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1 PARTIE I :
GENERALITES SUR LES
METHODES D’ANALYSES



CHAPITRE I : CONTEXTE ET OBJECTIFS

Chapitre I : Contexte et objectifs
I.1. Objectifs.

But pédagogique : Conforme aux programmes officiels du LMD, ce polycopié de cours en
Validation des méthodes analytiques s’adresse aux étudiants de Master de 1’enseignement
supérieur en Biochimie, microbiologie, Sécurité agroalimentaire et assurance de la qualité,
biologie moléculaire et controle de la qualité. Ce document décrit le processus relatif a la

vérification/validation et 1’actualisation d’'une méthode d’analyse.

Le role des méthodes d'analyse physiques, chimiques et biochimiques dans la recherche est
trés important. Les analytes, peuvent étre mesurés a 1’aide de méthodes cliniques ou
biologiques. Les changements permettent de mesurer I’impact sur le ou les résultats obtenus. Il
est de la responsabilité de l'analyste de choisir les variantes a utiliser. Une fois qu’une méthode
a été mise en place, il est important de I’affiner et de I’évaluer pour déterminer sa pertinence

par rapport aux objectifs de recherche.

Dans les secteurs de la production chimique, pharmaceutique, agroalimentaire et autres
domaines industriels, ou la chimie analytique est un domaine omniprésent présent dans divers
aspects de la vie quotidienne. L'utilisation de méthodes analytiques est cruciale pour garantir
la qualité et la fiabilité d'un produit donné. Les résultats de fabrication sont les indicateurs
clairs et visibles qui permettent d’assurer la sécurité des clients. Actuellement, I'accent est
mis sur la précision des mesures en métrologie. Le résultat de ce processus est un ensemble
de critéres qui nécessitent la vérification des méthodologies d’analyse et 1’évaluation des
techniques d’estimation. Les besoins de la clientele étant de plus en plus exigeants, le niveau
d’incertitude s’est accru. Mais cette augmentation de I’incertitude a également permis de
répondre a ces demandes. L’accent est mis sur le respect de normes et d’exigences

prédéterminées.

Le contenu ne se limite pas a une explication brute des méthodes de validation des essais,
mais il montre tout ce qu'il faut savoir faire avant, autour et aprés la mise en ceuvre du protocole
expérimental et dont I’objectif principal est de démontrer que la méthode utilisée au laboratoire

est apte a I’emploi prévu.

Lorsqu’un laboratoire utilise une méthode d’analyse, il peut appliquer un protocole

comprenant plusieurs étapes.
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+ Etape 1 : la rédaction d’un mode opératoire associée & I’adoption d’une méthode normalisée
ou au développement d’une méthode interne.

& FEtape 2 : la rédaction d’un dossier de vérification des performances d’une méthode dans
une ¢tude d’évaluation initiale des performances pour décider du transfert de la méthode en
routine ou de ’amélioration de la méthode.

+ FEtape 3 : la mise en place d’un contrdle qualité

+ FEtape 4 : la rédaction d’un dossier d’estimation des incertitudes de mesure.

Développement ou adoption
d’une méthode

l

Etape de validation initiale

l

Mise en ceuvre et application du
systéme de controle qualité —> Estimation de I'incertitude

FIGURE 1: PROCESSUS D’UNE METHODE ANALYTIQUE

I.2. Champs D’application: Ce document s’adresse au personnel technique et aux
responsables d’activités des secteurs analytiques, aux doctorants qui montent des protocoles

expérimentaux

1.3. Définition Des Termes

> Domaine de mesure ou intervalle de mesure

Set of values of measurands for which the error of a measuring instrument is intended

to lie within specified limits.

[Ensemble de valeurs de mesurandes pour lesquelles [’erreur d’un instrument de mesure

reste a l’intérieur de limites spécifiées]
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Ensemble des valeurs de grandeurs d'une méme nature qu'un instrument de mesure
ou un systeme de mesure donné peut mesurer avec une incertitude instrumentale

spécifiée, dans des conditions déterminées

NOTE 1: Dans certains domaines, le terme anglais est “measuring range” ou
“measurement range”. En frangais, le terme « étendue de mesure » est parfois

improprement employé.

