAC (et ISO), nous constatons que la principale différence
est que dans les premiers documents, nous parlons d'écart entre la valeur réelle et la
valeur trouvée ou la valeur calculée alors que dans les derniers documents, on se
focalise sur la distance entre la valeur moyenne et la valeur réelle. Il est essentiel de

distinguer la différence entre un résultat et une valeur moyenne [1].

Les résultats d'une procédure analytique sont les objectifs finaux. Lors de I'examen d'un
échantillon de contréle de qualité, le résultat impacte la décision de libérer un
lot. Lorsque des échantillons inconnus sont analysés, les résultats donnent des
informations sur |'effet thérapeutique d'un médicament ou de I'état pathologique ou

physiologique d'un patient et ainsi de suite [1].

La valeur moyenne ne donne qu’une position centrale de la distribution des résultats de
la méme teneur réelle, pas la position de chaque résultat individuel. Par extension, le
biais, le biais relatif ou le recouvrement va localiser la distribution des résultats produits

par une méthode analytique par rapport a la vraie valeur [1].

Cette incohérence de définition n'est pas seulement trouvée d'un document a un autre,
mais aussi dans des sections différentes du méme document, en particulier dans le

document ICH Q2R1.

Pour conclure, la justesse est liée a des erreurs systématiques des méthodes
d'analyse. La justesse se réfere ainsi a une caractéristique ou une qualité de la procédure
analytiqgue et non a un résultat généré par cette procédure. Par contre I'exactitude,

comme nous allons le voir par la suite, se référe a la qualité des résultats.
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b. Plan d’expérience

La majorité des guidelines (a I'exception de I'lUPAC & SANCO) définissent un plan

expérimental pour évaluer I'exactitude :

L'ICH recommande un minimum de 9 analyses a partir de 3 concentrations (n= 3)
couvrant I'intervalle de linéarité cad (1 jour x 3 concentrations x 3 répétitions)

- Le FDA exige 3 niveaux de concentrations couvrant I'écart d’utilisation c-a-d la
concentration la plus basse, intermédiaire et maximale de 'intervalle de dosage x 5
répétitions cad (1 j x 3 concentrations x 5 répétitions)

- AOAC recommande aussi 9 a 10 niveaux de concentration couvrant I'intervalle de

dosage a réaliser pendant 3 jours

L'estimation de la justesse est généralement combinée avec les expériences de fidélité.
Par conséquent, les remarques sur le plan expérimental, déja faite sur la fidélité,

s'appliquent également ici.

c. Tests statistiques & critéres d'acceptation :

Trois méthodologies sont proposées par les différents documents afin d’évaluer la justesse

des méthodes analytiques :

1. elle peut étre déterminée en utilisant une seule substance de référence certifiée et en
comparant la valeur mesurée avec la vraie valeur (cette approche est proposée par tous
les documents) ;

2. Une deuxiéme approche compare le résultat de la méthode proposée avec le résultat
d'une méthode de référence dont la justesse et la fidélité sont connues. (Cette
approche est proposée par I'ICH, USP, AOAC et IUPAC)

3. Ces deux approches sont impraticables si la substance de référence ou la méthode de
référence ne sont pas disponibles. Dans des telles situations, une étude de

recouvrement est réalisée dans laquelle la matrice ou le placebo est dopé par

Page 76



Etude comparative des différentes références réglementaires CHAPITRE IlI

différentes quantités de l'analyte couvrant l'intervalle de la linéarité suivi par une
guantification. Le résultat est alors exprimé en pourcentage de recouvrement [12].

(Cette approche est proposée par ’AOAC et IUPAC).

Notons que l'approche de comparaison des méthodes est recommandée par rapport a
I'utilisation des matrices dopées par des substances de références certifiées. Ceci est en
partie d( au nombre restreint de niveaux de concentration qu'elles couvrent (normalement

seulement 2-3), mais surtout de la maniére dont les échantillons sont préparés. [13]

Les paramétres statistiques nécessaires pour le calcul de la justesse sont cités dans tous les

guidelines.

Les tests proposés sont :
- Le pourcentage de recouvrement
- Et la différence entre la valeur moyenne et la valeur considérée comme vraie avec

I'intervalle de confiance correspondant (moyenne - valeur vraie)

En effet, la distance entre la valeur moyenne d'une série de mesures (x;) et une valeur de

référence pr est appelé biais (biais, biais relatif ou recouvrement) :

Biais =X — 1

Biais relatif (%) =100x ( B j
iy

X
Recouvrement = 100 xﬂ—’ = 100 — Biais relatif (%)
'

Il est possible de calculer la valeur moyenne de ces résultats prédits (X ) et, par conséquent

estimer le biais, le biais relatif ou le recouvrement.
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Lors de I'évaluation de l'acceptabilité du biais, du biais relatif ou du recouvrement, la
méthodologie la plus utilisée est I'application du test de student en vérifiant les hypothéses
suivantes [1]:

Hy: X — 14 =0

H X —u #0
pour lequel un niveau de signification a est fixé, généralement a 0,05. Cela signifie qu'il y a
un risque, de 5 fois sur 100, de rejeter a tors I'hypothése nulle Ho. Autrement dit, nous
acceptons un risque, de 5 fois sur 100, de considérer a tort un biais différent de 0
En général, lorsque le quantile calculé de student est plus élevé que le quantile théorique
correspondant, ou de maniere équivalente lorsque le p-valeur est inférieur a a, I'hypothese
nulle est rejetée. Par conséquent, il existe un degré élevé de confiance que le biais soit

différent de 0 au niveau de signification a fixé par I'analyste.

Une autre facon d'interpréter ce test est de regarder si le 0% de biais relatif ou 100% de
recouvrement est incluse dans l'intervalle de confiance 1-a, respectivement, du biais relatif
ou du recouvrement. Si ces valeurs sont en dehors de leur intervalle de confiance

correspondant, alors I'hypothése nulle est rejetée.

Toutefois, la seule conclusion qui peut étre faite lorsque I'hypothese nulle n'est pas rejetée
c’est que ce n'est pas que le biais, le biais relatif ou le recouvrement qui est égal a 0, 0% ou
100%, mais que le test n'a pas pu démontrer que le biais, le biais relatif ou le recouvrement

est différent de 0 ou 100.

Comme démontré clairement dans de nombreuses publications [1, 15-18], le risque B, qui
est la probabilité d'accepter, a tort, I'hypothése nulle, n'est pas fixé par l'utilisateur dans
cette situation. En outre, cette approche peut conclure que le biais est significativement

différent de 0, alors qu'il pourrait étre analytiquement acceptable [1, 15-18].

Il est également toujours considéré que le biais n'est pas différent de 0 lorsque la variabilité

de la procédure est relativement élevée. En fait, le test t de Student utilisé de cette facon
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est un test de différence qui répond a la question: "Est-ce le biais de ma méthode analytique
est différent de 0?". Toutefois, la question a laquelle I'analyste veut répondre au cours de
I'étape de validation analytique est la suivante: «Est-ce que le biais de ma méthode
d'analyse est acceptable?", le test nécessaire pour répondre a cette derniére question est
un test d'équivalence ou un test d’intervalle d'hypothése [1, 15-19]. Dans ces types de test,
I'analyste doit choisir une limite d'acceptation de biais, biais relatif ou recouvrement, qui
sont des limites dans lesquelles si le vrai biais, le biais relatif ou le recouvrement de la
méthode d'analyse sont inclus, la justesse de cette procédure est acceptable. Différents
auteurs ont recommandé ['utilisation de ce type de tests pour évaluer I'acceptabilité d'un

biais [15,18].

En effet, une procédure tout a fait non biaisée est une utopie. En outre, le biais obtenu
pendant I'expérience de validation n'est qu'une estimation du vrai biais inconnu de la
procédure analytiqgue. Néanmoins, ce dernier test de I'intervalle d’hypothése ne répond pas
a la vraie question analytique : le but méme de la validation est de valider les résultats que

la méthode va produire, et non pas la méthode elle-méme... [1].

Encore une fois, pour les critéres d’acceptation, seuls les documents de FDA & SANCO

donnent des limites :

= Pour le FDA : la valeur moyenne devrait étre dans un intervalle de 15 % de la valeur
réelle sauf le niveau LQl, ou il ne devrait pas dévier par plus de 20 %.

= Pour le document Sanco : La valeur moyenne de recouvrement doit étre entre 70 et

120%
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d. Recommandations

Nous recommandons de faire la distinction entre la justesse qui renseigne sur les erreurs

systématiques et I'exactitude qui renseigne sur I'erreur totale.

A cet effet, nous recommandons que le critére d’acceptation de la justesse soit inclus dans
le critére d’acceptation global qui englobe les 2 types d’erreurs systématique (justesse) et

aléatoire (fidélité) comme proposé par I'approche du profil d’exactitude [2,3].
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6. Exactitude

a. Concept & Définition

L'estimation de l'erreur totale n'est pas définie d’une maniére spécifique dans les
documents étudiés a I’exception de 'EURACHEM et de la premiére partie du document ICH

Q2R1 (Cf. Tableau 5).

Comme nous l'avons vu dans le document ICH Q2R1 partie 1 [5], I'exactitude est définie
comme le : "...degré de concordance entre la valeur obtenue et la valeur de référence ou la

valeur considérée comme vraie."

Cette définition correspond a celle du document EURACHEM [8], qui indique que
I'exactitude est: «le degré de concordance entre le résultat d'analyse et la valeur acceptée
comme référence." Par ailleurs, dans cette définition, une note est ajoutée en précisant que
I'exactitude est la combinaison des erreurs aléatoires et des erreurs systématiques (ou le

biais).

Ce degré de concordance observé est basé sur la somme des erreurs systématiques et
aléatoires c. a. d. l'erreur totale liée a un résultat. Par conséquent, I'erreur de I'essai est
I'expression de la somme de la justesse (ou biais) et de la fidélité (ou écart-type), c'est a dire

I'erreur totale.

Cependant, quand nous regardons la section correspondante a l'exactitude dans la
deuxiéme partie du document ICH Q2R1: "Recommandations concernant les données
relatives a I'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 correspondantes." Comme discuté auparavant, Il ne s'agit

plus de I'exactitude, mais plutot de la définition de la justesse qui est la valeur moyenne de
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plusieurs résultats (par opposition a un seul résultat pour I'exactitude) qui est comparée a la

vraie valeur.

Comme déja constaté, cette section se réfere a des erreurs systématiques alors que
I’exactitude telle que définie par I'lCH Q2R1 (premiere partie) et 'Eurachem correspond a

|'évaluation de |'erreur totale de mesure.

Dans le document de la FDA Bioanalytical Method Validation [4], I'exactitude est définie
comme «...le degré d’accord de la moyenne des résultats obtenus par la méthode et la vraie
valeur (concentration) de l'analyte. (...). L'écart entre la moyenne de la valeur réelle sert a
mesurer |'exactitude. "

Encore une fois, cette définition correspond a celle de la justesse de la méthode d'analyse.

b. Tests statistiques et calculs :

Nous rappelons que chaque mesure X a trois composantes: la vrai valeur de I’échantillon pr,
le biais de la méthode (estimé par la moyenne de plusieurs résultats) et la fidélité (estimée
par l|'écart-type ou, dans la plupart des cas, la fidélité intermédiaire). De maniére
équivalente, la différence entre une observation X et la valeur réelle est égale a la somme

des erreurs systématiques et aléatoires, c'est a dire d'erreur totale ou erreur de mesure [1]:

X = u; +Dbiais + fidélite
=

X — y, =biais + fidélité
=

X — y; = erreur total

=
X — u; =erreur de mesure

=
X — u; = Exactitude

A cet effet, I'erreur totale (ou exactitude), se réfere a la distance entre un résultat et la vraie

valeur de ce résultat.
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c. Recommandations

Pour la plupart des utilisations, il n'est pas question de savoir si un écart par rapport a la
valeur réelle est dii a une erreur aléatoire (manque de fidélité) ou a une erreur
systématique (manque de justesse), tant que la quantité d'erreur totale reste acceptable.
Ainsi, l'erreur totale d’analyse ou l’exactitude en fonction de I'erreur aléatoire et
systématique est une notion indispensable. En outre, tous les analystes veulent faire en
sorte que la quantité d'erreurs totales de la méthode n'aura aucune incidence sur

I'interprétation du résultat de I’analyse comme sur la décision ultérieure [1-3].

Une décision fondée sur une évaluation du critére de justesse (erreur systématique) seul ou
du critere de fidélité (erreur aléatoire) seul ne peut pas atteindre cet objectif, seule
I’évaluation de I'exactitude des résultats qui prend en compte la notion d'erreur totale,
donne des garanties a la fois aux laboratoires et aux autorités réglementaires sur la capacité

de la méthode d’atteindre son objectif.

L'importance d'évaluer l'erreur totale est de nos jours trés importante. Cependant et
malheureusement, elle n'est pas encore inclue dans les guidelines de la validation
analytique. Une des raisons en est que les concepts statistiques pour le calcul de I'erreur
totale sont complexes et que, actuellement, aucun concept généralement admis pour le

traitement statistique de I'erreur totale n'existe [1].

Récemment, une nouvelle stratégie de validation basée sur la notion de I'erreur totale et le
profil d’exactitude a été introduite avec pour objectif, d’une part, harmoniser les démarches
a suivre pour valider les procédures analytiques et d’autre part, offrir un outil pratique de
décision basé sur le profil d’exactitude et la notion d’erreur totale [1, 20-26].

Cette stratégie de validation permet d’associer les deux éléments fondamentaux de la

validation que sont la justesse et la fidélité au résultat final d’'une mesure, et par
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conséquent de tenir compte de I'erreur totale de mesure (erreur systématique + erreur
aléatoire) [14].

Le principe de cette stratégie de validation peut étre traduit par I'’équation suivante, qui
stipule que la différence entre une mesure (x) et sa vraie valeur (i) doit étre inférieure a la
limite d’acceptation (A) définie a priori.

=A<X-U<AN © IX-pl<A

La notion de limite d’acceptation introduit donc un premier critére permettant a I’analyste
de prendre des décisions basées sur I'objectif de la méthode analytique. Communément, la
limite d’acceptation est de 1% ou 2 % pour le dosage de principes actifs dans une matiére
premiére, de 5 % pour les formes pharmaceutiques et de 15 % pour les analyses dans les
matrices biologiques ou environnementales. Pour la détermination des impuretés, une
limite d’acceptation minimale de 10 % est communément admise.

Le profil d’exactitude est construit a partir d’intervalle de tolérance d’espérance B de

mesures attendues a chaque niveau de concentration.

Une autre notion importante définie est celle de « bonne procédure analytique » avec un

risque connu qui peut se traduire par la relation suivante [2,3] :

Priix-pl<A]2B
avec B la proportion de mesures dans les limites d’acceptation, et A la grandeur définissant
les limites d’acceptation fixées a priori en fonction des contraintes du secteur d’activité.
Le risque associé d’'une procédure s’évalue par la proportion attendue de mesures en
dehors des limites d’acceptation. Le risque associé dépend des estimés du biais et de la
fidélité de la procédure analytique obtenus en phase de validation comme le montre la

Figure 4.
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M1 - .

PI’H.T—‘L{| > ,’L]_ Ve

Figure IlI-4 — Profil d’exactitude comme outil de décision pour quatre méthodes M1

(fidéle et juste), M2 (fidele mais non juste), M3 (non fidéle et non juste) et M4 (non

fidéle mais juste)
Ainsi, le profil d’exactitude est un outil de décision fondé sur le risque associé a la méthode.
La notion de risque est liée a la garantie concernant la future analyse des échantillons
inconnus tout en appliquant la méthode validée. Aussi, le profil d’exactitude peut-il servir a
accepter ou rejeter une méthode analytique suivant I'usage attendu [2,3]. Par ailleurs, le
profil peut étre utilisé comme outil de diagnostic. Il peut par exemple étre utilisé pour
sélectionner le modele de régression le plus approprié a la calibration et pour déterminer
les limites de quantification supérieure et inférieure et a sélectionner ainsi I'intervalle de

dosage.

La stratégie couramment utilisée pour la validation d’'une procédure analytique est basée

sur les critéres d’acceptation qui considerent de maniére dissociée le biais et la variance.

Cependant, la nouvelle stratégie est basée sur l'intervalle de tolérance d’espérance B de
I’erreur totale d’une mesure (en anglais « B- expectation tolerance intervals for the total
error measurement »), erreur qui prend en compte la justesse (biais) et la fidélité

intermédiaire (écart-type) [2, 3, 20, 22].
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Cette stratégie présente la possibilité de contrdler le risque d’acceptation d’'une méthode
non adéquate et ce, au moyen des profils d’exactitude. Un autre avantage présenté par
cette stratégie est de fournir la garantie que les résultats des mesures qui seront obtenus
lors de I'application future de la méthode validée seront inclus dans les limites d’acceptation

fixées a priori selon les exigences définies.

D’un point de vue statistique, cette stratégie de validation répond aux besoins des analystes
guant a la prise de décision en rapport avec les résultats fournis et en considérant les limites
d’acceptation prédéfinies ainsi que le risque relatif a I'usage futur de la méthode. De ce fait,
I'utilisation du profil d’exactitude se trouve étre en accord avec |'objectif de la méthode qui
peut étre résumé en sa capacité a quantifier le plus exactement possible chacune des

guantités inconnues devant étre déterminées par le laboratoire.

D’un point de vue pratique [79-90], cette stratégie de validation peut se résumer en six

étapes reprises ci-apres :

e sélection des limites d’acceptation considérant I'usage attendu de la méthode,

e ajustement d’'un modele de régression a partir des standards de calibration,

e calcul des concentrations des standards de validation a partir du modele sélectionné,

e détermination du biais moyen a chaque niveau de concentration,

e calcul des limites de tolérance bilatérales pour les résultats attendus au niveau B a
chaque niveau de concentration en considérant le biais et I'écart-type de fidélité
intermédiaire,

e établissement du profil d’exactitude, représentant comme fonction de la concentration,
le biais moyen, l'intervalle de tolérance des valeurs attendues au niveau B et les limites
d’acceptation.

L'intervalle de tolérance comprend les deux termes suivants: I'un étant la justesse et I'autre

étant, a un facteur pres, le coefficient de variation de fidélité intermédiaire. C’est la raison

pour laquelle cet intervalle peut ainsi étre considéré comme une expression de I'exactitude
des résultats. Mais l'intervalle de tolérance integre une dimension supplémentaire, celle de

chance (ou risque) pour des résultats futurs, conditionnellement a des résultats passés [22].
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Dés lors, la méthode peut étre considérée comme exacte au niveau de chance B pour le

niveau de concentration en question, si l'intervalle de tolérance est inclu dans les limites [-A,

+A] définies a priori en fonction des objectifs de la méthode.

Les bornes de ces intervalles sont [22] :

Avec

Ciak o 1+ p 1
L ;= biais () | Q{V, 5 ] 1+ B CV ¢,

Uj=NMS(Wj+Q{w1

Lj borne inférieure de I'intervalle de tolérance du niveau de concentration j

Uj borne supérieure I'intervalle de tolérance du niveau de concentration j

nombre de série et n le nombre de répétitions par série.

A+p
Q[(V’ 7
Avec
(R+1)2
— 1 >
(R+] 1_1
n + n
p-1 pn

CV., . : Coefficient de variation de fidélité intermédiaire
F.1,j

Rj+1
Bj =
nRj+1
~2
O,
B,
RJ' ) :
O-W,j
~2 A2
OF,.,j =Ow,j
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Le profil d’exactitude de la méthode s’obtient en reliant d’une part les bornes Lj entre elles
(L1 > L2 =... & Lm) et d’autre part les bornes Uj entre elles (U1 - U2 = ... & Um) comme

dans la Figure 5.
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Figure 5- Exemple de profil
d’exactitude
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7. Limite de quantification: LQ

a. Concept & Définition
La limite de quantification LQ et la limite de détection LD sont des critéres trés souvent
évoqués et utilisés en chimie analytique. Malheureusement, les définitions foisonnent,

créant une confusion [28].

Nous pouvons trouver une définition de la limite de quantification dans presque tous les

documents réglementaires (Cf. Tableau 6).

L'ICH considere que "La limite de quantification est un parametre des méthodes de
dosage des substances présentes en faibles quantités dans les matrices d’échantillon;
elle est plus particulierement utilisée dans le dosage des impuretés et (ou) des produits

de dégradation ". Il définit la limite de quantification d'une procédure analytique
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 l'intervalle de dosage d’une procédure
analytique a deux limites : LQl (LQ inférieure) et LQS (LQ supérieure) [1,2,3]. La
définition de la limite de quantification extraite d’Eurachem nous laisse comprendre
qu'il y a plus qu'une limite de quantification : "les limites de dosage sont les
caractéristiques de performance qui marquent la capacité d'un processus d’analyse

chimique a quantifier adéquatement une substance". Mais, dans le document

Eurachem, seule la "la limite de quantification" LQl est discutée [1].

Le document FDA Bioanalytical Method Validation distingue les deux limites et définit la
limite inférieure de quantification (la plus faible quantité de la substance analysée que la
méthode permet de doser avec un degré acceptable de fidélité et d’exactitude) et la
limite supérieure de quantification (la plus haute quantité de la substance analysée que
la méthode permet de doser avec un degré acceptable de fidélité et d’exactitude).
Comme on peut le voir dans ce document, la seule différence est la substitution de "la

plus faible" avec "la plus haute"[1].
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b. Plan d’expérience

Le nombre de mesures pour évaluer la LQ n'est pas défini dans les documents ICH,
AOAC, IUPAC et SANCO, le FDA recommande 5 mesures et 'TEURACHEM en recommande
20.

Aucun document n’adresse un plan expérimental pour estimer la LQ, en terme de

répétition par jour.

c. Tests statistiques & critéres d'acceptation :

Rien n’est précisé sur la facon exacte de mesurer la LQ. Ainsi plusieurs méthodes

d’estimation sont proposées par les différents guidelines:

1. Evaluation visuelle (ICH) : appliquée aux méthodes non instrumentales

2. Approche du rapport signal/bruit (ICH) : appliqué aux méthodes avec un bruit de
fond

3. Approche de I'écart-type (s) de la réponse et de la pente de la courbe d’étalonnage

(ICH)

LQ= 10s/P (s= écart-type de la réponse & P= pente de la courbe d’étalonnage)

LQ= Valeur du blanc + k fois écart type (s) du blanc (AOAC, EURACHEM)

LQl= 5x réponse du blanc (FDA)

La LQ est égale a la multiplication de la LD (généralement 2) (IUPAC)

N oo u &

Calcul de I'écart type a chaque niveau de concentration. Tracer la courbe écart-type
(s) vs concentration et déterminer la valeur de la limite de quantification

(EURACHEM)

—L'approche par [|’évaluation visuelle (approche 1) n’est appliquée que pour les
méthodes non instrumentales, d’ou ses limites.
—Les principaux problémes rencontrés avec I'approche S/N (Approche 2) sont les

suivants :
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= Cette méthode ne marche que pour les méthodes dont on peut observer une ligne
de base [28], ce qui n'est pas toujours vrai. En outre, lorsque cela est possible, cette
approche est tributaire de la maniére avec laquelle ce bruit est mesuré et differe
d’un instrument a un autre. Cette approche est dés lors trés subjective et dépend de
I’équipement utilisé [1].

= Le signal mesuré n'est pas toujours le signal utilisé pour quantifier |'analyte. Par
exemple, dans les chromatographies avec une détection par spectrométrie, le signal
mesuré représente les unités d’absorption, c'est-a-dire la hauteur de signal, mais
pour la quantification ce sont les surfaces qui sont généralement utilisées. Donc, la
LQ ne va pas exprimer le niveau le plus bas de I'analyte, mais la plus faible
absorbance quantifié. Le probleme devient plus compliqué dans I'électrophoreése, ou
on considere d'habitude le signal comme la proportion entre la surface de pic et le

temps de migration [1].

—Les critiques de lI'approche basée sur la courbe d’étalonnage (approche 3) sont

nombreuses :

= Cette méthode suppose qu’on a toujours une linéarité de la courbe d’étalonnage.
Alors, comme nous I’avons vu dans la partie linéarité et fonction de réponse, cette
supposition n’est pas toujours vraie (méthodes biologique par exemple).

= Les mesures utilisées pour la courbe d’étalonnage sont issues des étalons purs alors
que la LQ doit étre estimée avec des mesures faites dans la matrice.

= Les étalons doivent étre utilisés avec prudence puisque I'estimation de [’écart-type
dépend de la gamme de la courbe d'étalonnage: I'ordonnée a I'origine n'est bien

estimée que si les concentrations utilisées sont assez petites [1].

—Les approches utilisant la réponse et I'écart-type du blanc (approche 4 & 5) ont ses
limites, puisqu’elles sont applicable avec les médicaments, lorsqu’on maitrise
totalement la matrice (blanc) et qu’on est a méme de la doper avec des concentrations
tres faibles, mais irréalisable dans bien d’autres cas, comme les analyses des matrices

biologiques ou aussi les analyses environnementales [28].
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Pour conclure, nous pouvons dire que toutes ces approches conduisent a des résultats
variables de LQ [28]. C'est une grande problématique puisqu’elles ne permettent pas de

comparer la LQ des différents laboratoires utilisant la méme procédure analytique [1].

La FDA et I'Eurachem proposent d’autres approches (approches 5 pour le premier &
approche 7 pour le deuxieme document) pour évaluer la limite inférieure de
guantification, basée sur un CV cible [1, 8]. Une courbe est tracée entre les

concentrations proches de LQ attendu contre les CV.

Quand la courbe croise la CV cible, le niveau de concentration correspondant est la LQ.
Cette approche résous la plupart des problémes soulignés avec les approches

précédentes, comme ¢a ne dépend désormais plus de I'opérateur et de I'équipement.

Cependant, aucune de ces approches ne répond a la définition de la Limite de
Quantification. En effet, méme avec cette derniere approche, seule la fidélité de la
procédure analytique est évaluée sans une évaluation de la justesse et de I'exactitude

(justesse + fidélité) comme exigé dans les définitions.

Les criteres d’acceptation proposés dans les différents documents sont les suivants :
FDA :

= Réponse a LQl = 5x réponse du blanc

= |e pic de I'analyte doit étre identifié avec une fidélité de 20% et justesse de

80-120%

= UnS/Ndel0:1
= LQ= IOTG avec o = écart-type de réponse

P= pente de la courbe d’étalonnage
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d. Recommandations
Comme on le voit, il n’existe pas de définition conventionnelle pour la LQ et le choix est
large pour I'estimation de ce critére. En fait, la LQ est un critére empirique, censé estimer
la limite a partir de laquelle une méthode analytique est capable de fournir un résultat
guantitatif exact [28]. Cependant, quelle que soit la méthode employée, rares sont les

situations qui répondent a ce besoin [28].

A notre avis, la meilleure facon de calculer les deux limites de quantification (LQS et LQ)
est 'utilisation de I'approche du profil d'exactitude [1,2,21,27] qui répond a la définition
du critére LQ , en démontrant que l'erreur totale du résultat est connue et acceptable a
ces niveaux de concentration de LQ (sup et inf), c'est-a-dire avec les 2 erreurs

systématique et aléatoire qui sont acceptables [1].