NOTE 2 : 1l convient de ne pas confondre la limite inférieure d'un intervalle de mesure
avec la limite de détection.

[1l ne faut pas confondre « intervalle de mesure » et « étendue de mesure ». par exemple,
pour un instrument capable, au sens de la définition ci-dessus, de réaliser des mesurages

sur un intervalle de mesure de 5 a 50 ppm, son étendue de mesure sera de 50-5=45 ppm.]

> Exactitude

Etroitesse de I'accord entre une valeur mesurée et une valeur vraie d'un mesurande
NOTE 1 :L'exactitude de mesure n'est pas une grandeur et ne s'exprime pas
numériquement. Un mesurage est quelquefois dit plus exact s'il fournit une plus petite
erreur de mesure.

NOTE 2 : 1l convient de ne pas utiliser le terme « exactitude de mesure » pour la justesse
demesure et le terme « fidélité de mesure » pour l'exactitude de mesure. Celle-ci est
toutefoisliée aux concepts de justesse et de fidélité.

NOTE 3 : L'exactitude de mesure est quelquefois interprétée comme 1'étroitesse de 1'accord
entre les valeurs mesurées qui sont attribuées au mesurande.

[Le document ICH Q2(R1) : 2005 fait une confusion entre « justesse » et « exactitude ».

Leconcept d’exactitude est qualitatif alors que le concept de justesse est quantitatif.]

> Fidélité intermédiaire

Intermediate precision expresses within-laboratories variations: different days, different
analysts, different equipment, etc.
[La fideélite intermédiaire exprime les variations intra-laboratoires: différents jours, différents

analystes, équipement différent, etc.]
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> Justesse

Etroitesse de 1'accord entre la moyenne d'un nombre infini de valeurs mesurées
répétées et une valeur de référence.

NOTE 1 : La justesse de mesure n'est pas une grandeur et ne peut donc pas s'exprimer
numériquement, mais 1'ISO 5725 donne des caractéristiques pour I'étroitesse de I'accord.
NOTE 2 : La justesse de mesure varie en sens inverse de l'erreur systématique mais n'est
pas liée a I'erreur aléatoire.

NOTE 3 : 1l convient de ne pas utiliser le terme « exactitude de mesure » pour la justesse

demesure et vice versa.

> Limite de détection

Valeur mesurée, obtenue par une procédure de mesure donnée, pour laquelle la
probabilité de déclarer faussement I'absence d'un constituant dans un matériau est

B, étant donnée la probabilité a de déclarer faussement sa présence.

NOTE 1 : L'UICPA recommande des valeurs par défaut de a et B égales a 0,05.
NOTE 2 : (Applicable uniquement au texte anglais).
NOTE 3 : Le terme « sensibilité » est a proscrire au sens de limite de détection.

> Limite de quantification

Lowest amount of analyte in a sample which can be quantitatively determined with

suitable precision and accuracy.

[Plus petite quantité d’élément a analyser dans un échantillon qui peut étre déterminé

quantitativement avec une fidélité et une justesse appropriée.]

Quantification limits are performance characteristics that mark the ability of a

chemical measurement process to adequately ‘quantify’ an analyte.

Note: The ability to quantify is generally expressed in terms of the signal or analyte
(true) value that will produce estimates having a specified relative standard deviation

(RSD), commonly 10%.
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[Les limites de quantification sont des caractéristiques de performance qui indiquent
["aptitude d’un processus de mesure chimique a quantifier un élément a analyser de

maniere adéquate.

Note : ’aptitude a quantifier est généralement exprimée par le niveau du signal ou la
valeur (vraie) de 1’éléement mesuré qui produit des estimations dont [’écart-type relatif est
spécifié, généralement 10%.