Comme on a I'vu sur la Figure 5, il existe des concentrations (sup et infé) pour lesquelles
une des bornes de l'intervalle de tolérance coupe une des limites d’acceptabilité. Ces

concentrations correspondent aux LQS et LQ

Comme montré par Feinberg [28], le choix du nombre de niveaux de concentrations et

leurs positions relatives dans le domaine de validation influence le calcul de LQ.

La Figure 6 illustre un profil d’exactitude obtenu avec 3 niveaux de concentration. Dans ce
cas-la, la LQ se situe aux environs de 0,5 mg/L. Par contre, avec la méme méthode, si on
utilise 4 niveaux de concentration (Fig 7), avec les niveaux les plus bas a la proximité de la
valeur basse du domaine de validation. Nous pouvons remarquer que la LQ estimée se

situe aux alentours de 0,2 mg/I.

Ces remarques montrent I'intérét du choix des niveaux de concentration et I'importance

de multiplier les niveaux dans la partie inférieure du domaine de validation [28].
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130% 4 .
120% 4 |
E 110% { | i
= ; !
e | 4
o 100% —F——r———————71 1 . ; . e
5 oo df 1.0 15 T 75 30 35 4l 45
3 90%{ | i !
o i ! :
30% - i —| Limite de quantification i
70% - . i Domaine de validité i
I : Domaine de validation :
60% - >

Concentration connue (mg/L)

Figure 111-6 : Profil d’exactitude (simulé) avec 3 niveaux de concentration [28].
Chaque cercle gris représente la concentration moyenne retrouvée pour le niveau et
quantifie la justesse. Les lignes pointillées délimitent les limites d’acceptation et les
lignes continues l'intervalle de tolérance. Les trais verticaux délimitent le domaine de

validité

140% 1
130% { \!
120% -

110% -

100% +— T
00 |
90% 1

Recouvrement (%)

B0% { |

T0% A

60% -
Figure llI-7 : Profil d’exactitude (simulé) avec 4 niveaux choisis pour mieux calculer la LQ
[28]
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8. Limite de Détection (LD)

a. Concept & Définition
La limite de détection (LD) est définie dans tous les documents réglementaires (sauf le
document SANCO), la définition générale donnée est comme suit : la limite de détection
est la concentration la plus basse d'analyte qui peut étre détectée en utilisant la

méthode analytique, mais sans nécessairement étre quantifiée (Cf. Tableau 6).

b. Plan d’expérience
Le plan expérimental pour évaluer la LD, en termes de répétition par jour, n’est défini
dans aucun document (sauf le AOAC qui exige 20 blancs a mesurer & 10 pour

EURACHEM).

c. Tests statistiques & critéres d'acceptation :

Les mémes approches proposées pour le calcul de la LQ sont utilisées pour le calcul de

LD. Les mémes critiques cités auparavant dans la partie LQ sont valables pour la LD.
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Tableau llI-1: Comparaison du critére de spécificité dans les différents guidelines

Guidelines | Concept & Définition Plan expérimental Tests & Critéres d’acceptation

ICH (La spécificité) La propriété qui fait qu’une = Impuretés disponibles : on enrichit la substance pure (substance [*Démontrer une distinction entre la substance a analyser et les
méthode d’analyse rende compte sans | médicamenteuse ou produit fini) en y ajoutant une quantité adéquate d’impuretés | autres substances présentes
ambiguité de la substance analysée en | et (ou) d’excipients puis on démontre que les résultats obtenus ne sont pas [*Evaluation de pureté des pics peut étre utile pour démontrer
présence d’autres composantes normalement | influencés que le pic chromatographique correspondant & la substance a
présentes. = Impuretés non disponibles : On compare les résultats obtenus avec des | analyser n’est pas attribuable a plus d’une substance

échantillons renfermant des impuretés ou des produits de dégradation aux [®Pour la teneur, comparer les résultats obtenus par les deux
résultats obtenus avec une autre méthode d’analyse bien connue. Ces | méthodes et pour I'analyse des impuretés, comparer les profils
comparaisons doivent inclure des échantillons exposés a des conditions de stress des impuretés donnés avec les 2 méthodes.

US FDA Chaque échantillon doit étre testé pour vérifier I'interférence
(Sélectivité) La propriété d’'une méthode d’analyse de [» Analyse des échantillons blancs de matrice biologique appropriée (plasma, urine :?Ja;?c:fi(c:'g:igi doit étre assuré au LQI limite inférieure de
différencier et de quantifier la substance a analyser en | ou autre) obtenue d'au moins six sources et I'interférence doit étre testée sur ces
présence d’autres composantes dans I'échantillon échantillons.

AOAC (Sélectivité) est le degré avec lequel une méthode est [» En présence des analytes d'accompagnement ou des matrices les plus
capable de mesurer I'analyte-cible en présence d’autres | susceptibles d'interférer.
analytes, matrices ou d’autres interférents = d'un blanc de matrice (pour les faibles niveaux d’analyte)
= Si le produit est mélangé avec d'autres substances, les substances ajoutées | Critére pour la résolution du pic: Rs>2
doivent étre testés pour vérifier I'interférence
= Sion est en présence d’'un mélange de principe actif (2 ou plus), il faut procéder a
une séparation.

IUPAC Indice de sélectivité doit étre calculé
(Sélectivité) Le degré avec lequel une méthode peut Indice de sélectivité = ban/bint
évaluer quantitativement avec exactitude la substance ban= pente de la courbe d’étalonnage
analysée en présence d'interférents. bint = pente de la réponse produite indépendamment par des

substances susceptible d’influencer les résultats
SANCO (Sa spécificité) La capacité d’un détecteur a fournir des [®Réponse du blanc réactif et de I’échantillon ® La limite de quantification des méthodes doit étre en relation

10684 signaux pour identifier efficacement la substance a avec le niveau minimum de risque (MRL)

analyser
EURACHEM Sélectivité (ou Spécificité): = Analyser les échantillons et la substance de référence en comparaison avec des = Utiliser les résultats des techniques de confirmation pour

La capacité d’'une méthode de déterminer d’une fagon
exacte et spécifique la substance a analyser en
présence des autres composants dans la matrice de

I’échantillon selon les conditions décrites de I'analyse

méthodes indépendantes (1 fois)
® Analyser des échantillons contenant les différents interférents suspectés en
présence de la substance a analyser (1 fois)

évaluer la capacité de la méthode a confirmer I'identité de la
substance a analyser et sa capacité a la mesurer séparément
des autres interférences

= examiner les effets des interférences — est ce que la présence
interfére ou inhibe la détection ou la quantification des

substances a analyser
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Tableau llI-2: Comparaison du critére de linéarité dans les différentes directives

Guidelines Concept & Définition Plan expérimental Tests & Critéres d’acceptation
Capacité de donner des résultats qui sont i ini 3 Examen visuel
) P o ) 4 o S concentratl?n§ auminimum S?”F recomm.anc.lees Les résultats doivent étre évalués au moyen des méthodes statistiques appropriées,
ICH directement (a l'intérieur de certaines limites) Sullostance;I médicamenteuse (dlffzrer;tes”dllutlonsd) et (c|>u) en | comme, par exemple, la régression des moindres carrées :

i 3 i ité utilisant des portions pesées individuellement de mélanges . . J— PN . . . A
proportionnels a la concentration (quantité) de synthétiques P P g Coefficient de corrélation, ordonnée a l'origine, pente, courbe de régression, ainsi
la substance analysée dans un échantillon. : que la somme des carrés des résidus

US FDA NA
AOAC NA
@ Six standards d’étalonnage ou plus, également espacés,
c:)uvranfll |.n(t)er1v:(I)I; de (;c())salieo‘y del . bl = Examen Visuel de la courbe des résidus
IUPAC pas de définition i nte.rva e: o= o 0u 50— ° e ,a concentration cible (en | Application des tests significatifs statistiques
fonction de la performance recherchée) .. . - , . .
L. . R , . " Test de manque d’ajustement peut étre pondéré / régression simple
= Les standards d’étalonnage doivent étre analysés au moins en
double et de préférence en triple ou plus
SANCO NA
= Tracer la mesure de réponse (axe Y) en fonction de la concentration de la substance (axe X)
P Blancs dop.es aux dlfferents. niveaux de concentlray(.)r? = Examiner visuellement les valeurs aberrantes qui peuvent ne pas étre reflétées dans la
N P s , . [(Il faut au moins 6 concentrations plus blanc) (1 répétition) , )
Linéarité : Définit la capacité de la méthode a s , . N régression
. i . R ® substance de référence ou des échantillons de blanc enrichi a . ) . »
EURACHEM obtenir des résultats proportionnels a la = Calculer le coefficient de régression approprié.

concentration de I'analyte.

au moins 6 concentrations différentes au sein de la gamme de
linéarité (3 répétitions)
® 3 au niveau LQ (limite de quantification)

= Calculer et tracer les valeurs résiduelles (différence entre la valeur réelle y et la valeur y
prédite par une ligne droite, pour chaque valeur de x). La distribution aléatoire autour de
la ligne droite confirme la linéarité. Les tendances systématiques indiquent la non-linéarité
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Tableau llI-2’ Comparaison du critére de fonction de réponse dans les différentes directives

Guidelines Concept & Définition Plan expérimental Tests & Criteres d’acceptation
ICH On parle de linéarité
La courbe d’étalonnage doit étre préparée par dopage de la
matrice par des concentrations connues de la substance a ALQH: < 20% d del I bl
. . . < 'é i
Courbe d’étalonnage: Relation entre la réponse | analyser : Q ° ecartl N € lavaleur cible
. ] | ] . dard i S| Plus que LQI: 15% d’écart
US FDA de I'équipement et la concentration connue [® Blanc:matrice sans standard interne ) , . . A - )
. . . . Au moins 4 de 6 échantillons non zéro devrait étre conformes aux critéres incluant
d'analyte @ Un échantillon zéro (matrice + Sl) - .
yte. ) . ) . LQl et la concentration maximale
® 6-8 échantillons non zéro couveront I'intervalle de dosage
incluant LQI (Limite de Quantification Inférieure)
0 Tracer la droite d'étalonnage en fonction de la concentration.
] ) 0 Un ajustement acceptable produit de fagon aléatoire des résidus avec une
Les méthodes instrumentales modernes moyenne 0. Tracer le signal de réponse en fonction de la concentration.
dépendent de la comparaison d’un signal d’'une | o Préparation d'une série de solution standard de 6 a 8 points, | 0 Une réponse linéaire est souhaitable, mais n'est pas nécessaire et n’est pas une
AOAC concentration inconnue d'un analyte a partir de équidistants de la valeur nominale en double répétition caractéristique de performance requise.
celui d'une concentration connue de I'analyte pendant 2 jours 0 Le coefficient de corrélation élevé (par exemple,> 0,99) ne doit étre utilisé comme
identique ou similaire. une preuve de qualité de I'ajustement.
0 L’Examen visuel est suffisant pour vérifier la linéarité
0 Test résiduel
IUPAC NA
Etalonnage : Détermination de la relation entre
le signal observé (réponse produite par le L
SANCO teme de détection) de | bstan N 0 Atravers la courbe d’étalonnage
systeme de detectio € la substance a 0 Critéres d’acceptation : Résidus <x20%
analyser... et les quantités connues de I'analyte
préparée comme solutions standard.
La relation de réponse de l'instrument a la
concentration ne doit pas étre parfaitement
linéaire pour que la méthode soit efficace, mais
EURACHEM cette courbe doit étre répétable au jour le jour.

Courbe de calibration: Représentation
graphique de signal en fonction de la quantité

d’analyte
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Tableau llI-3: Comparaison du critére de fidélité selon les différentes directives

Guidelines | Concept & Définition Plan expérimental Tests & Critéres d’acceptation
ICH Correspond au degré d’accord (degré de dispersion) entre | La répétabilité (mémes conditions de réalisation, aprés un court | Ecart type, Ecart type relatif et intervalle de confiance
les résultats des mesures obtenues par I'analyse individuelle | intervalle de temps): Au moins 9 mesures englobant I'écart | La méthode analytique est appliquée avec répétabilité sur différents
de plusieurs prélevements d'un méme échantillon | d’utilisation de la méthode (3 concentrations avec 3 échantillons | prélévements d’'un méme échantillon homogéne de la matrice biologique
homogéne, prélevés dans des conditions prescrites. chacune);
Ou
Au moins 6 mesures d’une concentration a 100 % de la teneur
escomptée.
La précision intermédiaire correspond aux variations survenant
dans un méme laboratoire : analyses effectuées dans des jours
différents, par des personnes différentes, au moyen d’appareils
différents, etc.
La reproductibilité correspond a la concordance entre
laboratoires (travaux de collaboration visant généralement
I"'uniformisation de la méthodologie).
US FDA 5 répétitions pour chaque niveau de concentration (au moins 3 | Coefficient de variation
Décrit le degré d’accord des mesures individuelles de | niveaux)
I'analyte quand la méthode est appliquée avec répétabilité | = concentration basse de I'écart x 5 rép
sur plusieurs prélevements d'un méme échantillon | * concentration intermédiaire de 'écart x 5 répétitions _ALQl:CV <20%
homogéne de la matrice biologique = concentration maximale de I'écart x 5 rép _ Autre que LQI £15%
2 types : Inter série/ Intra lot (ou répétabilité)
AOAC Degré d’accord des mesures dans des conditions | 5 séries Détermination du CV et de I'écart-type du résultat de plusieurs
spécifiques prélevements
Répétabilité: sera établie dans le méme laboratoire (jours
différents/analystes différents/courbes d’étalonnages | Ecart-type relatif
différents/Lots différents de réactifs/matrices différentes)
Reproductibilité: Inter laboratoires (8 laboratoires)

IUPAC Détermination de la variance ou du coefficient de variation et test F du
résultat de plusieurs prélevements des erreurs normalement distribué
est appliquée
Deux conditions : (a) Répétabilité (variations au cours d'une méme

Degré d’accord entre les résultats des mesures | Simple évaluation de la fidélité au niveau ou a proximité des | série), écart-type or, et (b) Précision inter-série, biais 6run écart-type
indépendants dans des conditions spécifiques extrémités de I'intervalle de validation orun.
Les 2 sources d'erreur sont combinées
Ecart type,
{(otot =or2/n + orun2)1/2 Avec n = nombre de répétition
Changement de I'opérateur, instrument, jour...
SANCO La valeur en dessous de laquelle la différence absolue entre = Déterminée a partir des analyses répétées des standards | La mesure de la précision est généralement exprimée en terme d'écart-type.

deux résultats individuels pour un produit identique, obtenu
dans des conditions de répétabilité ou de reproductibilité

d’étalonnage
3 niveaux:

= Répétabilité r (RSD,): un seul laboratoire/ courte
période/méme analyte/ méme équipement

= Reproducibilité R ((RSDg) : plusieurs laboratoires/ différents

analyte / Différents équipement

Critére d’acceptation < 20%
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= Within-laboratory reproducibility: mémes conditions de
reproductibilité dans un seul laboratoire

CHAPITRE Il

EURACHEM

.Etroitesse de l'accord entre les résultats indépendants
d’essai conformément aux conditions stipulées

Les substances standards ou les échantillons blancs dopés a
différentes concentrations dans l'intervalle de travail

a) Méme analyste, méme équipement, méme laboratoire, en courte
période (10 fois)

b) Différents : analytes, équipements, méme laboratoire, différentes
périodes (10 fois)

c) Différents: analystes, équipements, laboratoires, différentes
périodes (10 fois)

Déterminer I'écart type a chaque concentration
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Tableau llI-4: Comparaison du critére de justesse dans les différentes directives

Guidelines | Concept & Définition Plan expérimental Tests & Critéres d’acceptation
ICH Correspond au degré de concordance entre la | Minimum 9 déterminations a partir de 3 e Application de la méthode a des mélanges synthétiques avec une pureté connue
valeur de la méthode obtenue et la valeur de | concentrations (n= 3) couvrant l'intervalle |o Comparaison des résultats avec ceux obtenus par une méthode bien caractérisée,
référence ou la valeur considérée comme | de linéarité e Déduction de I'exactitude aprés avoir établi la précision, la linéarité et la spécificité de la méthode en
véritable par convention. (L'exactitude est aussi question.
désignée par la justesse). @ Pourcentage de récupération 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 correspondantes.
US FDA Trois niveaux de concentrations couvrant
Bioanalytical (exactitude) décrit le degré de concordance entre Eécart d’utlhs?tlon : y , Justesse = Moyenne - valeur vraie
Method la moyenne des résultats obtenus par la méthode . zz:z:::::::z: ?nizsfmdéed:;::r;: I?é::eaﬁt x5
Validation et la valeur de référence (concentration) . A LQl: valeur moyenne doit étre incluse dans + 20% de la valeur vraie
repet|t|ons. . L, , autre que LQI: valeur moyenne doit étre incluse dans + 15 % de la valeur vraie
Parfois, Elle est dénommée justesse = concentration maximale de I'écart x 5 rép
! répétitions des échantillons contenant des
quantités connues de 'analyte
AOAC Correspond au degré de con?o’rdance entre la Un compromis raisonnable consiste 4 obtenir . ut!l!sat!on des substances de référence . ‘
valeur trouvée et |a valeur de référence 10 valeurs & partir d'une substance de @ utilisation des méthodes de référence avec des incertitudes connues
Exactitude : degré de concordance entre la valeur | ~,_, . . utilisation de recouvrement (ou biais) a partir des échantillons chargés
trouvée et la valeur vrai ou acceptée reference, une matrice df)pee_ ou par la % Recouvrement = (moyenne de concentration fortifiée —moyenne de concentration non
R bl g e méthode des ajouts dosés dispersés sur . . Y . v
Plusieurs sens selon qu’il s’agit d’une valeur . . - ior s fortifiée)/ajout connu dans la concentration
o B plusieurs jours ou dans des séries différentes . . . X . . L. .
individuelle ou d’une valeur moyenne comme base pour le contrdle de biais ou de Recouvrements de moins de 60-70% devraient étre I'objet d'enquétes menant a I'amélioration et le
Quand il s’agit de valeur moyenne, on utilise le recouvrement recouvrement
terme «justesse».
IUPAC Prendre en compte les différents biais : Biais de |a série/laboratoire/méthode
La justesse est le degré de concordance entre un Le biais de la méthode est déterminé en comparant le résultat de la méthode a une référence comme :
résultat et une valeur de référence acceptée. Un | NA :3::::2:32: 3,3:: ::tsrfzzzedier;;er;zze
biais plus petit signifie une bonne justesse. e , . .
l Utilisation d’un échantillon chargé/ recouvrement
Les tests de signification statistique sont recommandés
SANCO Le degré de la concordance entre la valeur [NA Déterminer le recouvrement moyen de deux niveaux dopés
10684 moyenne obtenue a partir d'une série de résultats Critére d’acceptation 70-120%
de mesures (c.-a-dire recouvrement moyen) et
une référence acceptée ou une vraie valeur (ISO
5725-1).
La mesure de la justesse est habituellement
exprimée en biais
EURACHEM La «justesse» (d'une méthode) est une expression fa)  Blanc et substance de référence en utilisant [ Valeur moyenne du blanc soustrait de la valeur moyenne des analytes de substance de référence. Comparer

de l'accord entre la moyenne d'une série de
résultats (produits par la méthode) et de la vraie
valeur. La justesse est généralement exprimée en
termes de biais.

la méthode étudiée (10 fois)

Blanc et substance de référence et essai
(échantillon) / en utilisant la méthode
étudiée et une méthode indépendante (10
fois)

avec la valeur vraie ou acceptée comme vrai pour la substance de référence
Donne une mesure du biais de la méthode
= Valeur moyenne du blanc soustrait de la valeur moyenne de la substance de référence/essai
Comparer avec des mesures analogues réalisées a I'aide d’'une méthode indépendante / primaire. Donner
une mesure du biais de la méthode par rapport a la méthode indépendante / primaire
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Tableau llI-5: Comparaison du critére de la limite de quantification dans les différentes directives

Guidelines | Concept & Définition Plan expérimental Tests & Critéres d’acceptation
ICH La plus faible quantité de la substance 1. Par Evaluation visuelle

analysée que la méthode permet de doser , . " . 2. Basée sur rapport signal/bruit (méthodes avec un bruit de fond) :

3 Lo Analyse d’'un nombre suffisant d’échantillons dont la J

avec un degré acceptable de précision et R L 3. Basée sur

, . teneur en substance a analyser est proche de la limite "

d’exactitude. . . _ I'écart-type de blancs

de dosage ou coincide avec cette limite. .. . i i .
_ I'écart-type résiduel d’'une courbe de régression
_ I'écart-type de I'ordonnée a I'origine de courbes de régression

US FDA Limite de quantification inférieure & LQl : doit satisfaire les conditions suivantes.

supérieure  (LQI & LQS): la plus

faible/grande quantité de la substance o . ] o * Réponse a LQI= 5x réponse du blanc

analysée que la méthode permet de doser Au minimum 5 échantillons indépendants = e pic de I'analyte doit étre identifié avec une précision de 20% et exactitude de 80—

avec un degré acceptable de précision et 120%

d’exactitude.
AOAC Limite de détermination: La plus faible Valeur du blanc + 10 fois écart type de blanc: (xBl + 10sBlI)

quantité de la substance analysée que la

méthode permet d’estimer avec une

fiabilité acceptée
IUPAC

une concentration en dessous de laquelle la NP . oA

| . = Le CVafidélité au niveau de LQ doit étre =10%
méthode  analytique ne peut pas . N S -
. o = laLQest égale a la multiplication de la LD (généralement 2)

fonctionner avec une fidélité acceptable
SANCO Limite de quantification (aussi connue Devrait s'appliquer a la méthode compléte. Diversement définie, mais doit étre une
10684 comme limite de détermination, LD), est la valeur supérieure a la limite de détection. Avec la plupart des méthodes et des systemes

concentration minimale ou de la quantité de détermination, la LQ n'a pas de valeur fixe.

de l'analyte qui peut étre quantifiée avec < MRL (Maximum residue level)

une exactitude et fidélité acceptables
EURACHEM Egale ou supérieure au point de @) 10 échantillons a blanc mesurés une seul fois

concentration la plus faible de la courbe
d’étalonnage

Elle est aussi connue sous le nom de la
limite de déclaration (limit of reporting) : La
plus faible concentration d'analyte qui peut
étre déterminé avec un niveau acceptable
de fidélité
justesse dans les ‘.

(répétabilité) et exactitude

IAvoir des échantillons a blanc peut étre difficile :

b) Echantillons du blanc dopés avec différentes
concentrations de I'analyte proche de la Limite de
Détection (10
chaque niveau)

répétitions indépendantes pour

a) La LQ est la concentration du blanc plus 5, 6 ou 10 écart-type (s) de la moyenne du
blanc.

b) Calculer I'écart-type s a chaque concentration. Tracer la courbe écart-type (s) vs
concentration et determiner la valeur de la limite de quantification
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Tableau IlI-6: Comparaison du critére de la limite de détection (LD) dans les différentes directives

Guidelines | Concept & Définition Plan expérimental Tests & Critéres d’acceptation
ICH La plus faible quantité de la substance 1. Par Evaluation visuelle
analysée que la méthode permet de 2. Basée sur le rapport signal/bruit ( Appliquée aux méthodes d’analyse avec un bruit de fond)
. . . . 3. Basée sur |'écart-type :
détecter, sans nécessairement fournir la »
_ I"écart-type de blancs
valeur exacte. Non spécifié _ I'écart-type résiduel d’'une courbe de régression
_ I'écart-type de I'ordonnée a I'origine de courbes de régression.
Criteres d’acceptation
Rapport S/N > 2-3;
US FDA La plus faible concentration d'un analyte
ue la méthode bioanalytique peut g
q. , . , . via P . INon spécifié Non spécifié
différencier, d’'une fagon fiable, du bruit
de fond
AOAC est utilisé pour le contrdle des impuretés Valeur du blanc + 3 fois écart type de blanc : X g + 304,
indésirables qui sont specifiees comme Non spécifié X 81 estlavaleur du blancet © &! est I'écart type du blanc
inférieures au niveau seuil de
contamination
IUPAC . » Précisons qu’au moins 6 indépendante Limite de détection = 350.
La plus faible quantité de la substance . .
i . . e i concentration de l'analyte (SO) dans une
analysée qui peut étre distincte de zéro . oL .
i . matrice de blanc ou a faible niveau de la
(n’est pas une exigence) K
substance a analyser
SANCO NA Non spécifié Non spécifié
10684
AOAC (est utilisée pour le contrdle des | @) 10 échantillons blanc indépendants mesurés |Ecart type de I’échantillon ‘s’ de a) blanc ou b) échantillon dopé
impuretés  indésirables  qui  sont | une seule fois Exprimé la LD comme la concentration en analyte correspondent & a) la valeur moyenne du blanc + 30 ou b) 0 +
g el . ou
spécifiées comme inférieures du niveau , . o, ... Bo
b) 10 échantillons blanc indépendants enrichis
EURACHEM seuil de contamination) ) P

par la concentration acceptée comme la plus
faible mesurée une seule fois

Ecart type de I’échantillon ‘c’ de

du test des hypothéses)
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CHAPITRE IV : Analyse critique de différentes approches de validation analytique

Ce chapitre correspond a l'article « Critical analysis of several analytical method validation

strategies in the framework of the fit for purpose concept” publié dans Journal of

Chromatography A, 1217 (2010) 3180-3192

1. Syntheése et conclusion

2. Article
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1. Synthése et conclusion

La Validation des méthodes analytiques est une étape obligatoire survenant a la fin du
développement adoptée par tous les laboratoires d'analyse. C'est une étape hautement
réglementée du cycle de vie d'une méthode d'analyse quantitative. Cependant, méme si certains
documents ont été publiés, il y a un manque de directives claires pour la méthodologie a suivre
pour décider correctement quand une méthode peut étre considérée comme valide. Cette
situation a conduit a la disponibilité de plusieurs approches méthodologiques et il est donc de la
responsabilité de I'analyste de choisir la meilleure. Dans ce travail, les processus de décision
classiques rencontrés lors de I'évaluation de la validation des méthodes sont comparés, a savoir
I'approche descriptive, I'approche de différence et I'approche d'équivalence. Par ailleurs, une
approche de validation utilisant le profil d'exactitude calculé au moyen de l'intervalle de
tolérance B-expectation et de la mesure de I'erreur totale est également disponible. Dans le
présent travail, I'ensemble de ces différentes approches de validation a été appliqué a la

validation des deux méthodes d'analyse a savoir :

- Le dosage par HPLC de la loratadine

- Le dosage par HPLC du paracétamol et de la codéine

L'évaluation des risques producteur et consommateur en utilisant des simulations Monte Carlo a
également été réalisée afin de comparer la pertinence de ces différentes approches. Les
méthodologies classiques donnent lieu a des conclusions insuffisantes et contradictoires qui ne
leur permettent pas de répondre adéquatement aux objectifs de la validation de méthode. Cet
objectif consiste a donner suffisamment de garanties que chacun des résultats futurs générés par
la méthode lors de son utilisation en routine sera assez proche de la vraie valeur. 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

['utilisation du profil d'exactitude.
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2. Article

Critical analysis of several analytical method validation strategies in the framework of the fit

for purpose concept

Journal of Chromatography A, Volume 1217, Issue 19, 7 May 2010, Pages 3180-3192

A. Bouabidi, E. Rozet, M. Fillet, E. Ziemons, E. Chapuzet, B. Mertens, R. Klinkenberg, A. Ceccato,
M. Talbi, B. Streel, A. Bouklouze, B. Boulanger, Ph. Hubert
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Analytical method validation is a mandatory step at the end of the development in all analytical labora-
tories. It is a highly regulated step of the life cycle of a quantitative analytical method. However, even if
some documents have been published there is a lack of clear guidance for the methodology to follow to
adequately decide when a method can be considered as valid. This situation has led to the availability of
several methodological approaches and it is therefore the responsibility of the analyst to choose the best
one. The classical decision processes encountered during method validation evaluation are compared,
namely the descriptive, difference and equivalence approaches. Furthermore a validation approach using
accuracy profile computed by means of 3-expectation tolerance interval and total measurement error
is also available. In the present paper all of these different validation approaches were applied to the
validation of two analytical methods. The evaluation of the producer and consumer risks by Monte Carlo
simulations were also made in order to compare the appropriateness of these various approaches. The
classical methodologies give rise to inadequate and contradictory conclusions which do not allow them
to answer adequately the objective of method validation, i.e. to give enough guarantees that each of the
future results that will be generated by the method during routine use will be close enough to the true
value. It is found that the validation methodology which gives the most guarantees with regards to the
reliability or adequacy of the decision to consider a method as valid is the one based on the use of the
accuracy profile.
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Validation methodology
Accuracy profile
Tolerance intervals
Hypothesis tests

Total error
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1. Introduction for analytical method validation which propose decision method-

ologies [8-15]. Room for interpretation is left leading to diverse

Before routine analysis, validation of each analytical method
in all analytical laboratories of the chemical, pharmaceutical, bio-
pharmaceutical or agro-food industries is a mandatory step [1-5].
However, there is a lack of clear methodological guidance in order
to help the analyst to adequately decide that his method can be con-
sidered as valid, even in the regulatory documents [6,7]. Different
industrial or scientist groups have proposed practical guidelines
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macy, Université de Liége, CHU, B 36, B-4000 Liége, Belgium. Tel.: +32 4 3664316;
fax: +32 4 3664317.
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interpretations of these documents and hence to various decision
processes. Furthermore adequacy of these methodologies with the
objective of method validation is not always checked. Before going
further on the discussion about the weaknesses or interests of the
different validation methodologies available, it seems important
to us to remind what are the objective of a quantitative analytical
method and of its validation. Every analyst and regulatory agents
together with the client or consumer concerned by the result of an
analytical method will obviously agree that the objective of a quan-
titative analytical method is to be able to quantify as accurately as
possible each of the unknown quantities that the laboratory will
have to determine [12-15]. This means that what is expected from
an analytical procedure is that the difference between the result
(x;) and the unknown “true value” (ur) of the test sample be small
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or inferior to a predefined acceptance limit A. This latter limit can
be set according to regulatory or end user’s requirements. If we
agree with this definition of the objective of an analytical method,
it becomes thus evident that the one of its validation is to give
guarantees as soon as possible that each of the future results that
will be generated by the method during routine use will remain
close enough to the true value. Therefore the appropriate valida-
tion methodology should give this guarantee in order to reduce
simultaneously the producer and consumer risks.