Ainsi . LO=kQx QO ou LQ est la limite de Quantification, Q est l’écart-typea ce
point et kQ est le coefficient multiplicateur dont l'inverse est égal a [’écart-type relatif

sélectionné. La valeur par défaut IUPAC pour kQ est de 10.]

> Linéarité

Ability of the method to obtain test results proportional to the concentration of
analyte.
[Aptitude d’une méthode a obtenir des résultats proportionnels a la concentration de

[’élément a analyser.]

» Fidélité

Etroitesse de 1'accord entre les indications ou les valeurs mesurées obtenues par des
mesurages répétés du méme objet ou d'objets similaires dans des conditions

spécifiées.

NOTE 1 : La fidélité est en général exprimée numériquement par des caractéristiques telles

que I'écart-type, la variance ou le coefficient de variation dans les conditions spécifiées.

NOTE 2: Les conditions spécifiées peuvent étre, par exemple, des conditions de
répétabilité, des conditions de fidélit¢ intermédiaire ou des conditions de reproductibilité

(voir ISO 5725-3:1994).

NOTE 3 : La fid¢lité sert a définir la répétabilité de mesure, la fidélité intermédiaire de

mesure et la reproductibilité de mesure.

NOTE 4 : Le terme « fidélité de mesure » est quelquefois utilis¢ improprement pour

désigner l'exactitude de mesure.



CHAPITRE I : CONTEXTE ET OBJECTIFS

> Robustesse

The robustness of an analytical procedure is a measure of its capacity to remain
unaffected by small, but deliberate variations in method parameters and provides an

indication of its reliability during normal usage

[La robustesse d’une méthode analytique est une mesure de sa capacité a ne pas étre
affectée par des variations de faible amplitude mais délibérée des parameétres de la

méthode et qui produit une indication de sa fiabilité dans son usage normal.]
» Rugosité

Ruggedness test is an intra-laboratory study to study the behaviour of an analytical
process when small changes in the environmental and/or operating conditions are
made, akin to those likely to arise in different test environments. Ruggedness testing
allows information to be obtained on effects of minor changes in a quick and

systematic manner.

[Un test de robustesse est une étude intra laboratoire visant a étudier le comportement
d’une méthode d’analyse lorsqu’on provoque de faibles changements de [’environnement
et/ou des conditions opératoires semblables a celles pouvant se produire dans des
environnements de travail différents. Le test de rugosité permet d’obtenir des informations

sur les effets de changements mineurs d 'une maniere rapide et systématique.]

» Sensibilité
Quotient de la variation d'une indication d'un systéme de mesure par la variation
correspondante de la valeur de la grandeur mesurée

NOTE 1 : La sensibilité peut dépendre de la valeur de la grandeur mesurée.

NOTE 2 : La variation de la valeur de la grandeur mesurée doit étre grande par rapport a

la résolution

> Sélectivite

Propriété d'un syst¢éme de mesure, utilisant une procédure de mesure spécifiée, selon
laquelle le systéme fournit des valeurs mesurées pour un ou plusieurs mesurandes, telles
que les valeurs de chaque mesurande sont indépendantes des autres mesurandes ou

d'autres grandeurs dans le phénomene, le corps ou la substance en cours d'examen
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NOTE 1 En physique, il y a un seul mesurande ; les autres grandeurs sont de méme nature

que le mesurande et sont appliquées a l'entrée du systéme de mesure.

NOTE 2 En chimie, les grandeurs mesurées impliquent souvent différents constituants
dans le systéme en cours de mesurage et ces grandeurs ne sont pas nécessairement de méme

nature.

NOTE 3 En chimie, la sélectivité¢ d'un systétme de mesure est généralement obtenue pour
des grandeurs associées a des constituants sélectionnés dont les concentrations sont

dans des intervalles déterminés.

NOTE 4 Le concept de sélectivité en physique (voir Note 1) est voisin de celui de

spécificité, tel qu'il est quelquefois utilisé en chimie.
» Spécificité

Ability to assess unequivocally the analyte in the presence of components which may
be expected to be present. Typically these might include impurities, degradants,

matrix, etc.