The classical decision processes encountered for method val-
idation either in the pharmaceutical industry or in the scientific
literature can be classified into three groups:

e the descriptive approach which uses only point estimates of sta-
tistical parameters [6,8],

¢ the difference approach which uses two sided hypothesis statis-
tical tests [8,9],

¢ the equivalence approach which compares parameters confi-
dences intervals to acceptance limits [8,16-19].

Beside these classical approaches, an original one based
on accuracy profile using tolerance intervals and total mea-
surement error as single statistical decision tool has been
introduced [12-15,20-22]. Facing the availability of these differ-
ent approaches, it is the duty of the analyst to choose the most
appropriate approach.

The aim of this paper is therefore to compare those approaches
in order to stress their pros and cons, compare the risk encoun-
tered when declaring valid or not an analytical method and to check
their adequacy with the aim of method validation. To achieve this
objective all these approaches were applied to the validation of
two quantitative analytical LC-UV methods. These quality controls
methods are aimed at evaluating the conformity of three active
ingredients, loratadine, paracetamol and codeine in two pharma-
ceutical formulations. In addition, the producer risk (i.e. the risk
not to declare valid a method when it should be) and the consumer
risk (i.e. the risk to declare erroneously a method as valid) of each
of the validation methodologies were evaluated by Monte Carlo
simulations.

2. Experimental
2.1. Classical validation methodologies

All the classical validation methodologies start by the evalua-
tion of the response function (e.g. [8-11]). The steps commonly
performed are depicted in the flowchart of Fig. 1. By means of
the responses or signals obtained for each calibration standards
aregression model is fitted, in general a simple linear curve using
the least square regression model (y=ax + b) for methods with UV
detection asitis the case in this work. Then four main steps are most
often carried out, the first one is the evaluation of the homoscedas-
ticity of the variances through all the concentration levels of the
calibration standards. If variance heterogeneity is observed a solu-
tion is to fit a weighted linear model. The following step is the lack
of fit evaluation, if this test is significant, the linear model is con-
sidered not adequate and another type of regression model should
be tested (e.g. a model with mathematical transformations or a
quadratic model). Then a test of significance of the slope (or alter-
natively a test of model significance if a more complex model than
the linear regression is used such as a quadratic model) and of the
intercept are performed. If the slope is found not significant then
another regression model should be evaluated. Finally if the inter-
ceptis significantly different from 0, the adequate regression model
is the simple linear regression model, whereas if not, a single point

Fit linear
model
y=ax+b

Weighting of the model
or

Homogeneity of variance
mathematical transformation

Lack of Fit

k.

Test slope to 0 or
Model significance

Test another type of
regression model

Test intercept to O The linear regression is considered adequate

The regression forced through 0
using a single calibration point is used

Evaluation of the remaining
validation criterion

Fig. 1. Flowchart of the steps used to evaluate the response function using the
classical validation methodology (s: statistically significant; ns: not significant).

calibration curve going through 0 can be considered as the adequate
response function (y = ax).

The next steps are the evaluation of the remaining validation
criterion where three subcategories of validation methodologies
can be made based on the decision process used. All of them can be
characterized by the fact that they evaluate and compare separately
trueness and precision, i.e. the systematic and random errors of the
method, respectively.

2.1.1. Descriptive approach

For this methodology, the point estimates of the relative bias and
intermediate precision relative standard deviation are computed
at each concentration level of the validation standards and are
compared to a priori settled acceptance limits. The most common
acceptance limits encountered in the pharmaceutical industries
are:

e +2% for the relative bias
e 3% for the RSDyp.

This means that if the estimated bias is included in the inter-
val [-2%, +2%], the trueness of the method for the concentration
level studied can be accepted. For the precision criterion if the
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RSDjp is smaller than 3% at the concentration level studied then
the precision of the method can be accepted.

2.1.2. Difference approach

The difference methodology is performed by using statisti-
cal hypothesis tests which are made of two mutually excluded
hypotheses namely the null hypothesis Hy and the alternative
hypothesis Hy. The trueness criterion (evaluation of the method
bias) is evaluated by comparison of a 95% confidence interval of
the overall average bias (or average recovery) to the 0% relative
bias value (or equivalently the 100% recovery value). If this inter-
val contains the 0% bias (or the 100% recovery) the trueness of the
method under investigation is accepted, else it should be rejected.

For the precision criterion, one has to observe whether or not
the maximum acceptable intermediate precision relative standard
deviation (RSDjp) value is included inside the 95% confidence inter-
val of the RSDjp [23,24] and this for each concentration level of the
validation standards. For instance, in the present paper the max-
imum acceptable value for RSDyp is set at 3% for each analytical
method. Therefore, if the 3% value is included in this interval the
precision criterion is accepted; if not, it is rejected.

2.1.3. Equivalence approach

The equivalence approach differs from the previous one in that,
rather than looking if the estimated relative bias or estimated RSDp
are included in the acceptance limits, it looks at whether the true
value of these parameters are included in their respective accep-
tance limits or not, this for each concentration level of the validation
standards studied. To achieve this for the trueness criterion, the
90% two sided confidence interval of the relative bias is computed
for each concentration level and compared to the £2% acceptance
limits. For the precision criteria, it is the upper limit of the 95% con-
fidence interval of the RSDjp [23,24] that is compared to the 3% limit
which must be smaller than this maximum value.

2.2. Accuracy profile methodology

The accuracy profile methodology is based on the concept of
total measurement error, i.e. the simultaneous combination of the
systematic error (measured by biases, i.e. method trueness) and
of the random error (measured by RSDs, i.e. method precision)
[12-15]. The criterion related to total error is the result accuracy.
What is needed is to give at the end of the validation step guaran-
tees that each of the future results that the laboratory will obtain
during routine analyses will be accurate enough. Therefore to reach
this objective, instead of a whole set of statistical tests, the accuracy
profile methodology uses only one statistical decision methodol-
ogy, namely a [3-expectation tolerance interval computed at each
concentration level of the validation standards [13-15]. This inter-
val represents a region where, on average, it is expected to find a
defined proportion of the population of the results, i.e. 3. When
applied at different concentration levels an accuracy profile can be
drawn [13-15,20]. This profile is then compared to “a priori” set-
tled acceptance limits, which are set to +5% in the following of this
paper. Indeed, this value is a conventional limit used in the frame-
work of the evaluation of the conformity of active ingredients in
pharmaceutical formulations.

2.3. Chemicals and solvents

2.3.1. LC determination of loratadine

All chemicals and solvents used were of analytical or HPLC
grade. Loratadine was supplied by the European Pharmacopoeia
(Strasbourg, France). Potassium dihydrogen phosphate was pur-
chased from Acros Organics (Geel, Belgium). Methanol, acetonitrile
and phosphoric acid (85%) were obtained from Merck (Darmstadt,

Germany). Deionized water was generated from Milli-Q water puri-
fying system (Millipore, Watford, UK). A phosphate buffer at pH 3.0
was prepared by dissolving 2.7 g of potassium dihydrogen phos-
phate in 1.0L of deionized water. The pH was adjusted to 3.0 with
phosphoric acid.

2.3.2. LC determination of paracetamol and codeine

All chemicals and solvents used were of analytical or HPLC grade.
Paracetamol and codeine phosphate were supplied by the Euro-
pean Pharmacopoeia (Strasbourg, France). Potassium dihydrogen
phosphate was purchased from Acros Organics. Sodium octanesul-
fonate was purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
Methanol and phosphoric acid (85%) were obtained from Merck.
Deionized water was generated from Milli-Q water purifying sys-
tem (Millipore). An aqueous phosphate solution at pH 3.5 was
prepared by dissolving 1.4 g of potassium dihydrogen phosphate
in 1.0L of deionized water. The pH was adjusted to 3.5 with phos-
phoric acid.

2.4. Apparatus

2.4.1. LC determination of loratadine

The HPLC system was an HP 1100 (Agilent, Palo-Alto, CA, USA)
composed of a quaternary pump G1311A, an autosampler G1313A,
an oven G1316A an online degaser G1322A and a DAD detector
G1315A.

2.4.2. LC determination of paracetamol and codeine

The HPLC system consisted in a LaChrom (Merck-Hitachi, Darm-
stadt, Allemagne) composed of a quaternary pump L-7100, an
autosampler L-7200, an oven L-7360 and a DAD detector L-7455.

2.5. Chromatographic conditions

2.5.1. LC determination of loratadine

The mobile phase consisted in a mixture of acetonitrile and
aqueous phosphate buffer at pH 3.0 (58:42, v/v). The separation
was made in isocratic mode with a LiChroCart PuroSpher RP-18e
column (125 x 4mm [.D.—5 pm; Merck) thermostatised at 30°C.
The flow rate was 1 mL/min, the injection volume was 25 p.L and
the UV detection was performed at 245 nm.

2.5.2. LC determination of paracetamol and codeine

The mobile phase consisted in a mixture of methanol and aque-
ous phosphate buffer at pH 3.5 with 1.73 g/L of octanesulfonate
(27:73, v/v). The separation was made in isocratic mode with a
PuroSpher RP-18e column (55 x 4 mm I.D.—3 pwm; Merck) thermo-
statised at 35 °C. The flow rate was 1 mL/min, the injection volume
was 10 uL and the UV detection was performed at 296 nm and
214 nm for paracetamol and codeine, respectively.

2.6. Standard solutions

2.6.1. LC determination of loratadine

A stock solution of loratadine was prepared by accurately
weighting 25.0 mg of loratadine and diluting this in 100.0 mL of
methanol. The calibration standards for loratadine were prepared
by diluting the stock solution with its mobile phase to reach five
concentration levels ranging from 12.5 to 37.5 pwg/mL. The calibra-
tion standards were repeated once for three series of analyses. The
validation standards were prepared in reconstituted solutions to
reach five concentration levels: 12.5, 20, 25, 30 and 37.5 pg/mL.
The validation standards at 12.5, 25 and 37.5 pwg/mL were repeated
six times whereas the others were analyzed in triplicates. The val-
idation standards were analyzed during three series.
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Table 1

3183

Results of the evaluation of the response function used by the classical validation methodologies for the LC-UV methods dedicated to the quantification of loratadine and
paracetamol together with codeine. Significant values (o =0.05) are in bold and italic. Cops and Cypeo are the observed and critical values of the Cochran tests for homogeneity

of variance, respectively.

Sample types Statistical tests Loratadine Analyte paracetamol Codeine
Model significance p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
. . Lack of fit p=0.436 p=0.151 p=0.147
Calibration Homogeneity of variances Cope =0.46 < Cipeo = 0.60 Cope =0.56 < Cipeo = 0.87 Cype =0.86 < Cipeo = 0.87
standards Comparison of intercepts to 0 p=0.371 p=0.0013 p=0.817
Comparison of slopes to 0 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001

2.6.2. LC determination of paracetamol and codeine

A stock solution of paracetamol and codeine was prepared
by accurately weighting 500.0 mg of paracetamol and 30.0 mg of
codeine phosphate and diluting them in 100.0 mL of methanol. The
calibration standards for paracetamol and codeine were prepared
by diluting the stock solution with their pH 3.5 aqueous phosphate
solution to reach three concentration levels for both analytes: 200,
400 and 600 wg/mL for paracetamol and 20, 25 and 30 pg/mL for
codeine. The calibration standards were repeated once for three
series. The validation standards were prepared in reconstituted
solutions to reach the same three concentration levels for both
active substances. They were all analyzed in triplicates during three
series.

2.7. Simulations

Simulations were performed in order to estimate the perfor-
mances of the different decision approaches for method validation
in terms of producer and consumer risks.

To achieve this, independent validation results were generated
from the ANOVA I model described below:

Xij=0+¢p+ew

where Xj; is the result of the jth measurement in series i,
8= Lap — M7 1S the bias between the true value of the measurand
(1) and the average value of the results of the laboratory (i qp),
¢p is the between series random error effect supposed to be inde-
pendent and N(O, og) and ey is the within-series (or repeatability)
random error effect supposed to be independent and N(O, O’av).

JiT, the true value was fixed at 100. Simulations were performed
for analytical methods with biases ranging from —5 to +5% and for
intermediate precision relative standard deviation ranging from 0%
to 5%. The ratios R corresponding to the series-to-series variance
and the within-series (or repeatability) variance was settled at R=1.
The number of replicates was fixed at =3 and the number of series
i used were 3 and 10. For each situation 2000 simulations were
performed.

The various acceptance limits were fixed as in Sections 2.1 and
2.2 of this work: a maximum acceptable relative bias of £2%, a max-
imum acceptable RSDjp of 3%, and a maximum total error of £5%.
Furthermore the minimum proportion of results to be included in
this last acceptance limits was set at 8=95%, i.e. we want to have
guarantees that, on average, 95% of the future results obtained by
the laboratory will be within +5% of the true value. The region of
truly valid methods is also computed and defined as the region were
at least 95% of the results are included within the 5% limits.

2.8. Computations

Data treatments were realized using the AVA software (Qualilab,
Olivet, France) for the classical validation methodologies and
e-noval V2.0 (Arlenda, Liege, Belgium) for the accuracy profile
approach. All simulations were performed with R v2.2.1 (CRAN,
http://cran.r-project.org).

3. Results
3.1. LC determination of loratadine

3.1.1. Classical validation methodologies

When following the classical validation methodology for the
assay dedicated to the LC determination of loratadine in tablets, it
can be seen in Table 1 that the adequate response function is a lin-
ear regression forced through zero with the highest concentration
level as single calibration point. Indeed, the lack of fit test and the
test of the significance of the intercept are non-significant. Further-
more, the test of homogeneity of variance is also non-significant.
Considering this strategy, the response function that should pro-
vide accurate results would be the linear regression through zero.
Nevertheless, the trueness and precision criteria were also esti-
mated using the full linear regression for the sake of the critical
comparison of the validation strategies and reported in Table 2.

When assessing the trueness of the analytical method using the
difference validation approach (Section 2.1.2) and based on the pre-
viously selected response function, the confidence interval of the
average relative bias does not include the 0% bias value as shown
in Table 2. Therefore, the conclusion is that the method cannot
be considered as valid despite the fact that the first part of the
methodology ensured that the selected response function was the
adequate one. When using the first classical validation approach
(Section 2.1.1) the estimated relative bias at each validation stan-
dards concentration level of the analytical method is compared to
the +2% acceptance limits. As can be seen in Table 2, the method can
be accepted as valid as each estimated relative bias is included in
the interval [-2%, +2%] irrespective of the concentration level. For
the third classical validation approach (Section 2.1.3) it is the 90%
confidence interval of the relative bias at each concentration level
that is compared to the +2% acceptance limits. Here also as seen in
Table 2 the method can be considered as valid for this criterion as
all the confidence intervals are included in the interval [-2%, +2%].

When evaluating the precision criterion, the difference
approach for precision rejects the validity of the analytical method
for three concentration levels: 20, 25 and 37.5 ug/mL while, the
use of the descriptive validation approach shows that the method
can be considered acceptable for the precision criterion. Indeed for
this last methodology, the estimated RSDjp are smaller than the 3%
acceptance limit for every concentration level studied. However the
third approach (equivalence) will reject the validity of the analyti-
cal method as the upper confidence limit of the RSDjp exceeds this
acceptance limits for the lowest concentration level (12.5 pg/mL)
and is equal to 3.0% for the fourth concentration level (30 pg/mL)
as shown in Table 2.

3.1.2. Accuracy profile validation methodology

By comparison, Fig. 2 gives accuracy profiles obtained with the
same data but when applying the accuracy profile approach for the
validation of the analytical method. Two calibration functions were
tested, namely the linear regression through zero fitted using the
highest calibration level and the simple linear regression models. As
shown by this figure, both calibration models tested are acceptable
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Results of the validation of the LC-UV method for the quantification of loratadine in tablets using the classical and accuracy profile methodologies with either the linear
regression model through 0 using the highest calibration standard or the simple linear model as calibration curves.

Loratadine

Linear regression through 0 using the highest level

Simple linear regression

Slope Intercept r? Slope Intercept r?
Response functions
Day 1 1.9751E+04 na na 1.9617E+04 5263 0.999
Day 2 1.9826E +04 na na 1.9746E +04 2159 0.999
Day 3 1.9966E + 04 na na 2.0002E+04 —1441 0.999
Difference approach
Trueness (95% confidence of the mean bias (%)) [-0.49, —-0.13] [-0.64, —0.34]
Precision (95% upper limit confidence interval of RSDyp (%)) 12.5 pg/mL 3.7 12.5(g/mL 1.6
20(g/mL 2.8 20(g/mL 19
25(g/mL 1.7 25(g/mL 09
30(g/mL 3.0 30(g/mL 3.2
37.5(g/mL 1.6 37.5(g/mL 1.6
Descriptive approach
Trueness (relative bias (%)) 12.5(g/mL 0 12.5(g/mL -0.6
20(g/mL 0 20(g/mL -0.2
25(g/mL -0.5 25(g/mL -0.6
30(g/mL -04 30(g/mL -0.4
37.5(g/mL -0.5 37.5(g/mL -05
Precision (RSDgep/RSDip (%)) 12.5(g/mL 0.6/1 12.5(g/mL 0.6/0.6
20(g/mL 0.3/0.7 20(g/mL 0.3/0.5
25 (g/mL 0.7/0.7 25 (g/mL 0.7/0.7
30(g/mL 0.5/0.8 30(g/mL 0.5/0.8
37.5(g/mL 0.6/0.7 37.5(g/mL 0.6/0.7
Equivalence approach
Trueness (90% confidence interval of bias (%)) 12.5(g/mL [-0.8,0.7] 12.5(g/mL [-0.9,0.2]
20(g/mL [-0.6,0.7] 20(g/mL [-0.5,0.2]
25 (g/mL [-1.1,0.1] 25 (g/mL [-1.0, -0.3]
30(g/mL [-12,0.5] 30(g/mL [-10,0.2]
37.5(g/mL [-1.0,0.0] 37.5(g/mL [-0.8,-0.2]
Precision (95% upper limit confidence interval of RSDjp (%)) 12.5(g/mL 3.7 12.5(g/mL 1.6
20(g/mL 2.8 20(g/mL 19
25(g/mL 1.7 25 (g/mL 0.9
30(g/mL 3.0 30(g/mL 3.2
37.5(g/mL 1.6 37.5(g/mL 1.6
Accuracy profile approach
Accuracy (95% [-expectation tolerance interval (%)) 12.5(g/mL [-3.1,3.0] 12.5(g/mL [-2.0,0.9]
20(g/mL [=2.7,2.7] 20(g/mL [-1.8,1.5]
25 (g/mL [-2.2,1.1] 25 (g/mL [-2.1,0.8]
30 (g/mL [-2.9,2.2] 30 (g/mL [-3.1,23]
37.5(g/mL [-2.0,0.9] 37.5(g/mL [-2.0,1.0]
Results linearity
Slope 0.9921 0.9951
Intercept 0.1013 —2.03E-05
Range [12.5,37.5] [12.5,37.5]
r2 0.9996 0.9996
LOQ ((g/mL) 125 125
LOD ((g/mL) 42 42

since each accuracy profile is fully included into the acceptance
limits settled at £5% for all the validation standards concentra-
tion levels. As these profiles were built with tolerance intervals at
B=95%, it is expected that 95 out of 100 future results obtained
with this method during its routine use will be situated on average
in this interval for the whole concentration range studied.

Therefore, the method can be considered as valid either by using
the simple linear regression or the forced through zero one. It is this
last one that will be used for routine analysis, as it is easier and more
cost effective. Table 2 gives all the validation results obtained when
using the two tested calibration functions.

3.2. LC determination of paracetamol and codeine
3.2.1. Paracetamol

3.2.1.1. Classical validation methodologies. For the validation of the
method used for the determination of paracetamol, the lack of fit

test is not significant indicating that the linear regression is an
adequate model. Also, the slope and the intercept are significant
(Table 1). Consequently, the response function that is indicated as
suitable by the classical validation approach is the simple linear
regression model. In this case also, the estimation of trueness and
precision were nonetheless made using the linear regression forced
through 0 and the highest concentration level as well as with a
weighted (1/X?) linear regression model. The results for method
trueness using this formerly selected calibration curve show how-
ever that the method cannot be considered as valid by the difference
approach. Indeed the confidence interval of the average relative
bias does not include the 0% value as shown in Table 3. This is
again in contradiction with the conclusion of the evaluation of the
response function. The first classical validation approach (Section
2.1.1) which compares the estimated relative bias at each validation
standards concentration levels of the analytical method to the +-2%
acceptance limits shows that the method is valid for all the con-
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Fig. 2. Loratadine. Accuracy profile obtained for the validation of the LC-UV analytical method for the quantification of loratadine by considering (a) the linear regression
through 0 using the highest calibration level and (b) the simple linear regression as calibration curves; plain line: relative bias, dashed lines: 3-expectation tolerance limits,
dotted curves: acceptance limit (%) and dots: relative back-calculated concentrations of the validation standards.
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Fig. 3. Paracetamol. Accuracy profile obtained for the validation of the LC-UV analytical method for the quantification of paracetamol by considering (a) the linear regression
through 0 using the highest calibration level, (b) the simple linear regression and (c) the weighted (1/X2) linear regression as calibration curves; plain line: relative bias,
dashed lines: 3-expectation tolerance limits, dotted curves: acceptance limit (%) and dots: relative back-calculated concentrations of the validation standards.
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Results of the validation of the LC-UV method for the quantification of codeine in effervescent tablets using the classical and accuracy profile methodologies with either the
linear regression model through 0 using the highest calibration standard or the simple linear model as calibration curves.

Codeine

Linearregression through 0 using the highest level

Simple linear regression

Slope Intercept 2 Slope Intercept r2
Response functions
Day 1 1.99E + 04 na na 1.99E+00 —1636 0.999
Day 2 1.98E +04 na na 1.96E+04 6185 0.999
Day 3 2.00E+04 na na 2.03E+04 —8643 0.999
Difference approach
Trueness (95% confidence of the mean bias (%)) [-0.91, —-0.19] [-0.63, —0.04]
Precision (95% upper limit confidence interval of RSDjp (%)) 20(g/mL 3.9 20(g/mL 0.4
25(g/mL 2.8 25(g/mL 13
30(g/mL 4.7 30(g/mL 4.1
Descriptive approaches
Trueness (relative bias (%)) 20(g/mL —0.2 20(g/mL 0.1
25(g/mL -0.8 25(g/mL -0.6
30(g/mL -0.6 30(g/mL -04
Precision (RSDgep/RSDyp (%)) 20(g/mL 0.3/0.9 20(g/mL 0.3/0.3
25 (g/mL 0.8/0.9 25 (g/mL 0.8/0.8
30(g/mL 0.5/1.1 30(g/mL 0.5/1.0
Equivalence approaches
Trueness (90% confidence interval of bias (%)) 20(g/mL [-0.8,04] 20(g/mL [-0.1,0.3]
25 (g/mL [-1.5,-0.2] 25 (g/mL [-1.2,-0.1]
30(g/mL [-14,02] 30(g/mL [-12,0.3]
Precision (95% Upper limit confidence interval of RSDjp (%)) 20(g/mL 39 20(g/mL 04
25(g/mL 2.8 25(g/mL 1.3
30(g/mL 4.7 30(g/mL 41
Accuracy profile approach
Accuracy (95% B-expectation tolerance interval (%)) 20(g/mL [-4.2,3.8] 20(g/mL [-0.6,0.7]
25 (g/mL [-3.1,1.5] 25 (g/mL [-2.5,1.2]
30(g/mL [-5.1,3.9] 30(g/mL [-4.2,3.3]
Results linearity
Slope 0.9855 0.9850
Intercept 0.2179 0.2813
Range [20, 30] [20, 30]
2 0.9968 0.9978
LOQ ((g/mL) 20 20
LOD ((g/mL) 6.7 6.7

centration level tested (Table 3). As shown in Table 3 when using
the third classical validation approach (Section 2.1.3) the method
cannot be considered as valid for this criterion as the confidence
interval of the lowest concentration level studied (200 wg/mL) is
not included in the interval [-2%, +2%].
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The difference approach for precision will reject the validity of
the method for the highest concentration level (600 wg/mL) since
the maximum tolerated 3% RSDp value is not smaller than the 95%
upper confidence limit of the RSDjp For the precision criterion the
descriptive validation approach shows that the method seems valid
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Fig. 4. Codeine. Accuracy profile obtained for the validation of the LC-UV analytical method for the quantification of codeine by considering (a) the linear regression through
0 using the highest calibration level and (b) the simple linear regression as calibration curves; plain line: relative bias, dashed lines: 3-expectation tolerance limits, dotted
curves: acceptance limit (%) and dots: relative back-calculated concentrations of the validation standards.
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Fig. 5. Results of the simulations using the descriptive (a, b), equivalence (c, d), difference (e, f) and accuracy profile (g, h) approaches. Iso-probability curves for each approach
are depicted, i.e. the methods on these curves have the same probability to be declared as valid (with respect to their respective acceptance limits). i is the number of series, |
the number of replicates and R the ratio of the between run variance over the within run variance. [-Ar; +Ar] is the acceptance limits for trueness and Agsp,, is the acceptance

limit for precision. The continuous bell-shaped curve present in all figures delimits the region of methods truly providing 95% of their results in the +5% acceptance limits
for total error (or accuracy).
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as the estimated RSDp are smaller than the 3% acceptance limit for
all the concentration levels studied. However the third approach
(equivalence) will reject the validity of the analytical method as the
upper confidence limit of the RSDjp exceed this acceptance limits
for the lowest (200 png/mL) and the middle concentration levels
(400 pg/mL) as shown in Table 3.

3.2.1.2. Accuracy profile validation methodology. Application of the
accuracy profile methodology for the validation of the paracetamol
assay is shown in Fig. 3, where three accuracy profiles are shown
build with three different calibration functions: the linear through
0 using only the highest level of the calibration standards, the sim-
ple linear and the weighted 1/X2 linear regression. As can be seen
in Fig. 3 and by opposite to the classical validation methodology,
the linear regression is not an adequate calibration function as the
corresponding profile is not totally included in the acceptance lim-
its. Similarly, the linear regression through 0 is also not fit for the
objective of the analytical method as the profile is stepping outside
the acceptance limits. The only acceptable calibration function is
the weighted 1/X? linear regression. Indeed with this model the 8-
expectation tolerance interval is fully included in the acceptance
limits irrespective to the validation standard concentration level.
The results obtained with the accuracy profile methodology for the
validation of the assay dedicated to the determination of paraceta-
mol in effervescent tablets are shown in Table 3 for the three types
of calibration function tested.

3.2.2. Codeine

3.2.2.1. Classical validation methodologies. The classical validation
methodology results considering the evaluation of the response
function for the validation of the quantitative determination of
codeine in effervescent tablets by HPLC-UV are given in Table 1.
As can be seen from this table, the linear regression is adequate
as the Lack of Fit test is not significant and the test for the slope
significance is significant. Furthermore, the test of significance of
the intercept is not significant. Therefore, it can be concluded that
the response function that should be adequate using this method-
ology is the linear regression through 0 fitted with the highest
calibration level. Again for the purpose of comparing the different
validation approaches, another response function was nevertheless
used, namely the simple linear regression. All the corresponding
results are shown in Table 4.

For the evaluation of the trueness of the method using the
difference validation methodology based on the calibration curve
selected earlier, the confidence interval of the average relative
bias does not include the 0% bias value as shown in Table 4. This
therefore means that the method is not valid using the proposed
calibration function which is in contradiction with the first part of
the validation process. When using the descriptive classical val-
idation approach, the estimated relative bias at each validation
standards concentration level of the analytical method are included
in the interval [-2%, +2%] for all concentration level as shown in
Table 4. Thus the method can be accepted as valid for the true-
ness criterion using the descriptive validation methodology. For
the third classical validation approach (equivalence) it is the confi-
dence interval of the relative bias at each concentration level that
is compared to the 4+-2% acceptance limits. Here also Table 4 shows
that the method can be considered as valid for this criterion as all
the confidence intervals are included in the interval [-2%, +2%].

The difference approach for precision rejects the validity of the
method for the middle concentration level (25 pg/mL) since the
maximum tolerated 3% RSDjp value is not smaller than the 95%
upper confidence limit of the RSDjp. Using the descriptive validation
approach the method is considered as valid for the precision crite-
ria as all the estimated RSDjp are smaller than the 3% acceptance
limit (Table 4). However the third approach (equivalence) rejects
the validity of the analytical method as the upper confidence limit
of the RSDjp exceeds this acceptance limits for the lowest concen-
tration level (20 pg/mL) and the highest one (30 wg/mL) as shown
in Table 4.

3.2.2.2. Accuracy profile validation methodology. However, the
application of the accuracy profile approach does give other con-
clusions. Indeed as depicted by the accuracy profiles of Fig. 4, build
either with a linear regression forced through 0 and using the
highest calibration level or a simple linear regression as calibra-
tion functions, only this last model allows to compute accurately
over the whole range studied. It can also be seen that only for the
two first concentration level, the forced through O calibration curve
gives accurate results. As the objective of this method is to quantify
codeine over the 3 concentration levels of the validation standards
tested, the only adequate response function is the simple linear
one. Table 4 summarizes the validation results for the two response
functions tested.
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3.3. Simulations

Fig. 5a-h shows iso-probability curves for the various decision
methodologies in the 2D plan of true bias and precision, using either
3 replicates and 3 runs or 3 replicates and 10 runs. Iso-probability
curves show where the probability to accept analytical methods
as valid is the same all over the curve. For example in Fig. 5a, the
iso-probability curve labeled 95% show all the methods that have
95% chance to be declared valid using the descriptive approach. In
all these figures are also included the region of methods that can
generate 95% of their results within the +5% acceptance limits (the
continuous hyperbolic curve).

For the descriptive approach, it can be seen from Fig. 5a that this
approach will accept as valid methods with biases and RSD values
greater than their respective acceptance limits with a probabil-
ity around 35-55%. Indeed the last iso-probability curves included
inside the acceptance limits are the 35 and 55% ones. Thus the risk
to accept a method as valid when it should not is between 35% and
55% using such an approach, i.e. the consumer risk. When increasing
the sample size, the descriptive approach does not behave better.
The consumer risk estimation is rather improved and is about 55%
(Fig. 5b). Indeed the last iso-probability curve included inside the
acceptance limits is the one labeled 55%. Furthermore this approach
does not allow to guarantee that atleast 95% of the results generated
by the method declared valid will be within the +5% acceptance
limits for total error as most iso-probability curves lay outside the
total error +5% acceptance limits.

When performing 3 runs of 3 replicates with the equivalence
approach (Fig. 5¢) the consumer risk is much more controlled than
with the descriptive approach: it lies between 15% and 35%. Fur-
thermore, when the sample size increases as shown in Fig. 5d, this
risk is reduced to values smaller than 15%. However, this approach
does not answer the objective of validation: giving guarantees that
the validated method will provide accurate results. Indeed there isa
non-negligible amount of methods that will be declared valid using
this approach but that will provide less than 95% of their results in
the +5% acceptance limits as shown by the iso-probabilities curve
stepping outside the truly acceptable methods region in Fig. 5c and
d. Furthermore, a great number of perfectly acceptable methods
with respect to that objective are abusively discarded using this
approach.

Fig. 5e and f for the difference approach is showing the peculiar
behavior of this method validation approach. Method with small
bias and small enough variance to allow detection of significant
biases will never be accepted as valid, whereas method with high
bias and variability sufficiently high to prevent the detection of
biases as significant will be considered as valid. The producer risk
is controlled: methods with 0% bias are accepted, whatever their
precision. The consumer risk is not at all controlled: methods with
high bias can have an extremely high probability to be accepted.
For example methods with biases higher than 2% and with preci-
sion higher than 2% are accepted about 95% of the times as shown
in Fig. 5e. Finally, it can be seen that this approach is not at all fit to
answer the objective of methods validation: extremely few meth-
ods declared valid with this approach will effectively provide 95%
of their results within the +5% total error acceptance limits.

The application of the accuracy profile approach using tolerance
intervals shows that the consumer risk is well controlled, indeed
the risk to consider a method as valid when it should not is between
35% and 15% as shown in Fig. 5g. Furthermore this risk decreases
as the sample size increases: it is about 15% in Fig. 5h. The pro-
ducer risk is however only partially controlled when the number
of series is equal to 3. However this last risk also decreases when
increasing the size of the experimental design. Finally, as depicted
by Fig. 5g and h, the only approach investigated which can give
enough guarantees that the method declared valid will provide

results inside the acceptance limits or specifications with a high
probability is the accuracy profile using [3-expectation tolerance
intervals as statistical methodology.

4. Discussion

As canbe seen form Fig. 1, the classical validation approachrelies
highly on the use of many statistical tests. Statistics should be used
to help making the correct decisions; however, the successive tests
used here do not allow this as shown by the examples illustrated
above and confirmed by the simulations. Indeed, it is the erroneous
application and/or interpretation of those tests that lead the analyst
either to consider erroneously as valid or not an analytical pro-
cedure, leading in all cases at higher risks for the consumer and
increasing method development costs.

The first problem is the research of a linear calibration or stan-
dard curve (i.e. a straight line) by using the Lack of Fit test. Indeed in
this test if the variability of the method is small relative to the vari-
ability of the fitting error, then the F value computed will exceed
the theoretic F value that cannot be exceeded, and therefore the
conclusion will be that the linear fit is not adequate. In this case,
this conclusion is not necessarily analytically sound:

1. The aim of the calibration curve is to provide by back-calculation
accurateresults, therefore adequacy of a calibration curve should
be made by evaluating the quality of the results provided, as it
is proposed using the accuracy profile approach [7].

2. The second problem is a practical one: usually, the replicates
used to build the calibration curve are not independent, hence
the variability of the method will be small and the previously
stated problem will arise. In such situation of dependency of
replicates, the mean value should be used to fit the functions
tested for calibration curves.

3. Finally the approach proposed in the 92’ SFSTP guide for the val-
idation of analytical methods [9], where the calibration curve of
3 distinct days of analysis are pooled together to fit the response
functions is not acceptable as it does not reflect the real use that
will be made of the method during routine analysis. Indeed, for
each day or run of analysis a new calibration curve is made, and
unknown samples results are computed on the basis of its cor-
responding day or run calibration curve, not on the one of the
previous day or run. Therefore this approach cannot ensure that
the analytical method that will be used in routine is fit for its
intended purpose.

The following problem is the interpretation of all the difference
tests (Student t-tests, F tests, x2 tests) that are used by the classical
validation methodologies for the evaluation of the response func-
tion and by the difference approach. All these statistical tests are of
the following form:

H0:91=92
Hy :0q +0,

for which a confidence level « is set, generally at 0.05 in the phar-
maceutical field, and where 6; are the parameter of interest (e.g.
method bias). This means that it is accepted that the null hypothesis
Hyp will be rejected wrongly 5 times out of 100. When the computed
quantile is higher than the corresponding theoretical quantile, or
equivalently when the p-value is smaller than «, the null hypothesis
is rejected. Therefore there is high confidence that the difference
is real as the confidence level « is fixed by the analyst. Another
way to interpret this test is to look at the 1-a confidence interval
of the parameter. If the tested value is outside its corresponding
confidence interval then the null hypothesis is rejected.
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However the only conclusion that can be made when the null
hypothesis is not rejected is not that the two parameters are equal
but rather that the test could not demonstrate that they were differ-
ent from each other. As already discussed in numerous publications
[8,19,25,26], the [3 risk, which is the probability to wrongly accept
the null hypothesis, is not fixed by the user in this situation. It
has to be noted that this risk does not corresponds to the prob-
ability 3 used in (3-expectation tolerance intervals for the accuracy
profile methodology (Section 2.2). Nonetheless, this approach can
conclude that the parameters are significantly different from each
other, whereas they could be analytically acceptable as shown by
the simulations performed [8,19,25,26]. Furthermore, these types
of tests will also always consider that for example the bias is not
different from 0 when the variability of the procedure is relatively
high. In fact, the Student t-test used this way is a difference test
and does not allow the analyst to demonstrate that the analytical
method is fit for its intended purpose.

Another issue is the confusion made between estimated param-
eters such as the mean bias or the RSDjp (Descriptive validation
methodology—Section 2.1.1) and their true values (Equivalence
validation methodology—Section 2.1.3). All the parameters com-
puted during the validation process, such as the mean bias per
concentration level or the repeatability and intermediate preci-
sion RSDs, are not the true ones. If the analysts restart from scratch
the validation process, with everything remaining equivalent in the
validation protocol, he will obtain different values of those param-
eters. They are random values. Indeed, as shown in Section 2.1.1
the descriptive validation approach compares the point estimates
of bias or RSDyp to a priori fixed acceptance limits. However, even
if those estimated parameters are found acceptable there is no
guarantee that their corresponding true values are included in the
former acceptance limits.

Other authors have introduced the use of equivalence tests to
avoid these last limitations [8,16-19]. These approaches are based
on the use of confidence intervals for the studied parameter, such
as the confidence interval for the mean bias. These intervals repre-
sent aregion where it is expected to find with a defined probability
the true value of the parameter. It is not anymore the estimated
parameter that is compared to acceptance limits, but their confi-
dence interval. With these approaches there are good guarantees
that the conclusions made are in accordance with the acceptance
limits.

A final confusion remains, which is directly observable in regu-
latory documents relative to the validation of analytical methods:
the difference between good methods and good results [7]. All the
approaches described above, except the accuracy profile one, look
at the performance of the method in terms of bias and precision
rather than at the reliability of the results. The analyst has to remind
himself what is the final objective of its analytical method as stated
in the introduction. Consequently, the objective of an analytical
method validation is evident: to give guarantee that the analytical
method will provide, when used in routine, accurate (or acceptable)
results. This can be achieved by the accuracy profile approach. This
tool gives to the analyst a sense of what will be the credibility of
the results generated by its analytical method. Furthermore it is a
predictive approach [27]. This approach is therefore in good agree-
ment with what will be the daily use of the analytical method, i.e.
it allows answering “is the analytical method fit for its intended
purpose?”. The accuracy profile methodology allows to control the
risk of accepting an unsuitable assay while providing guarantee that
the results of the measurements that will be obtained during the
future use of the validated method will be included within accep-
tance limits fixed according to the end user’s requirements. This
last point is not only essential for the analyst as his conclusions or
diagnostics are made on behalf of the results he obtained. It is also
an increasing request of new regulatory requirements to manage

the risk associated to the use of these methods in routine analysis
[28,29].

5. Conclusion

The lack of clear guidance for the methodology to follow to ade-
quately decide when a method can be considered as valid has led
to the availability of several methodological approaches and it is
therefore the responsibility of the analyst to choose the best one.
In this paper, the different conclusions that can be made depend-
ing on the decision methodology chosen were illustrated by mean
of two examples. Furthermore, simulations have been performed
to highlight the risk to use one methodology or the other. This will
certainly help analysts to select the decision methodology knowing
the risk inherent to its application. Indeed, it has to be reminded
that when released to routine applications, the analytical method
declared as valid will be used to make highly crucial decisions, going
from the marketing of batches of drug products to the evaluation
and monitoring of patients health.
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1. Syntheése et conclusion

Dans l'industrie pharmaceutique, I'utilisation efficace de n'importe quelle procédure analytique
requiert d’avoir la certitude que chaque mesure future de l'analyse de routine, dans les études
de stabilité ou les études de validation de processus, sera assez proche de la vraie valeur
inconnue de la quantité ou de la concentration de I'analyte contenu dans I'échantillon.

Comme vu précédemment, les approches classiques de la validation vérifient seulement les
performances quantitatives par rapport aux valeurs de référence, mais ceci ne reflete pas les
besoins réels de I'utilisateur final des résultats produits par la méthode analytique [15]. Une
stratégie universelle et innovatrice utilisant le profil d'exactitude calculé a partir de l'intervalle de
tolérance d’espérance R et d'erreur totale de mesure a été proposée pour décider de la validité
de la méthode. Cette approche contrdle le risque d'accepter une méthode non valide et en

méme temps la capacité de prévoir la fiabilité des résultats futurs.

Le but de ce travail est d’illustrer |'applicabilité de cette méthodologie de validation dans le cadre
de l'industrie pharmaceutique et d’appliquer sa flexibilité d’adaptation a n'importe quel type de
méthode analytique rencontrée dans ce secteur, en couvrant différentes matrices

pharmaceutiques.

Pour atteindre cet objectif, cette approche harmonisée de validation a été appliquée a diverses
techniques analytiques (chromatographie liquide, spectrophotométrie UV), pour différents
types de matrices (comprimé, sirop) et pour différentes catégories de test (dosage, dissolution,
recherches des impuretés). Chaque exemple a été choisiparce qu'il illustre une situation

particuliére, classiquement rencontrée par les analystes de |'industrie pharmaceutique.

A travers les différents exemples présentés dans ce travail, l'utilisation du profil d'exactitude
comme approche de validation pour les différentes matrices, différentes techniques et pour
différentes catégories de tests couramment rencontrés dans l'industrie pharmaceutique a été
démontrée. Son applicabilité universelle comme méthodologie de validation efficace dans
I'industrie pharmaceutique est démontrée. L'approche du profil d’exactitude évalue bien

I'aptitude de ces méthodes a répondre a leur objectif d’utilisation en routine.
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Avec ces exemples, nous avons également pu démontrer les éléments suivants:
= |'aptitude de cette approche de validation a prendre en compte |'effet de matrice et la
possibilité d'utiliser toute méthode analytique en routine malgré son effet de matrice.
= |e concept de série doit incorporer les facteurs appropriés influencant chague méthode
analytique et peut prendre plusieurs dimensions, en plus des facteurs classiques tels que

les jours / I'équipement / 'opérateur.

Par ailleurs, nous avons aussi discuté le probléme de I'absence des normes relatives aux critéres
d'acceptation de plusieurs tests: recherche des impuretés, test de dissolution, dosage de

conservateur... et nous avons proposeé des criteres d'acceptation pour certains de ces tests.
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2. Article
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Flexibility and applicability of [(3-expectation
tolerance interval approach to assess the
fitness of purpose of pharmaceutical
analytical methods

A. Bouabidi,™ M. Talbi,” H. Bourichi,” A. Bouklouze, M. El Karbane,*
B. Boulanger,® Y. BRIK,® Ph. Hubert®* and E. Rozet®***

An innovative versatile strategy using Total Error has been proposed to decide about the method’s validity that controls the
risk of accepting an unsuitable assay together with the ability to predict the reliability of future results. This strategy is based
on the simultaneous combination of systematic (bias) and random (imprecision) error of analytical methods. Using validation
standards, both types of error are combined through the use of a prediction interval or -expectation tolerance interval.
Finally, an accuracy profile is built by connecting, on one hand all the upper tolerance limits, and on the other hand all the
lower tolerance limits. This profile combined with pre-specified acceptance limits allows the evaluation of the validity of
any quantitative analytical method and thus their fitness for their intended purpose.

In this work, the approach of accuracy profile was evaluated on several types of analytical methods encountered in the phar-
maceutical industrial field and also covering different pharmaceutical matrices. The four studied examples depicted the flexibility
and applicability of this approach for different matrices ranging from tablets to syrups, different techniques such as liquid chro-
matography, or UV spectrophotometry, and for different categories of assays commonly encountered in the pharmaceutical
industry i.e. content assays, dissolution assays, and quantitative impurity assays. The accuracy profile approach assesses the
fitness of purpose of these methods for their future routine application. It also allows the selection of the most suitable calibration
curve, the adequate evaluation of a potential matrix effect and propose efficient solution and the correct definition of the limits of
quantification of the studied analytical procedures. Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: accuracy profile; tolerance intervals; total error; analytical method validation
]

pharmaceutical methods,*®=>! 7 for the analysis of plant materi-
als,[6%¢% 6 to transfer of analytical methods from one laboratory to

Introduction

[67-72]

In the pharmaceutical industry, efficient use of any analytical
procedures requires to certainty that every future measurement
in routine analysis, stability studies or process validation studies,
and so on, will be close enough to the unknown true value of the
amount or concentration of the analyte contained in the sample.
Classical approaches to validation only check quantitative
performances against reference values, but this does not reflect the
needs of the end users of the results generated by the analytical
method.! An innovative versatile strategy using accuracy profile
computed by means of B-expectation tolerance interval and total
measurement error has been proposed to decide about the meth-
od'’s validity that controls the risk of accepting an unsuitable method
together with the ability to predict the reliability of future results.
The concept of accuracy profile was first introduced in the
papers of Hubert et al. ' and Boulanger et al. ®' After that, in
2003, the commission on the validation of analytical procedures
of the Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceu-
tiques (SFSTP) used the accuracy profiles for improving the
assessment of results’ accuracy in method validation studies. ©!
Since then, several publications (over 70) have used this new
approach in analytical validation,”" %! 18 publications are devoted
to discussions on the concept of this approach,”~'® 31 have applied
the approach in the validation of bioanalytical methods,"*~*% 10 for

another, and 6 publications for other applications (food
processing, environmental control, etc,). 7378

The aim of this publication is to demonstrate the high applica-
bility of this validation methodology in the pharmaceutical
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industry field and to illustrate its flexibility with regard to several
types of pharmaceutical analytical methods.

To achieve this aim, this harmonized validation approach was
applied to various analytical techniques (liquid chromatography
(LC), UV spectrophotometry), for different types of matrices
(tablet, syrup) and for different category of test (assay, dissolution,
impurities). Each example was chosen because it illustrates a
specific situation classically faced by analysts in the pharmaceutical
industry.

All examples are presented following the same structure. A brief
reminder of the procedure provides the type of analytical tech-
nigue used, as well as the goals to be achieved. Then, the applied
experimental design is presented with the description of the
calibration and validation standards used. After that, the accuracy
profiles obtained with the adequate response function model (the
relationship between the response (signal) and the concentration
(quantity) of the analyte in the sample, also sometime called
calibration or standard curve) is presented and allows interpreting
and deciding about the validity of the method. Finally, the
corresponding trueness, precision, accuracy data, limit of quantifi-
cation (LOQ), valid concentration range, as well as the higher and
lower tolerance interval limits are then summarized in tables.
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Figure 2. Accuracy profile of metformin determination in tablets by UV
spectrophotometry obtained after application of linear regression using
calibration standards prepared with the matrix. The plain line is the rela-
tive bias, the dashed lines are the 95% [-expectation tolerance limits
and the dotted curves represent the acceptance limits (+5%). The dots
represent the relative back-calculated concentrations of the validation
standards.
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Figure 1. Accuracy profiles of metformin determination in tablets by UV spectrophotometry obtained using calibration standards prepared without the
matrix after application of (a) Linear regression forced through the origin 0 fitted only with 100% calibration level; (b) Linear regression forced through
the origin 0 fitted only with the highest calibration level; (c) Simple linear regression; and (d) Weighted (1/X) linear regression. The plain line is the
relative bias, the dashed lines are the 95% B-expectation tolerance limits and the dotted curves represent the acceptance limits (£5%). The dots
represent the relative back-calculated concentrations of the validation standards.
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Table 1. Performance criteria of metformine content validation obtained with the model linear regression (a) within matrix and (b) without matrix
(a) Linear regression within matrix
Response function
Y=a+bX Run 1 Run 2 Run 3
Intercept —0.01693 —0.01619 0.008182
Slope b 0.008663 0.008619 0.008337
Trueness
Absolute bias, % w/w (Relative, %)
40 % 0.05705 (0.1)
60 % 0.3824 (0.6)
80 % —0.2381 (—0.3)
100 % —0.8983 (—0.9)
120 % 0.6969 (0.6)
Precision
Repeatability (RSD, %) Intermediate precision (RSD, %)
40 % 0.4 0.8
60 % 0.5 0.5
80 % 0.2 0.4
100 % 0.6 0.6
120 % 0.4 04
Accuracy
B-expectation tolerance limit (% w/w) ; relative B-expectation tolerance limit (%)
40 % [38.7 ,414]; [-3.2,3.5]
60 % [59.5,61.3]; [-0.9,2.2]
80 % [78.4,81.1]; [-1.9,1.4]
100 % [97.3,100.9] ; [-2.7 , 0.9]
120 % [119.2,1223];[ 0.7, 1.8]
Linearity
Interval (% w/w) 40 - 120
Slope 1.000
Intercept —0.00008064
r 0.9994
LOQ (lower) 40% (w/w)
(b) Linear regression without matrix
Response function
Y=a+bX Run 1 Run 2 Run 3
Intercept —0.01212 —0.01530 0.007683
Slope b 0.008245 0.008269 0.008187
Trueness
Absolute bias, % w/w (Relative, %)
40 % 1.295 (3.2)
60 % 2.370 (4.0)
80 % 2.466 (3.1)
100 % 2.527 (2.5)
120 % 4,926 (4.1)
Precision
Repeatability (RSD, %) Intermediate precision (RSD, %)
40 % 0.4 1.9
60 % 0.6 1.2
80 % 0.2 1.1
100 % 0.9 16
120 % 0.6 17
Accuracy
B-expectation tolerance limit (% w/w) ; relative B-expectation tolerance limit (%)
40 % [37.7 ,449];[-5.7 ,12.2]
60 % [59.4,654];[—-1.0,89]
80 % [78.4,86.6];[-2.0,8.2]

(Continues)
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Table 1. (Continued)
(a) Linear regression within matrix
Response function
Y=a+bX Run 1 Run 2 Run 3
Intercept —0.01693 —0.01619 0.008182
Slope b 0.008663 0.008619 0.008337
100 % [96.4, 108.6] ; [-3.6, 8.6]
120 % [115.7 ,134.2] ;[ —3.6,11.8]
Linearity
Interval (% w/w) 40 - 120
Slope 1.037
Intercept —0.2505
r 0.9982
LOQ (lower) No LOQ

Materials and methods

Determination of metformin in tablets by UV
spectrophotometry

Chemicals and reagents

Metformin hydrochloride standard reference was supplied by the
European Pharmacopoeia (Strasbourg, France).

Instrumentation

Determination of metformin was performed with an Agilent UV-
VIS 8453E double beam spectrophotometer (Agilent, Palo Alto,
CA, USA) at a wavelength of 232 nm using purified water as blank.