[Capacité a évaluer sans équivoque [’élément a analyser en présence de composants
susceptibles d’étre présents. Cela peut typiquement inclure les impuretés, les produits de

dégradation, la matrice, etc.]



CHAPITRE II : Rappels sur les statistiques de base

CHAPITRE 11 : Rappels sur les statistiques de base

I1.1. Moyenne arithmétique

La moyenne arithmétique x fixe la position autour de laquelle se dispersent les résultats.

C’est la valeur la plus représentative des résultats observés.

2 X

i =

X =

11.2. Le biais

Est représenté par la formule : x— Réf qui mesure la justesse par rapport a une valeur de

référence acceptée, notée Réf.

IL.3. Ecart-type

L’écart-type s indique la dispersion des résultats autour de la moyenne.

C’est I’écart quadratique moyen d’une valeur observée par rapport a la moyenne.

1] 17—
S=Sn—1= 1 Z(X-Xi)z
n-4i=1
I1.4. Coefficient de variation
Le coefficient de variation ou écart-type relatif : CV = RSD = S exprimé en %.
X

C’est un critére d’appréciation de la dispersion par rapport a la moyenne.
On utilise le coefficient de variation lorsque 1’écart-type varie en fonction de la moyenne des

résultats et que 1’on veut comparer plusieurs dispersions de résultats.
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I1.5. Variance

La variance est égale a 1’écart-type au carré, Var = s°.
C’est une invention mathématique car la variance a des propriétés mathématiques, par

exemple : les variances « indépendantes » peuvent s’ajouter mais pas les écart-types.

I1.6. Facteur de surdispersion u*

u "~ correspond a un parametre de la loi binomiale négative qui est la distribution statistique

particuliére des comptages.

U~ est défini par la variation supplémentaire du caractere aléatoire d’une loi de Poisson.

— s
Pour des comptages répétés, on calcule: x , s et CV = =en %
X

> ul=CV?*-

= |-

> Si CV?—= <0 alors la dispersion des résultats est inférieure a la dispersion due
X

. . . .1 2 ,. .
a laloi de Poisson et on considére alors que # ~ =0 dans le calcul de I’incertitude.

I1.7. Les tests de valeurs aberrantes
I1.7.1 Le test de Grubbs
L’objectif de ce test est de vérifier I’existence de données ou de moyennes aberrantes.

On l’interprete a I’aide de la table de Grubbs.

TABLEAU 1 TEST DE GRUBBS
TEST DE GRUBBS
Nombre de séries : p = p
Test simple conclusions
Critére minimum observé : G| = Gi
Critére maximum observé : Gp = Gp
limite pour un risque de 1% : Cyo, = Cio
limite pour un risque de 5% : Cso, = Csv

10
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1. Pour les données d’une série ou pour les moyennes de chaque série, on appelle x; la

valeur la plus basse et x, la valeur la plus grande.

2. Test simple :

Avec X la moyenne et s I’écart-type des données
3. On lit les valeurs limites dans la table de Grubbs selon p, 5% et 1%.

4. Si un des rapports est supérieur a la valeur de la table au risque de :

Sinon il n’y a pas de valeurs aberrantes.

e pour vérifier si la plus petite valeur est aberrante, on calcule G =

X

e pour vérifier si la plus grande valeur est aberrante, on calcule G, =

1%, la valeur correspondante est considérée comme « aberrante »

5%, la valeur correspondante est considérée comme « suspecte »

TABLEAU 2 : TABLE DE GRUBBS

Valeur critique du test de Grubbs

Valeur critique du test de Grubbs
effectif 5% 1%
3 1,155 1,155
4 1,481 1,496
5 1,715 1,764
6 1,887 1,973
7 2,020 2,139
8 2,126 2,274
9 2,215 2,387
10 2,290 2,482
1 2,355 2,564
12 2,412 2,636
13 2,462 2,699
14 2,507 2,755
15 2,549 2,806
16 2,585 2,852

effectif 5% 1%
17 2,620 2,894
18 2,651 2,932
19 2,681 2,968
20 2,709 3,001
21 2,733 3,031
22 2,758 3,060
23 2,781 3,087
24 2,802 3,112
25 2,822 3,135
26 2,841 3,157
27 2,859 3,178
28 2,876 3,199
29 2,893 3,218
30 2,908 3,236

11
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I1.7.2 Le test de Cochran

Le test de Cochran permet de tester ’homogénéité de p variances issues de n répétitions.