Calibration and validation standards
The following samples were prepared:

e Calibration standards: Prepared out of the matrix, 3 concentra-
tion levels: 80, 100, 120%, 2 repetitions per level during 3 days.
The same calibration standards are prepared with the matrix.

e Validation standards: Prepared in a reconstituted matrix
(placebo) at 3 concentration levels: 80, 100, 120% of the
target value, analyzed during 3 days. The levels 80 and 120%
were replicated twice per day of analysis, while for the level
100% it was 6 times.

Determination of fluconazole in dissolution media by high
performance liquid chromatography (HPLC)

Chemicals and reagents

All chemicals and solvents used were of analytical or HPLC grade.
Fluconazole was supplied by the European Pharmacopoeia.
Potassium dihydrogen phosphate was purchased from Acros
Organics (Geel, Belgium).

Methanol and phosphoric acid (85%) were obtained from
Merck (Darmstadt, Germany). Deionized water was generated
from the Milli-Q water purifying system (Millipore, Watford, UK).

Instrumentation and chromatographic conditions

Analyses were performed on an Agilent technologies HPLC 1100
series system (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) equipped

with a solvent delivery quaternary pump G1311A, an on-line
degasser G1322A, an autosampler G1313A, a column oven
G1316A and a diode-array detector G1315A.

Chromatographic analysis was performed on a C18 Thermo
Hypersil BDS column (150 x 4.6 mm i.d., 5pm particle size) and
kept at 25°C. The mobile phase was prepared by mixing
separately measured methanol and phosphate aqueous solution
(prepared by dissolving 1.4 g of potassium dihydrogen phosphate
in 1000 ml of water and adjusted to pH 3.6 with phosphoric acid)
in a ratio 40:60 (v/v) and was degassed before use. The HPLC
system was operated isocratically at a flow rate of 1.0 ml/min
and the injection volume was 20 pl. UV detection was performed
at 261 nm.

Calibration and validation standards

A stock solution of fluconazole was prepared by accurately
weighting 100.0 mg of fluconazole and diluting this in 100.0 ml
of methanol. The calibration standards for fluconazole were
prepared by diluting an appropriate volume of stock solution
with 0.1 M HCl aqueous solution to reach the concentration levels
corresponding to the range 25% to 125% of fluconalzole i.e. 12.5
(25%), 42.5 (85%), 50 (100%), 57.5 (115%) and 62.5 mg (125%) of
fluconazole. The standards were analyzed in duplicate.

The validation standards were prepared similarly with addi-
tion of the excipients of the formulation of the drug product
to reach four concentration levels ranging from 25% to 125%
of fluconazole ie. 12.5 (25%), 25.52 (50%), 50 (100%), and
62.5mg (125%) of fluconazole. Each solution of the validation
standard is introduced in two breakers and each validation
standard (from each breaker) was analyzed two times. So the
validation study was performed on six different series leading
to a total of 96 analyses.

Determination of methyl parahydroxybenzoate content
(preservative) in syrup by HPLC

Chemicals and reagents

Methyl parahydroxybenzoate standard reference was supplied by
the European Pharmacopoeia. Acetonitrile of HPLC grade was
purchased from Merck. Sodium acetate of analytical grade was
supplied from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
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Deionized water was generated from a Milli-Q water purifying
system.

Instrumentation and chromatographic conditions

The HPLC system consisted in a LaChrom (Merck-Hitachi, Darmstadt,
Germany) composed of a quaternary pump L-7100, an autosampler
L-7200, an oven L-7360 and a DAD detector L-7455. The mobile
phase consisted in a 33/67 (v/v) mixture of acetonitrile and an
aqueous buffer (1.36 g of sodium acetate in 1000 ml water adjusted
to pH 5.0 with glacial acetic acid). The chromatographic isocratic
separation was made with a Nucleosil C18 column (150 x 4.6 mm
ID; particle size: 5um; Macherey-Nagel, Hoerdt, France) and the
UV detection was performed at 245nm. The flow rate was set
at 1.5ml/min and 20 pl of each sample was injected onto the col-
umn. The analysis run time was of 15 min.

Calibration and validation standards

Calibration standards and validation standards were prepared at
five concentration levels: 60% (9 pug/ml), 80% (12 pg/ml), 100%
(15 pg/ml), 120% (18 pg/ml) and 140% (21 ug/ml) of the target
nominal concentration of methyl parahydoxybenzoate in the syrup
formulation. The calibration standards prepared in methanol were
analyzed once during 3 days. Each validation standard prepared
in a reconstituted matrix of the formulation (or placebo) was
analyzed in triplicates during the same three days, except the
100% level that was replicated 6 times each day.

Quantification of detection of known impurities in
amoxicilline tablets

Chemicals and reagents

Amoxicilline standard reference was supplied by the European Phar-
macopoeia. Acetonitrile of HPLC Grade was purchased from Merck.
KH2PO4of analytical grade was supplied from Sigma-Aldrich.
Deionized water was generated from a Milli-Q water purifying
system.

Instrumentation and chromatographic conditions

The HPLC system consisted is the same LaChrom system previ-
ously described. The mobile phase consisted in a 96/4 (v/v)
mixture of acetonitrile and an aqueous buffer (6.8 g of KH,PO,
in 1000 ml of water, adjusted to pH 5.0 with KOH 45% (m/v)).
The chromatographic isocratic separation was made with a
Lichrosphere C18 column (250 x 4.6 mm ID; particle size: 5pum)
and the UV detection was performed at 230 nm. The flow rate
was set at 1.5 ml/min and 20 pl of each sample was injected onto
the column. The analysis run time was of 15 min.

Calibration and validation standards

Calibration standards were prepared at twelve concentration
levels: 20% (5mg), 40% (10mg), 50% (12.5mg), 60% (15mg),
80% (20mg), 90% (22.5mg), 100% (25mg), 110% (27.5mq),
120% (30 mg), 140% (35 mg), 150% (37.5 mg), and 160% (40 mg)
of the specification of three impurities (impurity A, B & C). The
calibration standards prepared in the mobile phase were
analyzed twice during 3days. Each validation standard was
prepared in a reconstituted matrix of the formulation (or
placebo) at five concentration levels (80%, 90%, 100%, 110%,
and 120%) and was analyzed in duplicates during the same
three days.

Results and discussion

Determination of metformin in tablets by UV
spectrophotometry

By using the approach proposed by Hubert et al., "% the
method is considered as not valid within the studied range of
concentration when the accuracy profile crosses the accuracy
acceptance limits set at+45%. This validation approach gives
the guarantee that each future result generated by the method
will be included within -expectation tolerance limits with a user
defined guarantee. Here this guarantee is set at 95.0%.

Four calibration models were investigated, namely the simple
linear regression, the linear regression forced through the origin
(0) fitted only with the 100% calibration level, the linear regression
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Figure 3. Accuracy Profiles of fluconazole dissolution obtained after
application of linear regression through 0 fitted using the highest level
only (a) and simple linear regression (b) The plain line is the relative
bias, the dashed lines are the 95% [ -expectation tolerance limits
and the dotted curves represent the acceptance limits (+15%). The
dots represent the relative back-calculated concentrations of the
validation standards.
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Response function

Table 2. Performance criteria of fluconazole dissolution obtained with the model; linear Regression through 0 fitted using the highest level only (a)
and simple linear regression (b)

a) linear regression through 0 fitted using the highest level only

Y=bx Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 Run 5 Run 6
Slope b 1.2276E + 04 1.2276E + 04 1.2349E + 04 1.2349E + 04 1.2262E + 04 1.2262E + 04
Trueness
Absolute bias, % w/w (Relative, %)
25 % 0.2240 (0.9)
50.% 0.0870 (0.2)
100.% 1.034 (0.9)
125.% 0.8782 (0.7)
Precision
Repeatability (RSD, %) Intermediate precision (RSD, %)
25 % 0.5 3.7
50.% 04 4.4
100.% 0.6 2.0
125.% 0.2 0.5
Accuracy
B-expectation tolerance limit (% w/w) ; relative B-expectation tolerance limit (%)
25 % [23.0,28.2];[-9.2,10.9]
50.% [44.8,57.4];[-12.1,124]
100.% [96.4,107.6];[—4.5,6.5]
125.% [122.8,127.2];[-0.7 , 2.1]
m
Interval (%, w/w) 25-125
Slope 1.009
Intercept —0.06430
r 0.9985
LOD 1.45 (%, w/w)
LOQ Lower LOQ (%, w/w) =25
Upper LOQ (%, w/w) =125
b) Linear regression
Response function
Y=a+bx Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 Run 5 Run 6
Slope b 1.2472E+ 04 1.2472E + 04 1.2290E + 04 1.2290E + 04 1.2130E + 04 1.2130E + 04
Intercept —8803 —8800 1187 1190 —2028 —2030
Trueness
Absolute bias, % w/w (Relative, %)
25 % 0.7446 (2.9)
50.% 0.5956 (1.2)
100.% 1.5146 (1.5)
125.%, 1.3972 (1.1)
Precision
Repeatability (RSD, %) Intermediate precision (RSD, %)
25 % 0.5 3.5
50.% 04 4.2
100.% 0.6 2.2
125.% 0.2 0.9
Accuracy
B-expectation tolerance limit (% w/w) ; relative -expectation tolerance limit (%)
25 % [23.6,284];[-6.6, 12.5]
50.% [45.6 ,57.6] ; [—10.4,12.8]
100.% [96.6 ,108.4]; [-4.3,7.3]
125.% [123.0,129.0]; [-1.3, 3.5]
Linearity
Interval (%, w/w) 25-125
Slope 1.009
(Continues)
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Table 2. (Continued)
a) linear regression through 0 fitted using the highest level only
Response function
Y=bx Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 Run 5 Run 6
Slope b 1.2276E + 04 1.2276E + 04 1.2349E + 04 1.2349E + 04 1.2262E + 04 1.2262E + 04
Intercept r? 0.1933
0.9984
LOD 5.27 %, w/w
LOQ Lower LOQ (%, w/w) =25
Upper LOQ (% w/w) =125
forced through the origin (0) fitted only with the 120% calibration
level and a weighted (1/X) linear regression. Accuracy profiles e A A A e
obtained with these calibration curves are shown in Figure 1. f} o
As illustrated in Figure 1, the method is thus considered not e “~.u i
valid over the concentration range investigated whatever the ] : et J_,__a-'“' .
calibration model used. It can be observed that the tolerance E ol = ' _: . J’___,r:
intervals are outside the 4 5% acceptance limits. -l |- RS- A !
In order to understand the problem encountered with this : e
validation, we suspected the presence of matrix effect problem. L B CiEeEp
This was observed by using calibration standards prepared with e
all the excipients to construct different response functions. 2.
Indeed, after using these calibration curves prepared within the 60 a0 100 120 140
matrix, the method can now be considered as valid. This is shown Concentration (%)
on Figure 2 that depicts the accuracy profile obtained after appli- o —————
cation of linear regression with calibration standards prepared ; b) o
within the matrix. s 7
Indeed, with the classical validation methodologies, ['>1078-84] . R T, ,-"’
when a matrix effect is detected, the usually decision made is to = | . S et .
go back to the development or optimization phase of the method ol '—l"‘—-———_‘l' t
or simply its rejection. So this example illustrates that an analytical % % . L : = !
method can still be useful and valid with this new validation g _|° J_,»""'"_”“nn
approach, even if a matrix effect has been detected. A solution = Thsn
to circumvent this matrix effect problem is to prepare calibration TR,
standards with all the matrix components. 2. : Sausne - :
Table 1 presents the validation criteria such as trueness, 60 80 100 120 140
precision, accuracy of the results, linearity of the results, and Concentration (%)
the limit of quantification obtained with the linear calibration o [
curve prepared with all the matrix components included into . &) rd
the calibration standards (Table 1a) as well as the validation crite- e L
ria obtained with the linear calibration curve prepared without z - H"n-_‘ ’,"
the matrix component (Table 1b) for comparison. As can be seen e : e g :
in Table 1b, the main probl ising fi i librati o —f . . —
, problem arising from using a calibration o . — 3 Ly e——a
curve prepared without the matrix component is that it provides .E : A : .
a high relative bias (ranging from 2.5 to 4.1%) while intermediate & il i - = SRR,
precision RSD never exceeds 2.0%. As it seems that the good =" T
precision of the method could compensate the weakness of the E
trueness of the method, it could be tempting to declare this o i g . : :
&0 80 100 120 140

method as valid. However the accuracy profile depicted in
Figure 1c and the values of the relative 95% B-expectation toler-
ance intervals show that there is high risk that the method will
provide inaccurate and unreliable results when performed with
calibration standards prepared without the matrix. Indeed, from
the various methodologies available to decide about the
validity of an analytical method, the accuracy profile approach
using statistical tolerance is almost the only one providing that
the results will be of enough reliability.’™ This example of

Concentration (%)

Figure 4. Accuracy profiles of the HPLC-UV method for the determination
of methyl parahydroxybenzoate obtained for the validation standards with
the simple linear regression model (a) and with the linear model forced
through the origin and fitted only with the 100.0% calibration level (b) or
fitted only with the 140.0% calibration level (c). The plain line is the relative
bias, the dashed lines are the 95% B-expectation tolerance limits and the
dotted curves represent the acceptance limits (+10%). The dots represent
the relative back-calculated concentrations of the validation standards.
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analytical method validation aiming at controlling the concen-
tration of an active ingredient in tablets illustrates the accuracy
profile approach’s flexibility in regards to matrix effects. It
allows demonstrating that a method can be validated even if
a matrix effect is present. It further guarantees the quality of
the future results that will be generated by the validated ana-
lytical method.

Determination of fluconazole in dissolution media by HPLC

In order to evaluate the validation of the analytical method aiming
at quantifying fluconazole in dissolution baths with the total error
approach, we have to set the acceptance limits. Such limits are
missing in the guidelines. We will compare the dissolution test
to the test of uniformity of content of single-dose preparations.

In the European Pharmacopoeia %! definition of the unifor-
mity content test we found that: the test ... is based on the assay
of the individual contents of active substance(s) of a number of
single-dose units to determine whether the individual contents
are within limits set with reference to the average content of the
sample.

This definition is similar to the definition of dissolution tests as
mentioned in the European Pharmacopoeias since the objective
of a dissolution test is the assay of the individual contents of
active substance(s) of each breaker in order to determine whether
the individual contents are within limits set with reference to the
average content of the sample. In another paragraph of the same
document,’® we found that these limits are set at 85% and 115%
of the nominal concentration. Therefore, the acceptance limits are
set at +/—15% for the analytical method validation and the risk is
set at 5%.

Several calibration models were tested to analyze the relation-
ship between the amount of fluconazole (in mg) and the instru-
mental response (the chromatographic peak area) and decide
which model is most appropriate. Two models were relevant to
perform the calibration and back calculate the concentrations of
the validation standards: the simple linear regression and the
regression through the origin fitted to the 62.5mg (125%)
calibration standard. The obtained accuracy profiles are presented
in Figure 3. Table 2 presents the method’s validation criteria
obtained with these models. As shown in Figure 3 and Table 2,
the method of dissolution of fluconazole is valid with these two
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Figure 5. Accuracy profiles obtained after application of a linear regression model forced through the origin and fitted only with the highest level of

the calibration standards for Impurity A (a), Impurity C (b), and Impurity D (c
tation tolerance limits and the dotted curves represent the acceptance limits
the validation standards.

). The plain line is the relative bias, the dashed lines are the 95% B-expec-
(+15%). The dots represent the relative back-calculated concentrations of
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Table 3. Performance criteria of method validation obtained with a linear regression model forced through the origin and fitted only with the
highest level of the calibration standards for Impurity A (a), Impurity C (b), and Impurity D (c)

Trueness

80 %
90%
100%
110 %
120%
Precision

80 %
90%
100%
110 %
120%
Accuracy

80 %
90%

a) Impurity A
Response function
Y=bx Run 1 Run 2 Run 3
Slope b 4095 4164 4395
Trueness
Absolute bias, %, w/w (Relative, %)
80 % 0.96 (1.2)
90% 0.18 (0.2)
100% —0.20 (—0.2)
110 % 0.66 (0.6)
120% 0.72 (0.6)
Precision
Repeatability (RSD, %) Intermediate precision (RSD, %)
80 % 0.2 2.6
90% 0.3 0.6
100% 13 1.4
110 % 0.8 0.9
120% 0.9 1.2
Accuracy
B-expectation tolerance limit (% w/w) ; relative B-expectation tolerance limit (%)

80 % [70.64 ,91.28]; [-11.7 , 14.1]
90% [88.02,92.34];[-2.2, 2.6]
100% [95.80, 103.8] ; [-4.2, 3.8]
110 % [107.91,113.52] ;[-1.9,3.2]
120% [116.04, 125.40] ; [-3.3, 4.5]
Linearity

Interval (%, w/w) 80 - 120

Slope 0.9999

Intercept 0.1194

r 0.9922
LOD 0.49 %, w/w
LOQ Lower LOQ (%, w/w) =80

Upper LOQ (%, w/w) =120
b) Impurity C
Response function
Y=b x Run 1 Run 2 Run 3
Slope b 2211 2272 2464

Repeatability (RSD, %)

20
2.1
0.4
1.2
0.8

B-expectation tolerance limit (% w/w) ; relative B-expectation tolerance limit (%)

Absolute bias, %, w/w (Relative, %)
—2.16 (—2.7)
—2.16 (—2.4)
—2.90 (—2.9)
—3.41(-3.1)
—4.56 (—3.8)

Intermediate precision (RSD, %)
2.0
2.2
1.5
19
1.4

[73.20, 82.40] ;[-8.5, 3.0]
[82.35,93.33];[-85, 3.7]

(Continues)
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Table 3. (Continued)

Trueness

80 %
90%
100%
110 %
120%
Precision

80 %
90%
100%

110 %
120%
Accuracy

80 %
90%
100%
110 %
120%
Linearity

LOD
LOQ

a) Impurity A
Response function
Y=bx Run 1 Run 2 Run 3
Slope b 4095 4164 4395
100% [89.90, 104.20] ;[—10.1, 4.2]
110 % [98.89, 114.18] ;[-10.1, 3.8]
120% [109.2, 121.68] ;[-9.0, 1.4]
Linearity
Interval (%, w/w ) 80% — 120%
Slope 0.9393
Intercept 0.7538
r 0.9851
LOD 3.47 %, w/w
LOQ Lower LOQ (%, w/w) =80
Upper LOQ (%, w/w) =120
b) Impurity D
Response function
Y=bx Run 1 Run 2 Run 3
Slope b 1.0629E + 04 1.0893E + 04 1.1004E + 04

Absolute bias, %, w/w (Relative, %)

0.24 (0.3)
1.98 (2.2)
3.49 (3.5)
4.29 (3.9)
2.88 (2.4)

Repeatability (RSD, %)

Interval (%, w/w )

0.3
0.3
20
0.7
0.6

B-expectation tolerance limit (% w/w) ; relative B-expectation tolerance limit (%)

Intermediate precision (RSD, %)
2.2
1.1
31
1.2
49

Slope
Intercept

r2

[71.44 ,89.04] ;1—10.7,11.3]
[87.30, 96.66] ;[—3.0, 7.4]
[92.60, 114.40] ;[—7.4 , 14.4]
[109.56, 119.24] ;[ —0.4 , 8.4]
[94.20, 151.68] ; [-21.5 , 26.4]

80% — 110%
1.080
—1.368
0.9597 .
4.02%, w/w
Lower LOQ (%, w/w) =80
Upper LOQ (%, w/w) =110

calibration models: simple linear regression and regression

through the origin fitted to the 62.5mg (125%). As in both
cases it is guaranteed that each future results will be within the e The applicability of the accuracy profile as an adequate

+/—15% acceptance limits, the analyst is free to select the most

With this example, we demonstrated:

validation approach for the dissolution test.

simple one. In this case the calibration model that would finally ¢ The possibility to use new factors to set the series, others than

be selected would be the one using the regression through the
origin fitted to the 62.5mg (125%) as it is the most efficient

situation.

the one usually used such as days, equipments or operators.
For this dissolution test, a combination of two factors was se-

lected: days (at three levels) and breaker (at two levels (as part

]
wileyonlinelibrary.com/journal/dta
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of equipment). As discussed by Rozet et al., ' this concept of

series or runs which can take several dimensions must include
the appropriate factors for the analytical method and in the
case of dissolution tests breakers are important components
of the equipments.

® The problem of lack of acceptance criteria in the guidelines
for some tests has been discussed (here dissolution test)
and acceptance limits for the dissolution tests have been
proposed.

Determination of methyl parahydroxybenzoate content
(preservative) in syrup by HPLC

The accuracy profile approach ©'"'? has also been used to eval-
uate the validity of the HPLC-UV method for the determination of
methyl parahydroxybenzoate in syrup. The accuracy acceptance
limits were set at +10% and the minimum probability to obtain
each future result generated by this method within the +£10%
acceptance limits is set at 95.0%. Three calibration models were
investigated. They are the simple linear regression, the linear
regression forced through the origin (0) and fitted only with the
100% calibration level or fitted only with the 140% calibration
level. Accuracy profiles obtained with these calibration curves
for the validation standards are shown in Figure 4.

All three calibration curves allow the method to be consid-
ered as valid over the whole concentration range investigated.
Indeed, the 95% tolerance intervals are fully included within
the £10% acceptance limits in all cases. The final calibration
curve selected was thus the calibration curve forced through
the origin and fitted only with the 140% level of the calibration
standards as it is one of the simplest calibration model|, it pro-
vides the least bias and leads to the least extrapolation of
results.

With this example the applicability of the accuracy profile
approach for the validation of an assay aiming at quantifying a
preservative in a drug product was illustrated.

Quantification of known impurities in amoxicilline tablets

Several calibration models were tested to find the adequate
response function. The linear regression model was suitable to
perform the calibration and back calculate the concentrations
of the validation standards as shown by the accuracy profile of
Figure 5. Table 3 presents the validation criteria obtained for
the analysis of the impurities. The acceptance limits were set at
+ /-15% and the risk at 5%.

Impurity A & C

The accuracy profiles obtained for impurity A and C (Figures 5a
and 5b) show that the method is valid and allows to quantify
these impurities with adequate reliability over the whole
concentration range investigated. Indeed, these two profiles can
ensure that each future result obtained for these two analytes will
be within the acceptance limits of+15% with 95% probability.

Impurity D

The accuracy profile of impurity D (Figure 5c) shows that the
tolerance interval of the highest level of the validation standard
is not inside the +15% acceptance limits. We can conclude that
the method is only valid on the interval [80-110%].

This example highlights the fact that the B-expectation
tolerance interval approach can be used successfully for the
validation of quantitative impurity assays.

Conclusions

Through the different examples presented in this work, the use of
the accuracy profile as a validation approach for different matri-
ces and different techniques and for different categories of
assays commonly encountered in the pharmaceutical industry
has been shown. Its applicability as an efficient validation meth-
odology in the pharmaceutical industry is demonstrated. The
accuracy profile approach assesses the fitness for purpose of
these methods for their future routine application.

With the accuracy profile approach, the most important in the
validation is the intended objective of this method in routine and
nothing else; this is based on comparing the predictive distribu-
tion of the results to the acceptance limits to decide about the
validity of a method.

With these examples, we also demonstrated:

* The flexibility to consider the matrix effect and the possibility of
any analytical method to be useful even with its matrix effect.

® The concept of series or runs must incorporate the appropri-
ate factors for the analytical method and must take several
dimensions in addition of the classical factors such day/
equipment / operator.

Moreover, we have underlined the problem of the absence in
the guidelines of acceptance criteria for several tests: quantitative
impurities tests, dissolution tests and determination of preserva-
tive content, etc. We have thus proposed several acceptance cri-
teria for some of these tests.
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CHAPITRE VI: Utilité des indices de capabilité pour la validation des
méthodes analytiques

Ce chapitre correspond a I'article « Usefulness of capability indices in the framework of
analytical methods validation” publié dans le journal Analytica Chimica Acta, Volume

714, 10 February 2012, Pages 47-56

1. Syntheése et conclusion

2. Article
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1. Synthése et conclusion

Comparées a un processus de production, les méthodes analytiques peuvent étre
considérées comme des processus de petite taille. Dans les activités industrielles, il est
généralement nécessaire d’obtenir des informations sur la capabilité des processus

mesurant la performance du processus lors de son fonctionnement sous controle statistique.

Cette capabilité représente la capacité d'un procédé de mesure a respecter en permanence
un niveau de spécification a atteindre. Elle a été initialement introduite pour les procédés de
fabrication industriels, pour lesquels il existe une spécification définie a priori, comme un
écart de poids maximum acceptable sur une ensacheuse. Cependant, elle peut aussi

s'appliquer avec succes a des procédures d'analyse chimique.

Dans sa forme la plus intuitive, la capabilité se définit comme le rapport :

Capabilité = Intervalle d'acceptabilité

Dispersion

Des indices de capabilité sont calculés afin d'évaluer si le processus étudié est en mesure de
fournir suffisamment d'unités conformes. Par analogie, les indices de capabilité pourraient
étre utilisés afin d'évaluer si la méthode analytique est en mesure de fournir suffisamment
de résultats exacts et de savoir ainsi si la méthode est adaptée a son usage prévu. De plus, la
capabilité des méthodes analytiques peut également étre utilisée pour évaluer les risques
inhérents au transfert des méthodes analytiques afin d'augmenter ou de diminuer la charge

de travail du transfert de méthode.

Dans les ouvrages ou les normes consacrées au calcul de la capabilité, on distingue

notamment deux principaux indices de capabilité : Cp et Cpk :

Ter —T8T
6o
Tmr _ _TJeT
::“p.a-=nm[”3“ £ £ “5“} Eg2
3o o)
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LSL et USL sont respectivement les limites de spécification supérieures et inférieures du
processus. WL et o sontla moyenne et I'écart-type du processus étudié. Il est évident que les
méthodes analytiques sont sujettes a des déviations systématiques. L'indice Cp est donc peu
utile car il suppose que la méthode analytique étudiée soit centrée sur la concentration de

référence ou nominale de I'échantillon étudié.

Les valeurs Cpk obtenues a partir des expériences pourraient étre comparées a des valeurs

minimales consensuelles telles que:

o Cpk>=1.0
e Cpk>=1.33
o Cpk>=2

Par exemple, '’Annexe 2 du chapitre <1080> de la pharmacopée américaine (USP) indique
que les valeurs Cpk supérieures a 1,33 montrent que le processus est adéquat pour répondre
aux spécifications. Les valeurs comprises entre 1,00 et 1,33 indiquent que le processus, bien
gue suffisant pour répondre aux spécifications, a besoin d’'un contrdle étroit. Les valeurs
inférieures a 1,00 indiquent que le processus n'est pas adéquat pour répondre aux

spécifications et que le processus et / ou les spécifications doivent étre changés.

L’évaluation de la capabilité des méthodes analytiques peut étre une méthodologie utile
pour évaluer la validité de ces méthodes d’analyses. Toutefois, des précautions sur la facon
de calculer les indices de capabilité doivent étre prises. En effet, les formules couramment
utilisées pour calculer des indices tels que la Cpk, vont fortement surestimer la capabilité
réelle de ces méthodes. Surtout lors de la validation de méthodes ou de leur transfert, ou
seulement quelques expériences sont réalisées. L'utilisation dans ces situations des indices
de capabilité courant pour déclarer une méthode comme valide ou transférable a un

laboratoire receveur conduira a des décisions inadéquates.
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Le but de ce travail est donc d'améliorer le calcul des indices de capabilité afin de permettre
leur utilisation efficace dans les situations ou de petites tailles d'échantillon sont produites,

par exemple, lors de I'évaluation de la validation ou du transfert des méthodes analytiques.

Donc, un indice de capabilité amélioré, nommé CPK-tol et I'estimateur correspondant de la
proportion de résultats non conformes (m Cpk-tol) ont été proposés. A travers des
simulations de Monte-Carlo, il a été démontré l'utilisation efficace de ces indices dans
I'estimation de la capabilité dans les situations de faible taille d'échantillon rencontrées lors
de I'évaluation de la validité ou la transférabilité des méthodes analytiques. De plus, I'utilité
de ces indices de capabilité a été illustrée par plusieurs études de cas couvrant les

applications couramment rencontrées dans l'industrie pharmaceutique.

Enfin, une méthodologie pour définir la taille d’échantillon optimale nécessaire pour valider

les méthodes analytiques est aussi donnée en utilisant comme métrique la capabilité.
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2. Article

Usefulness of capability indices in the framework of analytical methods validation2
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1. Introduction

Compared to a production process, methods of analysis can
be considered as shorter processes. In industrial activities, it is
usually necessary to obtain some information about the process
capability, that is, the performance of the process when it is oper-
ating in statistical control. Capability indices are then computed
in order to evaluate whether the process under study is able to
provide sufficient conforming units. By analogy capability indices
could therefore be used in order to evaluate whether the analyti-
cal method only is able to provide enough conforming results and
check if a method is fitted for its intended purpose. For instance,
Dejaegher et al. [1], discussed the capability of HPLC and titration
assays for the analysis of drug substances. Kamberi et al. [2], have
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used capability indices to give recommendations for assays preci-
sion and trueness required to validate analytical methods of drug
eluting stents. Additionally analytical methods capability can also
be used to evaluate the risks inherent to analytical methods trans-
fers in order to increase or decrease the method transfer workload
[3]. Two main capability indices are commonly used assuming that
the process is centred at the nominal dimension (Cp) or not (Cpk)
[4,5]:

USL — LSL
Cp= 60 (1)
. [USL—p p—LSL
Cpk = min 35 3o } 2)

where LSL and USL are the lower and upper specifications for the
process, respectively. i and o are the mean and standard deviation
of the process under study. Cp is the most used capability index. It
aims at measuring if the dispersion of the studied variable is more
or less larger than the interval defined by the process specification
limits. It measures the percentage of the specification interval used
by the variable measured. However this index does not give any
information about the position of the variable with respect to a
target value. While it is evident that analytical methods are prone
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to systematic deviations, the Cp index is useless as it assumes that
the analytical method under study is centred at the reference or
nominal concentration of the sample being studied.

It would be thus tempting to use the Cpk index to evaluate
whether analytical methods are fit for their purpose and thus
declare them as valid using Cpk values. Indeed, the Cpk index mea-
sures simultaneously the position and the dispersion of the variable
measured. For instance, the Cpk values obtained from experi-
ments could be compared to consensual minimum values such as
[6]:

e Cpk>1.0
e Cpk>1.33
o Cpk>2

For instance, the USP chapter <1080> appendix 2 expresses that
Cpk values “exceeding 1.33 show that the process is adequate to
meet specifications. Values between 1.00 and 1.33 indicate that
the process, although adequate to meet specifications, will require
close control. Values below 1.00 indicate that the process is not
adequate to meet specifications and that the process and/or speci-
fications should be changed” [7].

Nonetheless to compute these capability indices some key
assumptions are made:

1. The data are distributed following a normal distribution.
2. The values of u and o are supposed to be known.

Normality of the data is usually assumed and based on
the expertise of the operator. Normality can also be assessed
through dedicated graphs (e.g. Q-Q plots) or using statistical tests
(e.g. Kolmogorov-Smirnov or Chi-square tests,...). However they
require a large number (more than 30 results [8]) of data to be really
effective. Analytical method validation studies generate far lesser
amount of data. Classical interpretation of ICH Q2 guideline [9] will
provide 9 results per concentration levels (3 replicates during 3
series), for the FDA guidance on bioanalytical methods validation
[10] it usually leads to a minimum of 15 results per concentration
level (5 replicates during 3 series). These small amounts of data
generated have thus two implications that are closely linked. The
first one is that a formal evaluation of normality using these data
is useless or only a first gross evaluation. The second is that the
other assumption made when computing capability indices is not
met: the values of the mean () and standard deviation (o) of the
method are not known at the end of a validation study. Comput-
ing the Cpk index as given in Eq. (2) is only a poor estimate of the
real capability of the method. Consequently, the fractions of non-
conforming results 7¢p falling outside the specifications that are
estimated using these indices are only a first approximation:

Tepk = P(X < LSL) + P(X > USL)

_ _ 3
—PZ< LLG Ky ipz> LLG Ky (3)

where Z~N(0, 1)

The aim of this work is thus to enhance the computation of capa-
bility indices in order to allow their efficient use in small sample
size situations occurring for example when assessing the validity
or transferability of analytical methods. First the rationale and for-
mulas to compute the proposed enhanced capability index Cpk-tol
as well as the corresponding fraction of non-conforming results
T cpk—tol Will be presented. Then Monte-Carlo simulations will show
the improvements realised. The usefulness of these developments
will be illustrated through the validation of two original analytical
methods as well as using validation data available from previously
published articles. Finally a methodology to define the optimal

sample size required to validate analytical methods is also given
using the proposed capability metric.

2. Materials and methods
2.1. Fluconazole

2.1.1. Chemicals and reagents

All chemicals and solvents used were of analytical or HPLC grade.
Fluconazole was supplied by the European Pharmacopoeia (Stras-
bourg, France). Potassium dihydrogen phosphate was purchased
from Acros Organics (Geel, Belgium). Methanol and phosphoric acid
(85%) were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Deionized
water was generated from the Milli-Q water purifying system (Mil-
lipore, Watford, UK). Phosphate buffer was adjusted to pH 3.6 with
phosphoric acid.

2.1.2. Instrumentation and chromatographic conditions

Analyses were performed on an Agilent technologies HPLC 1100
series system (Hewlett-Packard, Palo-Alto, CA, USA) equipped with
a solvent delivery quaternary pump G1311A, an on-line degasser
G1322A, an autosampler G1313A, a column oven G1316A and a
diode-array detector G1315A.

Chromatographic analysis was performed on a C18 column
(250 x 4.6 mm i.d., 5 wm particle size) and kept at 25 °C. The mobile
phase was prepared by mixing separately measured methanol and
phosphate buffer (pH 3.6) in a ratio 40:60 v/v and was degassed
before use. The HPLC system was operated isocratically at a flow
rate of 1.0 mL min~! and the injection volume was 20 pL. UV detec-
tion was performed at 261 nm.

2.1.3. Sample preparation

A stock solution of fluconazole was prepared by accurately
weighting 100.0 mg of fluconazole and diluting this in 100.0 mL of
methanol. The calibration standards for fluconazole were prepared
by diluting an appropriate volume of stock solution with 0.1 M HCI
aqueous solution to reach the concentration levels corresponding
to 125% of fluconalzole. The standards were analysed in duplicate.

The validation standards were prepared similarly with addition
of the excipients of the formulation of the drug product to reach
four concentration levels ranging from 25% to 125% of fluconazole,
i.e. 12.67, 25.52, 50.52 and 62.30 mg of fluconazole. Each valida-
tion standard was analysed four times. The validation study was
performed on six different series.

2.2. Acetazolamide (ACZ) determination in tablets by HPLC

2.2.1. Chemicals and reagents

All chemicals and solvents used were of analytical or HPLC
grade. Acetazolamide (ACZ) was supplied by the European Phar-
macopoeia. Triethylamine was purchased from Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany). Acetonitrile and phosphoric acid (85%) were
obtained from Merck. Deionised water was generated from the
Milli-Q water purifying system (Millipore).

2.2.2. Instrumentation and chromatographic conditions

The HPLC system was the same as in Section 2.1. Chromato-
graphic analysis was achieved using a Lichrospher ODS C18
(250 x 4.0mm i.d., 5 wm particle size; Agilent, Palo-Alto, CA, USA)
column. The isocratic chromatographic separation was carried out
using a mobile phase consisting of a mixture of 0.01 M phosphate
acid buffer solution (0.676g of phosphate acid in 1000 mL of
water) adjust with triethylamine to a pH of 7.1 and acetonitrile
in a proportion 85:15 (v/v), pumped at a constant flow rate
of 1.0mLmin~!. The column was maintained at 25°C and UV
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absorbance was monitored at a wavelength of 266 nm. The sample
injection volume was 20 L.

2.2.3. Sample preparation

The stock solutions of ACZ were prepared by weighing 100 mg,
transferred to individual 100 mL volumetric flasks and diluted to
volume with the mobile phase. The stock solutions were stored at
2-8°C protected from light.

The calibration standards for ACZ were prepared by diluting
an appropriate volume of stock solution with the mobile phase to
reach the concentration level corresponding to 150% of ACZ. These
calibration standards were analysed in triplicate. The validation
standards were prepared similarly with addition of the excipients
of the formulation of the drug product to reach five concentration
levels ranging from 25% to 150% of ACZ reaching 0.05, 0.10, 0.15,
0.20 and 0.30 pgmL~! of ACZ. Each validation standard was ana-
lysed three times. The validation study was performed on three
different days.

2.3. Simulations

Simulations were performed in order to estimate the perfor-
mances of the different methodologies to compute the capability
indices as well as the exact fraction of non-conforming results. The
computations of capability indices were made according to Eq. (2),
as well as the proposed modified Cpk-tol indices. The fractions of
non-conforming results using each of these indices were also com-
puted.

To achieve this, independent validation results were generated
from the ANOVA [ model described below:

Xij=8+dp+ew (4)

where Xj; is the result of the jth measurement in series i, 6 =
Urab — M is the bias between the true (or reference or nominal)
value of the result (ur) and the average value of the results of the
laboratory (i41ap ), ¢5 is the between series random effect supposed
to be normally distributed N(O, Jg) and gy, is the within-series
(or repeatability) random error supposed to be independent and
normally distributed N(0, o2, ).

T, the true value was fixed at 0. Simulations were performed
for analytical methods with biases ranging from —5 to +5% and for
intermediate precision relative standard deviation ranging from
0% to 5%. The ratio R corresponding to the series-to-series vari-
ance over the within-series (or repeatability) variance was constant
and set to R=1. The number of replicates was fixed at [=3 and
the number of series ] used were 3 and 5. For each situation 2000
simulations were performed. The specification limits or acceptance
limits were fixed at £5% around the true or nominal value as com-
monly adopted for the release of pharmaceutical drug products. The
region of methods with true Cpk of 1, 1.33 and 2 are also computed.

2.4. Computations

All simulations were performed with R v2.9.1 (CRAN,
http://cran.r-project.org). The general validation criteria were
obtained using e-noval V3.0 (Arlenda, Liege, Belgium).

3. Results

3.1. Modified capability indices and fraction of non-conforming
results

The core problem when using capability indices in validation
studies is the lack of sufficient data to estimate precisely the mean
and standard deviation of the analytical method. In order to circum-
vent this and to take into account the uncertainty of the analytical

method mean and standard deviation when computing Cpk, the
use of tolerance interval should be preferred. Tolerance intervals
allow describing the entire population of individual results based
on a sample of the random variable under study (e.g. concentra-
tion of an analyte) [11-13]. B-expectation tolerance intervals, also
known as “mean coverage tolerance intervals” or “prediction inter-
vals” are intervals for which each future results has S (e.g. 5=95%)
probability to fall within the computed interval [L; U] [14]. Addi-
tionally, the estimation of the mean (1) and standard deviation
(67p) of analytical methods should be made following the statisti-
cal model representing the way experiments have been performed.
Method validation experiments or method transfer experiments
must be performed by including several series (or runs) as well
as repetitions within these series to obtain reliable estimations of
these parameters [11,12,15,16]. These trials are thus following a
hierarchical or stratified sampling scheme that should be taken
into account when computing analytical mean results and stan-
dard deviation and therefore to compute capability indices. For
these stratified random sampling schemes commonly encountered
during methods validations or transfers, a 3-expectation tolerance
intervals formula is given by Mee [17]:

[L, U] = [ — keGip; L + keGip] (5)
where
[ JR+1
kg =t 1+ —- (6)
(df.(1+8)/2) JIR+1)
5112 . 52
withdf = (R+1) and R= 2B

@
gl\)

(Re1)°p-1+a-a/nm

twry) is the yth percentile of a Student distribution with df
degrees of freedom and fi is the estimated mean of the results.
The intermediate precision variance can be estimated using: 6,213 =
&2 + &2, 62 is the run-to-run or series-to-series variance and 62,
is the within-run or repeatability variance obtained with random
one way analysis of variance (ANOVA) methodology [18]. ] is the
number of series performed and I the number of replicates per
series.

The modified capability index proposed, Cpk-tol, is thus based
on these tolerance intervals and is computed as it follows:

USL — fi A —ISL )

n
JR+1 A JR+1 A
tarep g/ 1+ e O taraspyon/ 1+ per O

The Cpk index is computed with 30 at the denominator meaning
that for a centred process the maximum fraction of non-conforming
resultis about 2700 dpm (precisely 2699.796 dpm). In order to keep
this same theoretical coverage of the distribution used with the Cpk
index (i.e. +30), the probability S of the Cpk-tol index is fixed to
0.9973.

Then the fraction of non-conforming results can be estimated
by rearrangement of the expression in Eq. (5):

Tepktol = P[X; < LSL] + P[X; > USL]

Cpk-tol = min

=P | edf) < LSL— +p |ty > — UL (8)
. IR+1 N IR+1
0 1+ — oip 1+ —
JIR+1) JIR+1)

where t(df) is a student distribution with df degrees of freedom.
Cpk-tol and 7cpi_ror therefore take into account the statistical
model underlying the experiments performed during methods val-
idation (or transfer) as well the uncertainty of the parameters. The
uncertainty of the mean (/1) can be obtained by simple mathemat-

ical operations and rearrangements of &;p \/1 +(IR+1/JI(R+ 1))
to obtain the standard error of the mean /16 + 6y /JI1 [19]. While
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Fig. 1. Performance of the capability indices Cpk and Cpk-tol for a true Cpk value of 1 and an experimental design of 3 runs and 3 repetitions. (a) Isoprobability contour
measuring the probability that Cpk (dashed curves) and Cpk-tol (dotted curves) exceeds the true Cpk value of 1. (b) Operating characteristic curves obtained for the case of a
centred analytical method (mean=0%) depicting the probability that Cpk (dashed curves with open circles) and Cpk-tol (dotted curves with open squares) exceeds the true

Cpk value of 1, the vertical line delimits methods with true Cpk>1 and true Cpk<1.

the uncertainty of the intermediate precision variance (6p) is taken
into account by the student distribution t(df) [20].

3.2. Simulations results

The results of the simulation study are given in Figs. 1-6 for the
known capability values of 1, 1.33 and 2 for each of the combina-
tion of series and repetitions per series. In this discussion, we will
focus mainly on the ability of the Cpk and Cpk-tol indices to control
or manage the costumer risk, i.e. the risk to conclude erroneously
that the capability of the method is better than its true capability
index. From Figs. 1-6a, it can be seen that the probability to exceed
the true capability value (defined by the triangle in continuous line
of Figs. 1-6a) by using Eq. (2) for computation of the Cpk index is
almost 50%, whatever the true capability value and whatever the
sample size used in the method validation. Indeed the isoprobabilty

Precision (RSD%)

Mean (%)

curve (dashed line of Figs. 1-6a) that is almost exactly on the region
which defines methods with known true Cpk value is the isoprob-
ability curve of 50%. Figs. 1-6b give operating characteristic curves
of each situation tested for methods with known biases of 0% and in
function of their intermediate precision variance. The vertical line
defines the region of methods with true capability indices of 1, 1.33
or 2 in Figs. 1-6b, respectively. It can be seen, for this case that the
probability to exceed the true capability value is almost 50% in each
simulation case studied.

By opposition when using Eq. (7) to compute Cpk-tol, Figs. 1-6a
show that the probability to exceed the true capability value is
extremely low as the closest isoprobablity curve to the region defin-
ing methods with true capability indices of 1, 1.33 or 2 is the 10%
one. Therefore there is about only 10% probability to declare a
method capable when in reality it is not, i.e. the costumer risk is
about 10% using such a capability index compared to the 50% risk
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Fig. 2. Performance of the capability indices Cpk and Cpk-tol for a true Cpk value of 1 and an experimental design of 5 runs and 3 repetitions. (a) Isoprobability contour
measuring the probability that Cpk (dashed curves) and Cpk-tol (dotted curves) exceeds the true Cpk value of 1. (b) Operating characteristic curves obtained for the case of a
centred analytical method (mean=0%) depicting the probability that Cpk (dashed curves with open circles) and Cpk-tol (dotted curves with open squares) exceeds the true

Cpk value of 1, the vertical line delimits methods with true Cpk>1 and true Cpk<1.
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Fig. 3. Performance of the capability indices Cpk and Cpk-tol for a true Cpk value of 1.33 and an experimental design of 3 runs and 3 repetitions. (a) Isoprobability contour
measuring the probability that Cpk (dashed curves) and Cpk-tol (dotted curves) exceeds the true Cpk value of 1.33. (b) Operating characteristic curves obtained for the case

of a centred analytical method (mean=0%) depicting the probability that Cpk (dashed curves with open circles) and Cpk-tol (dotted curves with open squares) exceeds the
true Cpk value of 1.33, the vertical line delimits methods with true Cpk>1.33 and true Cpk<1.33.

observed for the classical Cpk index. Figs. 1-6b show this behaviour
for the special case of truly unbiased methods (relative bias=0%).
Indeed, these figures show that the operating characteristic curve
of Cpk-tol (dotted curve) crosses the line defining analytical meth-
ods with truly 1, 1.33 or 2 capability values (vertical line) around
values of probability that are all lower than 10%.

While the Cpk-tol index controls well the costumer risk, the
producer risk (i.e. the risk to conclude the method is not capable
while it is truly capable) is relatively high. However this risk can
be reduced by increasing the sample size of the method valida-
tion. This is shown by comparing Figs. 1, 3 and 5 obtained with 3
runs and 3 repetitions per run to Figs. 2, 4 and 6 obtained with 5
runs and 3 repetitions per run for true Cpk values of 1, 1.33 and
2, respectively. Finally, these simulations highlighted first the fact
that using Cpk index (Eq. (2)) to decide about the validity of analyti-
cal methods is highly controversial especially when using a method
validation design of 3 runs and 3 replicates. Second, they showed
that using Cpk-tol to make such a decision better controls the cos-

a .|

tumer risk, thus controls the risk for patients or public health risk,

while the producer risk can be modulated by increasing sample
size.

3.3. Application to real cases

3.3.1. Case 1: fluconazole determination

The first case studied concerns the validation of an HPLC-UV
method dedicated to monitor the dissolution of fluconazole tablets.
For this application, the acceptance limits [LSL; USL] have been
set to [85%; 115%] where 100% is the nominal amount of flu-
conazole of the prepared validation standards. Table 1 summarises
the general validation criteria obtained for the validation of this
HPLC-UV method. Trueness expressed in terms of relative bias
(%) did not exceed the value of 1%, irrespective of the concentra-
tion level. The RSD values for intermediate precision presented
in Table 1 are relatively low, about maximum 4.5%. In order to
demonstrate results linearity, a regression line was fitted on the
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Fig. 4. Performance of the capability indices Cpk and Cpk-tol for a true Cpk value of 1.33 and an experimental design of 5 runs and 3 repetitions. (a) Isoprobability contour
measuring the probability that Cpk (dashed curves) and Cpk-tol (dotted curves) exceeds the true Cpk value of 1.33. (b) Operating characteristic curves obtained for the case

of a centred analytical method (mean=0%) depicting the probability that Cpk (dashed curves with open circles) and Cpk-tol (dotted curves with open squares) exceeds the
true Cpk value of 1.33, the vertical line delimits methods with true Cpk>1.33 and true Cpk<1.33.
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calculated amounts of the validation standards (Y) as a function of
the introduced amounts (X) by applying a linear regression model.
The equation obtained is of Y=—0.06430 +1.009 X (12 =0.9985) for
fluconazole.

Table 1
Validation results of the method dedicated to the determination of fluconazole.

Trueness (J=6, [=4)* (mg) Relative bias (%)

12.67 0.9

25.52 0.2

50.52 1.0

62.30 0.7

Precision (J=6, Repeatability Intermediate
[=4) (mg) (RSD%) precision (RSD%)
12.67 0.5 3.7

25.52 0.5 44

50.52 0.6 2.1

62.30 0.2 0.6

a J=days (runs) and I =no. of replicates.

The fluconazole method capability is given on Table 2 for the Cpk
(Eq. (2)) and Cpk-tol (Eq. (7)) indices together with their respective
estimations of the proportion of non-conforming results in defects
per million (dpm) units. As can be seen on this table, the Cpk val-
ues are all above 1.33 except for the second amount level tested
(25.52mg) which is however greater than 1. These values of the
Cpk index show that the method is capable (or almost capable for

Table 2

Capability indices (Cpk and Cpk-tol) and proportion of non-conforming results (7 ¢k
and mepk-tor) Obtained for the validation of the HPLC-UV method dedicated to the
determination of fluconazole.

Amount level (mg) Cpk Cpk-tol Tepk (dpm)? T cpk-tol (Apm)?*
12.67 1.38 0.64 36.60 14123.13
25.52 1.20 0.55 321.81 28251.80
50.52 243 1.21 0.00 813.11
62.3 9.04 4.83 0.00 0.20

2 dpm=defects per million results, i.e. proportion of non-conforming results per
one million results.
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Table 3
Validation results of the method dedicated to the determination of acetazolamide
(ACZ).

Trueness (J=3,1=3)* (ugmL™!) Relative bias (g mL~1/%)

0.05 0.9
0.10 0.9
0.15 -03
0.20 -0.8
0.30 -0.1

Precision (J=3,=3)? Repeatability Intermediate

(pgmL-1) (RSD%) precision (RSD%)
0.05 0.7 0.7
0.10 0.8 0.8
0.15 1.0 1.0
0.20 0.7 0.7
0.30 0.9 0.9

a J=days (runs) and I =no. of replicates.

the second level) by comparison to the common standard value of
Cpk=1.33. For the two highest amount level, Cpk values are well
above 2 suggesting an excellent capability of the method at this
level. The corresponding proportions of non-conforming results
range from 322 dpm for the amount level of 25.52 mg to almost
0dpm for the two highest amount levels of the validation standard
levels. When looking at the values of the Cpk-tol index, it can be
seen that the Cpk index over-estimates the method capability as
it was illustrated with the previous simulations. Indeed the Cpk-
tol values range from 0.55 to 4.83 corresponding to proportions of
non-conforming results ranging from 28,252 to 0.20 dpm. This indi-
cates that the method capability is far from being excellent using
the conventional value of 1.33 as minimum acceptable criterion
and suggested by the USP [7]. The method is therefore really highly
capable for the highest amount levels tested that are 50.52 and
62.3 mg of fluconazole as there is less than 2700 dpm.

3.3.2. Case 2: ACZ determination

This second case studied is about the validation of an HPLC-UV
method developed to quantify ACZ in a drug product. The accep-
tance limits [LSL; USL] have been set to [95%; 105%] where 100% is
the nominal concentration of the ACZ validation standard concen-
tration levels. The validation criteria obtained for the validation of
HPLC-UV method for the determination of ACZ are given in Table 3.
The relative bias (%) of the HPLC-UV method was of maximum
1.0%, whatever the concentration level studied. The RSD values for
intermediate precision presented in Table 3 do not either exceed
1.0% illustrating the excellent precision of the HPLC-UV method.
For results linearity, a regression line was fitted on the calculated
amounts of the validation standards (Y) as a function of the intro-
duced amounts (X) by applying a linear regression model. The
equation obtained is of Y=0.0003 +0.9973 X (r2 =0.9997) for ACZ.

Finally, the ACZ method capability is given on Table 4 for the Cpk
(Eq. (2)) and Cpk-tol (Eq. (7)) indices together with their respective
estimations of the proportion of non-conforming results. From
Table 4, it can be observed that, the Cpk values are all well above

Table 4

1.33 and above 2 for the 0.20 pgmL-! concentration level of the
validation standards. This illustrates that the method is highly
capable and for instance meets the expectation of the USP [7]. The
maximum corresponding proportion of non-conforming results is
3.84dpm for the concentration level 0.15 wgmL-!. According to
these numbers, the risk to obtain results outside the acceptance
limits of [95%; 105%] of the nominal concentration of the valida-
tion standards tested is therefore minimal. However, when using
the Cpk-tol index formula (Eq. (7)), the values of this index are
between 1.02 and 1.39. It only exceeds slightly the value of 1.33 for
the concentration level of 0.20 ugmL~! of ACZ. From this index,
the capability of the HPLC-UV method to quantify ACZ is more
moderate. Nonetheless, the proportions of non-conforming results
obtained from Eq. (8) are ranging from 206.7 to 1811.6 dpm. The
method is therefore still relatively well capable, as the proportions
of non-conforming results do not exceed the value of 2700 dpm.
Again using Eq. (3) to compute the proportion of non-conforming
results or Eq. (2) to compute Cpk provides a too optimistic view of
the method capability.

3.3.3. Other applications

In order to stress the importance to use adequate capability
indices to determine if analytical methods are fit for their pur-
pose, the capability indices Cpk and Cpk-tol were also applied to
several other HPLC-UV methods dedicated to the quality control of
pharmaceutical formulations previously published. The different
HPLC-UV method validations reviewed were dedicated to quantify
loratadine [13], paracetamol and codeine [13], methyl parahydrox-
ybenzoate [21], and to quantify valsartan and hydrochlorthiazide
[21]. For all analytes except methyl parahydroxybenzoate the
acceptance limits were set at [95%; 105%] of the nominal concentra-
tions of the validation standards. For methyl parahydroxybenzoate,
a preservative, the acceptance limits were set at [90%; 110%] of
the nominal concentrations of the validation standards. The val-
ues of Cpk, Cpk-tol and their respective estimations of proportion
of non-conforming results are given in Table 5. As can be seen on
this table, all the Cpk values computed using Eq. (2) are all except
one above the value of 1.33 and 16 out of 24 are above 2 suggest-
ing that these methods are fully capable. This is corroborated by
the corresponding proportion of non-conforming results obtained
using Eq. (3) that are all under 1 dpm except for three cases where
the maximum value of non-conforming result is about 444 dpm.
However Table 5 also stresses that these Cpk values as well as the
proportion of non-conforming results are in fact far too optimistic.
Indeed by looking the value of Cpk-tol, only six Cpk-tol values are
above 1.33 and only half of these last ones are above 2. The maxi-
mum predicted proportion of non-conforming results using Eq. (8)
is about 45,219 dpm which is about one hundred time worth than
the proportion obtained previously with Eq. (3). This tempers the
declaration of these methods as highly capable by comparison to
the common standards values of capability index of 1.33 or 2. These
examples furtherillustrates that using Cpk as a measure of the capa-
bility of the methods with few data such as the amount of data
generated during analytical methods validation or during methods
transfer can be risky and may require further investigations.