11 est utilis¢ dans I’analyse de la variance ou dans le calcul d’une fidélité moyenne pour repérer

une variance aberrante parmi plusieurs variances.

Son principe est de comparer si le rapport de la variance la plus élevée a la somme des variances

est compatible avec I’hypothese d’égalité des variances.

TABLEAU 3: TEST DE COCHRAN : HOMOGENEITE DES VARIANCES

TEST DE COCHRAN : homogénéité des variances

Nombre de séries : p = p
Nombre de répétitions par série : n=|n
Critére observé : Cops = Cobs conclusion
limite pour un risque de 1% : Cio, = | Cio

limite pour un risque de 5% : Cso, = | Cso

Soit p le nombre de variances calculées et n le nombre de répétitions issues de chaque

variance.

On calcule le critére C observé issu des écarts-types observés si et de 1’écart-type

maximum obtenu Simax -

Cobs:S2 / islz
i=1

max

On lit les valeurs limites dans la table de Cochran selon p, n, 1% et 5%.

H. est rejetée Zone de doute H, est acceptée

Valeur critique ., Valeur critigue... 4

12
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Par approximation de la loi de Fisher, Cas, =

Fa/p[n_1;(n_1)(p_1)]

p-1+F

[(h=1(n=-T)(P-T)]

Ou: Faw(ddll ; dd12) est la valeur unilatérale de la loi de Fisher a ddl1 et dd12 degrés

de liberté et par rapport a un risque a%.
La fonction ’EXCEL « INVERSE.LOLF » donne la valeur Fae,(ddl1 ; dd12).
Tableau 04 : tableau de Fisher

4. Cobs > Ci

2

=> la variance S max est considérée comme « aberrante »

n n=13 =
Pl 7% 5% | 1% | 5% | 1% | 8% | 1% | 5%
2 | — | — | oo | o9 | ooma | ome | 0959 | 0906
v | osss | ose7 | oo | osn | osss | 0798 | 083 | 0746
¢ | ooee | o6 | ogst | o768 | 0781 | 0684 | 0721 | 062
5 | oo | osdt | 0788 | 08 | 06% | 0598 | 0633 | 0544
6 | oses | o7 | 072 | ose | oe | o5 | oses | 0480
| ogm | o7 | oeet | os61 | oses | o480 | 0508 | 043
o | o7 | o0 | 0615 | osi6 | 0521 | 0438 | 0463 | 039
o | 075 | oew | o5m | o4 | osst | o403 | 0428 | 0356
0 | ome | osw | o053 | oeas | oder | 03m3 | 0303 | 03
0| ogs | oso | 0s0¢ | 047 | o418 | oM8 | 0386 | 0308
2 | oem | oser | oars | o: | o2 | o6 | 0343 | 0288

13
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Csv < Cobs < Cio

Cobs < CS%

=> la variance S max ESt considerée comme « suspecte »

=> les variances sont homogeénes

14
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I1.7.3 Les lois de probabilités

T =
Ry
L )

u-*;'_ IL.7.3.1. Introduction

La variation aléatoire du nombre de particules entre des prises d’essai paralleles est
considérable, méme si la suspension est parfaitement homogénéisée (completement aléatoire)
et qu’aucune incertitude technique de mesurage n’est prise en compte.

La variation intrinseque inévitable est une propriété des suspensions et elle est identique pour
toutes les méthodes de comptage microscopiques et de comptage des colonies.

Elle peut étre modélisée mathématiquement par la distribution de Poisson.