Capability indices (Cpk and Cpk-tol) and proportion of non-conforming results (7, and mepi-ro) Obtained for the validation of the HPLC-UV method dedicated to the

determination of acetazolamide (ACZ).

Concentration level (pngmL-1) Cpk Cpk-tol Tepk (dpm)? T cpk-tot (ApmM)?®
0.05 1.82 1.20 0.05 503.90
0.10 1.67 1.08 0.53 956.24
0.15 1.54 1.02 3.84 1811.59
0.20 2.15 1.39 0.00 206.70
0.30 1.85 1.22 2.96E-02 795.37

2 dpm = defects per million results, i.e. proportion of non-conforming results per one million results.



54 A. Bouabidi et al. / Analytica Chimica Acta 714 (2012) 47-56

Table 5

Capability indices (Cpk and Cpk-tol) and proportion of non-conforming results (7, and 7 cpk-to) Obtained from the validation of quantitative HPLC-UV methods previously

published [13,21].

Compound Method Concentration level (%) Cpk Cpk-tol Tepk (dpm)? T cpk-tot (dpm)? Reference
Loratadine HPLC-UV 80 6.26 4.19 0.00 0.12
100 1.93 1.27 0.01 384.26
120 1.67 0.39 0.58 25903.89
Paracetamol HPLC-UV 80 1.17 0.42 44383 32458.99 [13]
100 1.72 0.73 0.24 8177.79
120 5.42 3.57 0.00 0.27
Codeine HPLC-UV 80 1.81 0.71 0.06 9089.11
100 2.05 1.64 0.00 17.24
120 2.33 1.83 0.00 5.41
Methyl parahydroxybenzoate HPLC-UV 60 1.42 0.70 19.31 9910.32
80 2.54 1.24 0.00 844.09
100 3.81 1.89 0.00 128.08
120 3.44 0.94 0.00 2742.61
140 1.78 0.27 0.09 42137.08
Valsartan HPLC-UV 60 3.54 0.48 0.00 12237.81 [21]
80 4.35 0.54 0.00 8616.89
100 3.08 0.39 0.00 18230.32
120 3.14 0.58 0.00 9937.07
140 6.13 4.02 0.00 0.12
Hydrochlorothiazide HPLC-UV 60 2.08 0.26 0.00 40278.59
80 2.09 0.26 0.00 29845.29
100 543 0.79 0.00 4427.34
120 423 1.19 0.00 1117.12
140 1.52 0.21 535 45218.58

2 dpm = defects per million results, i.e. proportion of non-conforming results per one million results.

Table 6 illustrates this difference of behaviour of Cpk and Cpk-tol
applied to results obtained from an HPLC-UV method for the quan-
tification of levonorgestrel in a polymeric matrix [22]. The results
given in Table 6 are coming from the analysis of data obtained dur-
ing two steps of the life cycle of an analytical method. The first step
is the method validation which was performed in 4 series of 4 repe-
titions at three concentration levels 30, 500 and 1000 ng mL~! [22]
while the second step is routine analysis where data were obtained
after 21 runs of analysis that included 6 quality control (QC) sam-
ples prepared at two concentration levels: 30 and 500 ng mL~1 [22].
The method validation involved thus 16 results at each concentra-
tion level, while the routine analysis amounted to 126 results at
each concentration level of the QC samples. What can be seen from
this table is that the over estimation obtained for the capability val-
ues by using Cpk (Eq. (2)) and consequently the underestimation of
the fraction of non-conforming results obtained using Eq. (3) dur-
ing the method validation phase is much less important when the
sample size increases, such as the data obtained during the routine
application of this method. Indeed the Cpk values of the method
validation are almost two times the values of the Cpk-tol. While for
the routine phase, this difference in capability value has almost dis-
appeared. The difference between the two ways of estimating the
proportion of non-conforming results has also greatly diminished
going from the validation phase (only 16 analytical results) to the
routine analyses (126 analytical results).

Table 6

4. Method validation sample size determination

Sample size determination is essential to implement an ade-
quate method validation study. For methods validation the sample
size is constituted of two elements, the number of series and the
number of repetitions per series. The previous simulations (Fig. 1)
have shown that both the costumer risk and the producer risk are
not easily reduced simultaneously. Therefore in order to define a
sample size for method validation, we propose to use a design based
on a compromise. To achieve this, two theoretical Cpk values have
to be chosen. The first one Cpk~ is the minimum value of capabil-
ity the method can have to be declared valid and the second one
Cpk™ is the highest capability value the method should have to be
declared as valid. Second, the probability 7wy that the method will
be declared as valid for Cpk~ has to be defined. Usually 7y~ will
be set relatively low at, e.g. 5% or 10%. Then the probability 7+
that the method will be declared valid for Cpk™ is also specified. For
Tcpk+» the probability will be set relatively high at, e.g. 90 or 95%.
Then, using the simulation framework described in Section 2.3, the
optimal number of series and repetitions to reach these conditions
is searched for. The optimal sample size will be here defined as the
minimum number of total experiments.

As an example let define Cpk~ =0.5 and Cpk™ =2.5 with
Tepk- = 5% and e+ = 90%. This means that the method can be
declared as valid with a true capability value of 0.5 only 5 times out

Capability indices (Cpk and Cpk-tol) and proportion of non-conforming results (7 ¢« and 7pk-o1) Obtained from the validation and the routine use of the HPLC-UV method

dedicated to quantify levonorgestrel [22].

Compound Method life cycle phase Concentration level (ngmL-1) Cpk Cpk-tol Tepk (dpm)? T cpk-tol (Apm)? Reference
Levonorgestrel ~ Validation 30 1.22 0.85 252.34 4720.20 [22]
500 3.16 1.15 0.00 1578.48
1000 4.69 2.11 0.00 70.61
Routine analysis 30 1.24 1.16 205.82 286.16
500 2.75 2.46 0.00 0.00

2 dpm = defects per million results, i.e. proportion of non-conforming results per one million results.
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Table 7
Optimal number of experiments to perform during method validation to ensure that
Cpk~ = 0.5 and Cpk* = 2.5 with ¢y~ = 5% and mg,+ = 90% for specification limits
of £5%.

R Number of repetitions Number of series
0.5 5 3
1.0 4 5
2.0 4 7

of a hundred and a method with a true capability value of 2.5 will be
declared valid 90 times out of a hundred. Table 7 provides the opti-
mal number of experiments to perform during method validation
to ensure these prespecified requirements for 3 different values
of R =02 /o7, with Re (0.5, 1, 2). As can be seen on this table, to
achieve the desired capability values with the defined probability,
the number of series required increases with the value of the ratio
R.Indeed in such situations it is the number of series that is of cru-
cial importance in order to estimate ag with satisfactory precision.
Table 7 also shows that the usual minimum sample size of 3 series of
3repetitions is generally too small. For situation where the repeata-
bility variance O“ev is the greatest source of variability the number of
repetitions should be increased to 5. When the ratio Ris close to 1 or
greater then it is the number of series that should be increased. The
optimal number of experiments to perform in order to validate ana-
lytical methods should be estimated on a case-by-case basis based
on prior information about the magnitude of the variance compo-
nents (e.g. obtained through robust optimisation or pre-validation
experiments). Nonetheless, by following this methodology we pro-
vide a practical framework to achieve this objective using capability
metric.

5. Conclusion

Analytical methods capability evaluation can be a useful
methodology to assess the fitness of purpose of these methods
for their future routine application. However, as shown with the
simulations as well as with the practical examples provided, care
on how to compute the capability indices has to be made. Indeed,
the commonly used formulas to compute capability indices such
as Cpk, will highly overestimate the true capability of the meth-
ods. Especially during methods validation or transfer, there are
only few experiments performed and, using in these situations
the commonly applied capability indices to declare a method as
valid or as transferable to a receiving laboratory will conduct to
inadequate decisions. In this work, an improved capability index,
namely Cpk-tol and the corresponding estimator of proportion of
non-conforming results has been proposed. They have been shown
to greatly increase the estimation of analytical methods capability
in particular in low sample size situations as encountered during
methods validation or transfer. Additionally, the usefulness of this
capability index has been illustrated through several case studies
covering applications commonly encountered in the pharmaceuti-
cal industry.

As shown in the examples of Section 3.3, all common valida-
tion criteria for quantitative assays are needed and evaluated when
using Cpk-tol as decision index to assess methods validity. These
required criteria are trueness, precision (repeatability and interme-
diate precision), valid range, results linearity, LOQ. They are those
required by regulatory requirements such as ICH Q2R1 [9] or ISO
17025 for laboratories accreditations [23]. Nonetheless, method-
ologies for deciding whether a method is valid or not are lacking
in these general guidance documents and it is the responsibility of
the laboratory to choose one decision methodology. This is the pur-
pose of this new Cpk-tol index. This capability index fully matches
the validation parameters. The Cpk-tol includes both trueness and

precision (intermediate precision and hence repeatability). The
protocol for method validation for end-users of the method is to
realise method validation using «validation standards» at different
concentration levels covering the required concentration range for
the routine application of the method, each level should be repeated
this procedure reproduced in several series. A more precise number
of repetitions per series and series could valuably be addressed fol-
lowing the approach to determine sample size proposed in section
4.

In order to both control the costumer risk and producer risk, the
users should use the Cpk-tol index as it controls well the costumer
risk. And based on preliminary information about the method per-
formance (gathered through method development or in method
robust optimisation or in pre-validation studies) define the opti-
mum sample size to reduce the producer risk (Section 4).

Cpk-tol is also related to measurement uncertainty [24,25]. It
includes the remaining source of systematic influence and the ran-
dom influences coming from repeatability experiments, together
with those included in the between series or run conditions. In
addition, it includes the uncertainty of these random influences
through the Student-t statistics as well as the uncertainty of the
remaining systematic influence as demonstrated by Feinberg et al.
[19]. The proportion of non-conforming results can also be seen as
the estimation of the confidence probability connected to the cov-
erage factor used when computing expanded uncertainty (usually
k=2 for 95% confidence probability).

Concerning concentration levels close to the LOQ for instance
in quantitative impurity assays or for trace analysis, the examples
used seem to show that capability decreases when concentration
levels decrease. This observation however depends on the way the
specification limits are set over the concentration range. In the
examples they were set in constant relative values over the concen-
tration range. However, in other situations [10,26], they widening
when concentration levels decrease, thus method capability would
not necessarily seem to worsen for low concentration levels close to
LOQ. Would the method precision be excessive, a possible solution
apart getting back to method development, would be to consider a
result as the average of the analysis of several samples preparations
(at least two). Nonetheless, good design of the validation experi-
ments and especially the selection of the sample size required to
ensure the method is correctly declared valid should be planned a
priori before jumping in the method validation study.

Finally method validation is only a first step in evaluating the
ability of a method to provide reliable results. Assessing the fitness
of purpose of analytical methods in routine analysis is still essential
and mandatory [23,27]. Pre-study validation is in fact a prediction
of the future fitness of purpose of the analytical method [22]. The
state of validity of analytical method has still to be controlled and
verified during the routine use of the method, for instance using
control charts obtained from quality control samples.
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1. Syntheése et conclusion

La validation des méthodes analytiques est une étape obligatoire pour évaluer la capacité des
méthodes développées a fournir des résultats exacts pour leur application de routine. La
validation implique généralement des standards de validation ou des échantillons CQ (de
contrbéle de qualité) qui sont préparés dans un placebo ou dans une matrice reconstituée
composée d'un mélange de tous les ingrédients du médicament, a I'exception de la substance
active ou de la substance a analyser. Toutefois, |'un des principaux soucis de cette approche est
gu'elle peut ne pas prendre en considération une source importante de variabilité qui provient
du processus de fabrication du produit fini comme le mélange, la compression, le chauffage,
I'intensité de la cohésion des particules, ...etc, de tous les ingrédients, y compris la substance

active.

En revanche, le document ICH recommande que «la fidélité devrait étre étudiée en utilisant des
échantillons homogenes authentiques", et ajoute que l'utilisation d'échantillons artificiellement

préparée ne doit étre utilisée que "s'il n'est pas possible d'obtenir un échantillon homogene".

La question qui demeure a la fin de I'étape de validation concerne la transférabilité des
performances quantitatives des standards de validation a des échantillons authentiques réels
du médicament. Puisque la plupart du temps, seuls les échantillons préparés artificiellement

sont utilisés comme des standards de validation dopés.

Le but de ce travail est de répondre partiellement a cette question. Pour y parvenir, trois
études de cas ont été effectuées et trois méthodes d'analyse ont été validées en utilisant des
placebos dopés des standards de validation a plusieurs niveaux de concentration ainsi que sur

des échantillons provenant des échantillons de lots authentiques (comprimés et sirops).

D'abord une méthode spectrophotométrique UV dédiée a la quantification de la metformine
dans des comprimés a été validée en utilisant des standards de validation artificiellement

préparés ainsi que des comprimés réels provenant d’un seul lot industriel.

Page 120



Est-ce que les échantillons placébos imitent bien le comportement réel des lots de fabrication? CHAPITRE VII

Deuxiemement, une méthode HPLC isocratique dédié au dosage du parahydroxybenzoate de
méthyle dans un sirop a base de carbocéstiene a aussi été validée en utilisant a la fois des
standards de validation dopés et le sirop obtenus a partir du processus de fabrication de trois

lots différents.

Enfin, une méthode gradient HPLC-UV visant a quantifier simultanément le valsartan et

I'hydrochlorothiazide en comprimés a également été en méme temps étudiée.

Les résultats de ce travail montrent que, selon le modéle de fonction de réponse utilisé comme
courbe d'étalonnage, il y a plusieurs degrés de différences dans les résultats d’exactitude
obtenus avec les deux types d'échantillons. Néanmoins, I'utilisation des placebos dopés par des
standards de validation simule relativement bien le comportement quantitatif des méthodes

d'analyse avec des échantillons de lots réels.

L'ajout de ces échantillons de lots réels au plan de validation peut aider I'analyste a choisir et a
confirmer la courbe d'étalonnage la plus adéquate et donc a augmenter I'exactitude et la

fiabilité des résultats générés par la méthode lors de son application de routine.
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Analytical methods validation is a mandatory step to evaluate the ability of developed methods to pro-
vide accurate results for their routine application. Validation usually involves validation standards or
quality control samples that are prepared in placebo or reconstituted matrix made of a mixture of all the
ingredients composing the drug product except the active substance or the analyte under investigation.
However, one of the main concerns that can be made with this approach is that it may lack an important
source of variability that come from the manufacturing process. The question that remains at the end of
the validation step is about the transferability of the quantitative performance from validation standards
to real authentic drug product samples.

In this work, this topic is investigated through three case studies. Three analytical methods were val-
idated using the commonly spiked placebo validation standards at several concentration levels as well
as using samples coming from authentic batch samples (tablets and syrups). The results showed that,
depending on the type of response function used as calibration curve, there were various degrees of dif-
ferences in the results accuracy obtained with the two types of samples. Nonetheless the use of spiked
placebo validation standards was showed to mimic relatively well the quantitative behaviour of the ana-
lytical methods with authentic batch samples. Adding these authentic batch samples into the validation
design may help the analyst to select and confirm the most fit for purpose calibration curve and thus
increase the accuracy and reliability of the results generated by the method in routine application.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Prior to the daily application of analytical methods in pharma-
ceutical laboratories for drug products release it is mandatory to
validate them following for instance the ICH recommendations [1].
Analytical method validation usually involves validation standards
or quality control samples that are prepared in placebo or reconsti-
tuted matrix made of a mixture of all the ingredients composing the
drug product except the active substance [2-9]. However, one of the
main concerns that can be made with this approach is that it may
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lack an important source of variability that could come from the
manufacturing process when the final pharmaceutical formulation
of the product is produced. This supplemental source of variabil-
ity can result from the mixing, compressing, blending, heating,
intensity of cohesion of particles, and so on, of all the ingredients
including the active substance performed during production.

In the other hand, the ICH guideline (Q2R1) [1] recommends
that “precision should be investigated using homogeneous, authentic
samples”, and adds that the use of artificially prepared samples must
be used only “if it is not possible to obtain a homogeneous sample”.
Therefore, the question that remains at the end of the validation
step is about the transferability of the quantitative performance
from validation standards to real drug product samples as most of
the times only artificially prepared samples are used such as the
spiked validation standards.

The aim of this paper is to answer partially this question as it
has never been done to our best knowledge. To achieve this, three
case studies have been performed. First a UV spectrophotomet-
ric method dedicated to the quantification of metformin in tablets
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was validated using artificially prepared validation standards as
well as real tablets coming from a single produced industrial batch.
Second, an isocratic HPLC method dedicated to the quantification
of methyl parahydroxybenzoate content in carbocestiene syrup
pharmaceutical formulation was also validated using both spiked
validation standards and authentic syrup obtained from the man-
ufacturing process of three different batches. Finally, a gradient
HPLC-UV method aiming at quantifying simultaneously valsartan
and hydrochlorothiazide in tablets was also similarly studied.

2. Material and method
2.1. Chemicals and solvents

Metformin hydrochloride standard reference, methyl parahy-
droxybenzoate standard reference, valsartan standard reference
and hydrochlorothiazide standard reference were supplied by the
European Pharmacopoeia (Strasbourg, France). Acetonitrile of HPLC
grade was purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Potas-
sium dihydrogen phosphate was purchased from Acros Organics
(Geel, Belgium). Sodium acetate of analytical grade was supplied
from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Deionized water was
generated from a Milli-Q water purifying system (Millipore, Wat-
ford, UK).

2.2. Apparatus

2.2.1. UV determination of metformin

Determination of metformin was performed with an Agilent
UV-VIS 8453E double-beam spectrophotometer (Agilent, Palo-
Alto, CA, USA) at a wavelength of 232 nm using purified water as
blank.

2.2.2. HPLC determination of methyl parahydroxybenzoate

The HPLC system consisted in a LaChrom (Merck-Hitachi, Darm-
stadt, Germany) composed of a quaternary pump L-7100, an
autosampler L-7200, an oven L-7360 and a DAD detector L-7455.
The mobile phase consisted in a 33/67 (v/v) mixture of acetonitrile
and an aqueous buffer at pH 5.0 of sodium acetate and water. The
chromatographic isocratic separation was made with a Nucleosil
C18 column (150 mm x 4.6 mm ID.; particle size: 5 wm; Macherey-
Nagel, Hoerdt, France) and the UV detection was performed at
245 nm. The flow rate was set at 1.5 ml/min and 20 pl of each sam-
ple was injected onto the column. The analysis run time was of
15 min.

2.2.3. HPLC determination of valsartan and hydrochlorothiazide

The same HPLC system as employed for the determination of
methyl parahydroxybenzoate was used. The mobile phase con-
sisted in a mixture of acetonitrile and a phosphate buffer at pH 3.0
prepared with a 1 mM potassium dihydrogen phosphate solution
in deionized water. The pH was adjusted to 3.0 with phosphoric
acid. The chromatographic gradient separation was made with a
Zorbax-SB C18 column (50 mm x 4.6 mm ID.; particle size: 1.8 pum;
Agilent) and the UV detection was performed at 273 nm. The gradi-
ent program is given in Table 1. The flow rate was set at 0.8 ml/min
and 5 pl of each sample was injected onto the column.

2.3. Solutions

2.3.1. UV determination of metformin
a. Sample solution
About 1/5th of the mean weight of 20 tablets is accurately
weighed and transferred into a 100 ml volumetric flask. It is dis-
solved in purified water and diluted up to the mark. Then this

Table 1
Gradient program used for the HPLC-UV method dedicated to the simultaneous
determination of valsartan and hydrochlorothiazide.

Time (min) pH 3.0 phosphate buffer Acetonitrile
0 80 20
8 80 20

10 55 45

30 55 45

31 80 20

40 80 20

solution is further filtered and about 1/100 of this solution is
diluted with purified water.
b. Calibration and validation standards

Calibration standards and validation standards were prepared
at three concentration levels: 80, 100 and 120% of the nominal
target concentration of active substance in the drug product. The
calibration standards prepared in purified water were analysed
in duplicates during three days. Each validation standard pre-
pared in a reconstituted matrix of the formulation (or placebo)
was analysed in triplicates during the same three days, except
the 100% level that was replicated 6 times each day.

2.3.2. HPLC determination of methyl parahydroxybenzoate
a. Sample solution
An accurately weighed sample of about 1.0 g of syrup is trans-
ferred to a 100 ml volumetric flask and diluted up to the mark
with methanol. The same single initial source of syrup was
used for each replicate and in each series to avoid introducing
additional variability potentially coming from the batch hetero-
geneity.
b. Calibration and validation standards
Calibration standards and validation standards were prepared
at five concentration levels: 60, 80, 100, 120 and 140% of the
target nominal concentration of methyl parahydroxybenzoate
in the syrup formulation. The calibration standards prepared in
methanol were analysed once during 3 days. Each validation
standard prepared in a reconstituted matrix of the formulation
(or placebo) was analysed in triplicates during the same three
days, except the 100% level that was replicated 6 times each day.

2.3.3. HPLC determination of valsartan and hydrochlorothiazide
a. Sample solution
Twenty tablets are crushed and a mass equivalent to the mean

mass of a tablet is accurately weighed, dissolved and diluted to
100.0 ml with a 65/35 (v/v) mixture of pH 3.0 phosphate buffer
and acetonitrile. For each replicate and for each series of analysis
the same single initial sample of twenty tablets was used for
the method validation using authentic batch samples in order to
avoid introducing additional variability that may arise from the
batch heterogeneity.

b. Calibration and validation standards

Calibration standards and validation standards were prepared

at five concentration levels: 80, 90, 100, 110 and 120% of the tar-
get nominal concentration of valsartan and hydrochlorothiazide
in the pharmaceutical formulation. The calibration standards
prepared in a 65/35 (v/v) mixture of pH 3.0 phosphate buffer
and acetonitrile were analysed in triplicates during 3 days. Each
validation standard prepared in a reconstituted matrix of the
formulation (or placebo) was analysed in triplicates during the
same three days.

2.4. Validation approach

The validation approach used is the accuracy profile method-
ology [7-10]. This methodology is based on the concept of total
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measurement error or results accuracy, i.e. the simultaneous com-
bination of the systematic error (measured by biases, i.e. method
trueness) and of the random error (measured by RSDs, i.e. method
precision) [1,7-12].

What is required at the end of the validation step is to give
guarantees that each of the future results that the laboratory will
obtain during routine analyses will be accurate enough. Therefore,
to reach this objective, instead of a whole set of statistical tests,
the accuracy profile methodology uses only one statistical decision
methodology, namely a B-expectation tolerance interval for one
way ANalysis Of Variance (ANOVA) model [7-10]. This interval rep-
resents a region where it is expected to find each future result with
a defined probability S specified by the user [13]. The following
B-expectation tolerance interval formula is used [14]:

[L.U] = [~ kéip: 1 + ke (1)

where fi is the mean of the results and k is calculated in order
to have an expected proportion S of the population within this
interval. The formula of this tolerance interval is given by:

(1+p8) JR+1
k= df, —_— 2
Q:(f 5 ) LR (2)
R+1) &2
with df = — . (R+1) and R=2L
(R+/L) -1+ =/L)/JL Ow

where Q:(df, (1+p)/2) is the (1+B)/2th percentile of a Student
distribution with df degrees of freedom. Then, the intermediate
precision variance can be estimated using: 62, = 62 + 67,. 53 is the
run-to-run variance and 65‘, is the within-run or repeatability vari-
ance obtained with ANOVA methodology [15]. ] is the number of
run performed and L the number of replicates per run.

2.4.1. Using spiked placebo validation standards

When the previously described validation approach is applied
at the different concentration levels of the spiked placebo valida-
tion standards, an accuracy profile can be drawn [7-10]. Indeed the
B-expectation tolerance interval is computed at each of these con-
centration levels and the method bias is estimated by deducting to
each mean value the concentration of the validation standard. This
profile is then compared to “a priori” defined acceptance limits. In
the remaining of this work, the acceptance limits were set at +10%
while the probability 8 is fixed at 95%.

2.4.2. Using authentic batch samples
The following authentic batch samples were analysed:

e For the UV determination of metformin: tablets coming from a
batch were analysed 6 times during each of the same days of the
validation standards.

e For the HPLC-UV determination of methyl parahydroxybenzoate:
syrups coming from three different batches were all analysed 6
times during the same days of the validation standards.

e For the simultaneous determination of valsartan and
hydrochlorothiazide by gradient HPLC-UV, tablets coming
from the same batch were analysed in triplicates during the
same days of the validation standards.

The results obtained from the authentic batch samples are also
analysed using the same B-expectation tolerance interval for one
way ANOVA model. Indeed, the authentic batch samples are anal-
ysed in several runs and in several replicates within runs. Then,
to compute total error of the authentic batch samples, the method

bias (8) obtained form the spiked validation standards matching
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Fig. 1. Accuracy profiles of the UV method for the determination of metformin
obtained for the spiked validation standards with the simple linear regression model
(a) and with the linear model forced through the origin and fitted only with the
100.0% calibration level (b) or fitted only with the 120.0% calibration level (c). The
plain line is the relative bias, the dashed lines are the 95% B-expectation toler-
ance limits and the dotted curves represent the acceptance limits (£10%). The dots
represent the relative back-calculated concentrations of the validation standards.
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Fig. 2. Accuracy of the results obtained for the UV method for the determination of metformin for the authentic batch samples (tablets) with the simple linear regression
model, with the linear model forced through the origin and fitted only with the 100.0% calibration level or fitted only with the 120.0% calibration level. The vertical continuous
segments are the 95% f-expectation tolerance intervals obtained with the authentic batch samples, the dashed lines are the 95% B-expectation tolerance limits obtained
with the 100% concentration level of the spiked validation standards and the dotted curves represent the acceptance limits (+10%).

the target nominal concentration of analyte under study in the drug
product is added to this distribution and graphed.

2.5. Computations

All data treatments were realised using e-noval software V3.0
(Arlenda, Liege, Belgium) for the accuracy profile approach and the
B-expectation tolerance intervals computations.

3. Results
3.1. UV determination of metformin

3.1.1. Spiked placebo validation standards

By using the approach proposed by Hubert et al. [8-10], the
method is considered as valid within the range for which the accu-
racy profile is included inside the accuracy acceptance limits set
at £10%. This approach gives the guarantee that each future result
generated by the method will be included within S-expectation
tolerance limits with a user defined guarantee. Here this guarantee
is set at 95.0%.

Three calibration models were investigated, namely the simple
linear regression, the linear regression forced through the origin (0)
and fitted only with the 100% calibration level or fitted only with
the 120% calibration level. Accuracy profiles obtained with these
calibration curves for the validation standards are shown in Fig. 1.

As illustrated in this figure, the method is thus considered valid
over the whole concentration range investigated using a calibra-
tion curve forced through the origin and fitted only with the 100%
level of the calibration standards as the 95% tolerance intervals are
fully included within the +10% acceptance limits (Fig. 1b). All the
validation results obtained with this calibration curve are given in
Table 2.

3.1.2. Authentic batch samples effect

In order to assess the impact of the process on the results accu-
racy, 95% B-expectation tolerance intervals were obtained from
results of the real samples coming from a manufactured batch of
tablets. The same previous calibration models were tested. Fig. 2
shows added to the f-expectation tolerance intervals computed
for the real batch samples those obtained from the 100% con-
centration level of the spiked placebo validation standards. The
B-expectation tolerance intervals were computed with the same
guarantee: 8=95%.

As shown in Fig. 2, there is almost no difference between the
tolerance intervals computed for the real samples (tablets) with
the simple linear calibration model and the one forced through the
origin and only the 100% calibration level. However, for these cal-
ibration models, the method seems more variable when analysing
real tablets than when analysing spiked validation standards
(Fig. 2). Nonetheless the quality of the results generated remains
acceptable. Indeed, the tolerance intervals are still within the +10%
acceptance limits, thus corroborating the conclusion made with the
spiked placebo validation standards. The results of precision and
accuracy obtained with the calibration curve fitted only with the
100% calibration level for the authentic batch samples are given in
Table 3.

When using the linear model forced through the origin and fitted
only with the 120% calibration level it can be seen in Fig. 2 that the
method precision for authentic batch samples is increased. Further-
more for this calibration curve the quality of the results generated
when analysing real tablets and spiked placebos are equivalent.
However it has to be reminded that when using the spiked placebo
validation standards, this calibration curve did not allow to obtain
accurate results at the highest concentration level, thus impairing
the validity of this method when referring to the ICH Q2 require-
ments about the range criterion [1].

3.2. HPLC determination of methyl parahydroxybenzoate

3.2.1. Spiked placebo validation standards

The accuracy profile approach [8-10] has also been used to eval-
uate the validity of the HPLC-UV method for the determination of
methyl parahydroxybenzoate in syrup. The accuracy acceptance
limits were also set at +10% and the minimum probability to
obtain each future result generated by this method within the
+10% acceptance limits is set at 95.0%. Three calibration models
were investigated. They are the simple linear regression, the lin-
ear regression forced through the origin (0) and fitted only with
the 100% calibration level or fitted only with the 140% calibration
level. Accuracy profiles obtained with these calibration curves for
the validation standards are shown in Fig. 3.

All three calibration curves allow the method to be considered as
valid over the whole concentration range investigated. Indeed, the
95% tolerance intervals are fully included within the +10% accep-
tance limits in all cases. The final calibration curve selected was
thus the calibration curve forced through the origin and fitted only
with the 140% level of the calibration standards as it is one of the
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Table 2

Validation results obtained with the spiked placebo validation standards for the UV method for the determination of metformin, for the HPLC-UV method for the determination
of methyl parahydroxybenzoate as well as for the HPLC-UV method for the simultaneous determination of valsartan and hydrochlorothiazide.

Metformin

Methyl parahydroxybenzoate

Valsartan

Hydrochlorothiazide

Calibration curve
Trueness
Concentration level (%)

0-100% linear model

Relative bias (%)

29

0.7

4.6

Metformin

0-140% linear model
Relative bias (%)

0.5

0.5

-04

-0.7
0.6

Methyl
parahydroxybenzoate

0-120% linear model

Relative bias (%)
0.1

0.2

0.0

0.0

-04

Valsartan

0-120% linear model

Relative bias (%)
0.0

0.9

0.0

-0.7

-13

Hydrochlorothiazide

Calibration curve
Precision
Concentration level (%)

60
80
90
100
110
120
140

0-100% linear model

Repeatability/intermediate
precision (RSD, %)

0.2/0.5

1414

0.6/1.4

Metformin

0-140% linear model

Repeatability/intermediate
precision (RSD, %)

2.2[2.2

1.2/1.2

0.8/0.8

0.6/0.9
0.7/1.9

Methyl
parahydroxybenzoate

0-120% linear model

Repeatability/intermediate
precision (RSD, %)

0.1/0.5
0.1/0.4
0.1/0.6
0.2/0.6
0.3/0.3

Valsartan

0-120% linear model

Repeatability/intermediate
precision (RSD, %)

0.1/0.9
0.1/0.7
0.1/0.3
0.2/0.4
0.2/0.9

Hydrochlorothiazide

Calibration curve
Accuracy
Concentration level (%)

0-100% linear model

Relative 95% f-expectation
tolerance interval (%)

0-140% linear model

Relative 95%
B-expectation
tolerance interval (%)

0-120% linear model

Relative 95%
B-expectation
tolerance interval (%)

0-120% linear model

Relative 95%
B-expectation
tolerance interval (%)

60 - [-5.8; 6.8] - -
80 [1.4;45] [-3.0; 4.0] [-2.4; 2.6] [-4.5; 44]
90 - - [-1.8;23] [-2.7; 4.6]
100 [-1.8;3.1] [-2.8;1.9] [-3.0; 3.0] [~1.6; 1.5]
110 - - [-2.5; 24] [-2.0; 0.6]
120 [0.5; 8.6] [~4.1;2.7] [-1.0,02] [-5.6,3.0]
140 - [-8.1,9.3] - -
Table 3

Results obtained for the analysis of the authentic batch samples for the UV method for the determination of metformin, for the HPLC-UV method for the determination of
methyl parahydroxybenzoate as well as for the HPLC-UV method for the simultaneous determination of valsartan and hydrochlorothiazide.

Metformin

Methyl parahydroxybenzoate

Valsartan Hydrochlorothiazide

Calibration curve 0-100% linear model

Precision Batch 1 Batch 1
Repeatability (RSD, %) 0.7 0.4
Intermediate precision (RSD, %) 1.6 1.1
Accuracy

Relative 95% p-expectation [-3.6; 4.9] [-5.2; 4.3]

tolerance interval (%)

0-140% linear model

0-120% linear model 0-120% linear model

Batch 2 Batch 3 Batch 1 Batch 1
0.7 0.9 0.6 0.4

1.1 1.6 0.8 0.8
[-4.2;3.3] [-6.4; 5.5] [-2.3;2.2] [-3.2;3.1]

simplest calibration model, it provides the least bias and leads to
the least extrapolation of results. All the validation results obtained
with this calibration curve are given in Table 2.

3.2.2. Authentic batch samples effect

To evaluate if the spiked validation standard mimic and predict
well the quality of authentic batch sample results, samples coming
from three different batches were analysed. Samples of each batch
were analysed during three different days and in six replicates. The
same calibration models as those evaluated with the spiked placebo
standards were tested. Fig. 4 shows the 95% f-expectation toler-
ance intervals obtained with the authentic batch samples together
with those obtained from the results of the analysis of the 100%
concentration level spiked placebo validation standards as well as
the £10% acceptance limits.

For each calibration model tested, a batch-to-batch variabil-
ity can be observed, as illustrated by the various lengths of the
95% pB-expectation tolerance intervals shown in Fig. 4. What is
also visible in Fig. 4 is that the method is providing less accu-
rate results when analysing authentic batch samples than when
analysing spiked placebo validation standards. All the calibration
models tested are nonetheless providing results of adequate accu-
racy and reliability as all 95% B-expectation tolerance intervals
are included within the +10% acceptance limits. In this exam-
ple, the linear model forced through the origin and fitted only
with the 140.0% calibration level is the model providing results
from authentic batch samples analysis of the best accuracy. This
fully confirms the selection of this model as calibration curve
with the spiked placebo validation standards. The results of pre-
cision and accuracy obtained with this calibration curve for the
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Fig. 3. Accuracy profiles of the HPLC-UV method for the determination of methyl
parahydroxybenzoate obtained for the spiked validation standards with the sim-
ple linear regression model (a) and with the linear model forced through the origin
and fitted only with the 100.0% calibration level (b) or fitted only with the 140.0%
calibration level (c). The plain line is the relative bias, the dashed lines are the 95%
B-expectation tolerance limits and the dotted curves represent the acceptance lim-
its (£10%). The dots represent the relative back-calculated concentrations of the
validation standards.

authentic batch samples are given in Table 3 for the three batches
tested.

3.3. HPLC determination of valsartan and hydrochlorothiazide

3.3.1. Spiked placebo validation standards

For the validation of the HPLC-UV method for the determina-
tion of valsartan and hydrochlorothiazide in tablets, the accuracy
profile approach was applied with acceptance limits also set at
+10% and the probability 8 is set at 95% for both analytes. The
simple linear regression, the linear regression forced through the
origin (0) and fitted only with the 100% calibration level or fitted
only with the 120% calibration level were tested as standard curve.
All these calibration curves allowed guarantee to obtain accurate
results for both analytes over the whole concentration range stud-
ied. The final calibration curve selected was thus the calibration
curve forced through the origin and fitted only with the 120% level
of the calibration standards as it is one of the simplest calibration
model, it provides the least bias and leads to the least extrapolation
of results. All the validation results obtained with this calibration
curve are given in Table 2 and the corresponding accuracy profiles
for valsartan and hydrochlorothiazide are shown in Fig. 5a and b,
respectively.

3.3.2. Authentic batch samples effect

To evaluate if placebo based validation standards mimic well
the behaviour of authentic batch samples, tablets from a batch
were analysed during three days and in triplicate. Fig. 6 shows the
95% B-expectation tolerance intervals obtained with the authentic
batch samples together with those obtained from the results of the
analysis of the 100% concentration level spiked placebo validation
standards as well as the £10% acceptance limits for both analytes
and obtained with the previously selected calibration curve. As can
be seen, the results obtained for valsartan from tablets are less vari-
able than those obtained from the validation standards, while for
hydrochlorothiazide it is the opposite behaviour. The results of pre-
cision and accuracy obtained with this calibration curve for the
analysis of valsartan and hydrochlorothiazide in authentic batch
samples are given in Table 3. Nonetheless, the 95% B-expectation
tolerance intervals of both analytes obtained with the authentic
batch samples are fully included into the £10% acceptance limits,
thus confirming the validity of the method and the selection of the
calibration curve.

4. Discussion

From the three examples shown, it can be seen that adding the
analysis of authentic batch samples as soon as they are available
confirms and strengthens the decision about the validity of the
method. Special care has been done when analysing the authentic
batch samples to reduce as much as possible the increasing vari-
ability that may arise from the batches heterogeneity by using the
same initial sample of tablets or syrups for one analysis to the other,
especially for the two HPLC-UV methods. It therefore annihilates
the increase in variability that may be due to the batch hetero-
geneity. While for the UV spectrophotometric method this was
not done, the increase of variability that may originate from the
batch heterogeneity is moderate. Nonetheless, some differences
in the methods variability were observed between the uses of the
two types of samples in the three case studies. Table 4 shows the
p-values of the statistical tests of differences between the inter-
mediate precision variance obtained for each type of sample for
the three methods. As can be seen, they are all non-significant (p-
values >0.05). This suggests that the differences observed are only
due to the random sampling, and not coming from a special cause,
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Fig. 5. Accuracy profiles of the HPLC-UV method for the simultaneous determina-
tion of (a) valsartan and (b) hydrochlorothiazide obtained for the spiked validation
standards with the linear model forced through the origin and fitted only with the
120.0% calibration level. The plain line is the relative bias, the dashed lines are the
95% B-expectation tolerance limits and the dotted curves represent the acceptance
limits (£10%). The dots represent the relative back-calculated concentrations of the
validation standards.

thus confirming that, for these examples, the validation standards
mimicked adequately the authentic batch samples.

None of the case studies depicted in this work showed the situ-
ation where the analysis of authentic batch impairs the conclusion
of validity obtained with the validation standards. In such a situa-
tion, the regulatory guideline ICHQ2R1 [1] is the rule and should be
followed. As this document requires to validate the method over
a concentration range (e.g. 80-120% for the active substance in a
drug product), that is only achievable using validation standards,
the validity of the method should be defined by the analysis of those
placebo based validation standards. Similarly the selection of the
adequate standard curve should be defined when using validation
standards. The use of authentic batch samples is here seen as a
valuable confirmation of the method validity.

However, when the analysis of the authentic batch samples does
not confirm the validity of the method, investigation of the ori-
gins of this failure should be realised as it leaves doubts about
the usefulness of the method. Sources of these differences may
arise from the sample preparation of the authentic batch samples.
Indeed, this step is not necessarily present or similar when using
placebo based validation standards. For instance some sources of
additional variability may come from the segregation of electro-
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Fig. 6. Accuracy of the results obtained for HPLC-UV method for the simultaneous
determination of valsartan and hydrochlorothiazide for the authentic batch samples
(tablets) with the linear model forced through the origin and fitted only with the
120.0% calibration level. The vertical continuous segments are the 95% -expectation
tolerance intervals obtained with the authentic batch samples, the dashed lines are
the 95% B-expectation tolerance limits obtained with the 100% concentration level
of the spiked validation standards and the dotted curves represent the acceptance
limits (£10%).
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Table 4

p-Values obtained for the test of differences in variances obtained with the placebo spiked validation standards versus the authentic batch samples for each analyte studied:

metformin, methyl parahydroxybenzoate, valsartan and hydrochlorothiazide.

Analyte Method Calibration curve Batch no p-Value
Metformin Spectrophotometric-UV Linear 0-100% 1 0.404
1 0.729
Methyl
HPLC-UV Linear 0-140% 2 0.712
parahydroxybenzoate 3 0232
Valsartan HPLC-UV L 0-120% 1 0.365
Hydrochlorothiazide - ineart- 0.152

static analytes when vigorously crushing tablets, from variability of
the dissolution of the authentic samples, from the additional steps
of filtration or even from inadequate homogenisation of the initial
sample. Another additional source of variability could come from
the matrix of the placebo based validation standards that may not
match perfectly the one of the authentic batch samples.

The aim of adding to the method validation the analysis of
authentic batch samples is to increase the confidence the analysts,
laboratory, patients as well as regulatory bodies can have in the
results generated by the analytical method under study.

5. Conclusions

Through the three examples presented in this work, the use of
authentic batch samples (tablets or syrups) has been shown to valu-
ably increase the reliability of the decision to declare an analytical
method valid using only spiked placebo validation standards. Using
authentic batch samples for the evaluation of results accuracy has
been shown feasible. This study further illustrated that, depending
on the type of response function used as calibration curve, there
were various degrees of difference in the methods performance
between the two types of samples: spiked validation standards
and authentic batch samples. Thus adding these last samples into
the validation design may help the analyst to select the most fit
for purpose calibration curve and thus increase the reliability of
the results generated by the method in routine application. Finally,
using reconstituted validation standards seems a coherent practice
for analytical methods validation as it has been shown in this work
that they mimicked relatively well the behaviour of authentic batch
samples. Although this last statement may not be applicable to all
situations, the inclusion of authentic batch samples in any analyti-
cal method validation step would efficiently help analyst to answer
the question about the transferability of the validity of a method
from spiked validation standards to authentic batch samples.
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1. Conclusions

Dans le but d'améliorer la fiabilité des décisions fondées sur les résultats d'analyse, ce travail
s’est focalisé sur une étape primordiale du cycle de vie des méthodes analytiques pour les
industries pharmaceutiques, a savoir la validation analytique. Son réle est majeur en raison

de sa position stratégique dans ce cycle.

En effet, c’est la toute dernieére phase ou la fiabilité et donc I’exactitude des résultats qui
seront générés par ces méthodes peut étre évaluée avant leur application en routine. Les
décisions quotidiennes prises au sujet de la libération d'un lot sur le marché, la
bioéquivalence de deux formulations pharmaceutiques ou la déclaration qu'un patient est
ou n’est pas en bonne santé dépend directement de la confiance qu'on a sur les résultats
générés. La fiabilité est évaluée par I'exactitude des résultats en accord avec les besoins

spécifiques du client ou de I'utilisateur final.

La validation est généralement réalisée en évaluant les critéres habituels de validation et en
les comparant a des niveaux acceptables: c'est ce qu'on appelle les approches classiques de

validation des méthodes analytiques.

Par opposition, une autre approche étudiée dans ce travail est différente des autres
approches classiques car avec elle, il n'est plus question d’évaluer les performances de la
méthode telles que la justesse ou la fidélité, mais plutot la fiabilité des résultats obtenus
avec ces méthodes d'analyse. Les parametres de performance de la méthode sont toujours
utilisés, mais I'attention n'est plus centrée sur eux. Cette approche est connue sous le nom

de profil d’exactitude ou d’erreur totale.

Méme si les criteres de validation sont bien connus dans les documents réglementaires tels
qgue ceux issus de ICH (2005), de la FDA (2001), d’'EURACHEM, .... une étude détaillée et
comparative a été réalisée concernant leurs définitions, leurs interprétations, les plans
expérimentaux et les critéres d’acceptation de chaque critére et ce en raison des
nombreuses incohérences disponibles dans ces documents réglementaires. En effet, ces

critéres doivent étre évalués tout en gardant a l'esprit que I'objectif de la phase de validation
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devrait étre lié au véritable objectif de chague méthode d'analyse quantitative: obtenir des
résultats exacts. Parmi les premiers points principaux soulignés se trouve la divergence
existante dans ces textes quant aux criteres de linéarité, qui exprime la relation entre la vraie
concentration en analyte dans les échantillons et les résultats obtenus en utilisant la
méthode analytique, et la fonction de réponse, étant la relation entre la concentration
d'analytes dans I'échantillon et le signal de réponse du détecteur utilisé. De méme, le
deuxiéme point principal est de mettre en évidence les différences entre la justesse et la
fidélité de la méthode et I'exactitude des résultats. Seul ce dernier critére réveéle la fiabilité

des résultats.

Par ailleurs, une analyse critique des différentes approches classiques versus I'approche du
profil d’exactitude a été réalisée en les appliquant a des exemples pratiques de dosage de

principe actif dans le médicament.

Dans la nouvelle méthodologie de validation présentée tout au long de cette these, la
guestion de la qualité des résultats futurs est soulignée, puisque l'objectif méme d'une
procédure d'analyse est de fournir des résultats. L'accent est donc mis sur la "satisfaction
client": le profil d'exactitude consiste a fixer le pourcentage minimal prévu des résultats
futurs a inclure a l'intérieur des limites d'acceptation fixées a priori. En outre, il a été
démontré que cette approche peut s'appliquer a tout type de procédures analytiques
rencontrées dans l'industrie pharmaceutique via différentes études de cas incluant

différentes matrices existantes pour le médicament.

Considéré comme des processus de petite taille et afin de tenter de mesurer a nouveau la
performance des méthodes d’analyse déja validées par I'approche de profil d’exactitude,
une étude de capabilité a été réalisée en adaptant l'indice de capabilité Cpk, utilisé
couramment pour les processus de fabrication, au contexte des méthodes analytiques en

proposant un nouvel indice spécifique a ces procédés.

Généralement, la validation implique des standards de validation ou des échantillons de

controle de qualité (CQ) qui sont préparés dans un placebo ou dans une matrice
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reconstituée. Toutefois, I'un des principaux soucis de cette approche est qu'elle peut ne pas
prendre en considération une importante source de variabilité qui provient du processus de
fabrication du produit fini. La derniére partie de ce travail a donc essayé de répondre
partiellement, et pour la premiere fois, a la question de transférabilité des performances
guantitatives des standards de validation a des échantillons authentiques réelles du
médicament, puisque la plupart du temps seuls les échantillons préparés artificiellement

sont utilisés comme des standards de validation dopés.

Une étape principale du cycle de vie des méthodes analytiques a été étudiée dans cette
thése. L'amélioration de la qualité prédictive de la méthodologie étudiée pour évaluer la
validation de la méthode nous aidera certainement a améliorer la fiabilité des résultats
obtenus par la méthode d'analyse et a accroitre la confiance dans les décisions critiques

subséquentes qui sont faites avec leur aide.

2. Perspectives

Les résultats présentés dans cette thése de doctorat sont une petite partie de ce qui pourrait
étre fait dans le cadre de I'évaluation de la fiabilité des résultats obtenus par des méthodes
analytiques au long de leur cycle de vie. La validation de la méthode est un bon point de
départ. Néanmoins, il existe plusieurs autres questions qui n'ont pas été traitées et qui

pourraient faire I'objet de recherches futures.

La continuité ciblée de cette recherche pourrait se focaliser en particulier sur I'étude de
'universalité de cette approche en l'appliquant a différentes méthodes et matrices
rencontrées dans d’autres domaines d’activité tels que I'industrie agroalimentaire et autres

industries de chimie.

Page 126



Conclusions & Perspectives CHAPITRE Vil

Dans le méme contexte général, d'autres perspectives potentielles de recherches peuvent
étre envisagées:
* Etude critique des différentes pratiques, parfois erronées, rencontrées dans les

laboratoires de contréle.

* Développer et proposer des protocoles standards pour la validation des méthodes
analytiques des différentes tests dans I'industrie pharmaceutique : tests des impuretés,

de dissolution .....

* Proposer des limites d’acceptation de ces méthodes toujours en relation avec I'objectif
des méthodes et ce afin de combler les lacunes dans les guidelines concernant ces

limites

* Orienter nos recherches vers un autre type de méthodes analytiques, celles semi-

guantitatives et, en particulier, vers la validation de ces méthodes ou leur transfert.

Tous ces travaux futurs, combinés avec la présente thése, pourraient avoir une finalité
commune: ouvrir la voie vers le principe de la qualité totale exigée par l'industrie, et en
particulier l'industrie pharmaceutique, tout en améliorant la confiance entre le
consommateur et les acteurs économiques vers les principales décisions prises a |'aide des

méthodes analytiques.
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Résumé:

Les résultats issus des méthodes analytiques ont un réle essentiel dans de nombreux
domaines suite aux décisions qui sont prises sur leur base, telles que la détermination de la
qualité et la quantité des principes actifs, des spécialités pharmaceutiques, des nutriments
ou autres échantillons tels que ceux d’origine biologique impliqués dans les études
pharmacocinétiques ou de biodisponibilité et bioéquivalence. La fiabilité des résultats
analytiques est primordiale dans ce contexte et ils doivent surtout étre en accord avec les
besoins des utilisateurs finaux, et ce pour s’assurer de la fiabilité des résultats qui seront

fournis lors des analyses de routine.

Pour assurer cette fiabilité, la validation des méthodes analytiques est donc d'une
importance primordiale. La validation des méthodes analytiques est une des étapes
essentielles dans le processus intégral de démonstration de la fiabilité des résultats
analytiques qui seront générés par ces méthodes dans leurs utilisations quotidiennes. En
outre, l'interprétation et I'évaluation des résultats d'analyse au cours de cette étape-clé
doivent étre fondées sur des bases statistiques. Sinon, I'importance et |'utilité des résultats

d'analyse obtenus pour la prise de décision restent non clairs.

On est confronté a plusieurs approches de validation analytique dans la littérature et dans

les différents textes réglementaires.

L'objectif principal de cette these est de comparer ces différentes approches en théorie
comme en pratique, afin de statuer sur la fiabilité des décisions prises, par chaque approche,
au moyen des résultats obtenus durant la validation des méthodes analytiques.

Pour atteindre cet objectif, nous avons tout d’abord reprécisé I'objectif de toute méthode
analytique quantitative et de sa validation .Nous avons ensuite réalisé une étude
comparative des différents textes réglementaires en dégageant les erreurs et confusions
incluses dans ces documents et en particulier leurs implications pratiques lors de I’évaluation

de la validité d’une méthode.
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Résumé

Compte tenu de ces constatations, une nouvelle approche pour évaluer la validité des
méthodes analytiques quantitatives a été proposée et détaillée d’'un point de vue
statistique. Elle se base sur I'utilisation d’'une méthodologie statistique utilisant un intervalle
de tolérance de type « B-expectation » qui a été transposée en outil de décision final appelé
profil d’exactitude. Ce profil permet de garantir qu’'une proportion définie des futurs
résultats qui seront fournis par la méthode lors de son utilisation en routine sera bien inclue

dans des limites d’acceptation fixées a priori en fonction des besoins des utilisateurs.

A cet effet, une étude comparative pratique entre cette approche et les différentes
approches classiques existantes dans le domaine analytique a été réalisée. Puis une
illustration de I'universalité potentielle de cette méthodologie a été faite a travers
I'application de différentes méthodes d’analyse rencontrées dans le domaine
pharmaceutique ainsi qu’une étude de capabilité des méthodes d’analyse, validées par cette
approche, en les considérant comme des procédés a part entiére et en proposant de
nouveaux indices de capabilité adaptés a ce genre de procédés. Enfin, une étude de
certaines pratiques rencontrées dans les laboratoires d’analyse a été faite ;celle qui consiste
a l'utilisation des placebos en tant que standards de validation a la place des échantillons

réels issus de la fabrication en routine.
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Abstract

The analytical methods’ results play a crucial role in many areas on the decisions made on
their basis, such as determining the quality and quantity of active ingredients of drug
products, the quality of food or in assessing pharmacokinetic studies or bioavailability and
bioequivalence. The reliability of analytical results is paramount in this context, as it should
certainly meet the needs of end users, in order to ensure the reliability of the conclusions

taken with them.

To attain this reliability, the validation of analytical methods is therefore of chief importance.
Validation of analytical methods is one of the essential steps in the entire process of
demonstrating reliability of analytical results that will be generated by these methods in
their routine use. In addition, the interpretation and evaluation of test results during this
step should be based on a statistical basis. Otherwise, the importance and usefulness of the

analytical results for decision making is irrelevant.

We are acquainted to several analytical validation approaches in both the literature and in
various regulations’ text. The main objective of this thesis is to compare these various
approaches in theory and in practice, in order to determine the reliability of the decisions

taken by each of them.

To achieve this goal, we first redefined the aim of any quantitative analytical method and of
their validation. We then conducted a comparative study of various regulations by
identifying errors and confusions included in these documents and in particular their

practical implications when assessing the validity of a method.

Given these findings, a new approach for assessing the validity of quantitative analytical
methods have been studied and enlarged a statistical point of view. It is based on a
statistical methodology using a "B-expectation"” tolerance interval that is incorporated into
final decision-making tool called accuracy profile. This profile ensures that a specified
proportion of the future results that will be provided by the method during its routine use is

well included in the acceptance limits fixed a priori according to the users needs.
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Résumé

For this purpose, a practical comparative study between this approach and different
conventional approaches existing was performed. Then an illustration of the potential
universality and versatility of this methodology has been made through its application of
different analytical methods encountered in the pharmaceutical field. Also a new capability
index has been proposed that is suitable for the assessment of an analytical method
capability in the context of its validation. Finally, a study of certain practices encountered in
laboratories was made, which involves the use of placebos as validation standards instead of

actual samples from the manufacturing routine.
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