La distribution de Poisson ne tient pas totalement compte de la variation intrinseéque des

comptages NPP.

11.7.3.2. La loi de Poisson

La loi de Poisson est la loi correspondant a la distribution entierement aléatoire des nombres de

particules lors de I’échantillonnage d’une suspension parfaitement homogénéisée. On note X =

P(p)

La distribution probable d’un comptage de colonies dépend de m ou :

= m est le nombre moyen de la distribution.

= 0= \/E est I’écart-type de la distribution.

[1 : . C .
= CV = _|— est le coefficient de variation de la distribution.
m

Le mode¢le de Poisson peut étre utilisé pour 1’estimation de la plus faible incertitude statistique

théorique de tout comptage de colonies
Exemple : un comptage de boite simple d’un échantillon d’une suspension parfaitement

homogénéisée, par exemple 48 colonies, présente une fidélité relative théorique de

CV =uwe = 1/N48 = 0,14 (14 %).

15
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Application pour la détermination d’un intervalle de confiance a

95% sur un comptage x

La probabilité d’obtenir X=k colonies pour un comptage de x colonies est :

k

Prob[X =k]=e" x% = LOI.POISSON (k ;x:0)

Prob[X <k]= LOI.POISSON(k;x;1)

Nombre de colonies observées x 15
Limite inférieure a 95% autour de x 7,36
Limite supérieure a 95% autour de x 22,58

+ L’intervalle de confiance a 95% sur le résultat x=15 avec la loi de Poisson de parametre 15

est[ 7,36 ;22,58 ].
Etape 1 : pour chaque valeur de k, calculer la probabilité Prob[ X <k ].

Etape 2 : trouver les entiers et les probabilités Prob[ X < k ] qui encadrent la probabilité

cumulée 2,5% et 97,5%.

Etape 3: calculer la limite inférieure correspondant a 2,5% et la limite supérieure
correspondant a 97,5% selon I’interpolation linéaire suivante :
Dap —2,5% Day —97,5%
- k97,5% = sup -
psup _pinf psup _pinf

k2,5% = sup

16
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Tableau 05: calcul des limites

PIX<k]
0,00%
0,00%
0,00%
0,02%
0,09%
0,28%
0,76%
1,80%
3,74%
6,99%
11,85%
18,48%
26,76%
36,32%
46,57%
56,81%
66,41%
74,89%
81,95%
87,52%
91,70%
94,69%
96,73%
98,05%

SNBSS xAFardnIoc0® N o arwn = ofx

Py Keop 8
kZS% :ksup_ . Psup 3,74%
Py Pt P 1,80%

n up_9 % Ksup 23
Ry =k Deup 98,05%
up Pint P 96,73%

I1.7.3.3. Fidélité intrinseque des comptages NPP

La fidélité relative d’une série de dilutions uniques de n; tubes en termes d’écart-type dans

I’échelle logarithmique naturelle est exprimée par :

(12 %)

[I‘Jn .IIL'T:I ———————

X "'|'I |"I'.|.I 2

Avec x le nombre le plus probable d’organismes par tube, qui est estimé par :

17
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o S my
= x=In
e 8 e — g
,.“'l"'"'l"_.
. ok
Af  ast la valeur MPP:
x el b nornbire d'organisiies poor Colse;
gy  estle nombre de tubes;
fp  #5t le nombre de tuhes positifs,
La fidélité relative est compleétement définie par le nombre total de tubes et le nombre
de tubes positifs par :

| |,

2 .
o |‘n":"'r"p.'
:”t_“_p.

W (M ] =uln{ M=

1,24
Upin (In M)=—=

VM

Pour des comptages NPP avec f dilutions multiples, la fidélité exacte est indiquée par :

i
sla(M ]=ﬂ-.591ll-ﬁ-1--

iy

I1.7.3.4. La loi binomiale négative

La loi binomiale négative est la distribution statistique particuliere «surdispersée » des
comptages.
Le facteur de surdispersion est I’incertitude aléatoire supplémentaire de la détermination

excédentaire de la distribution de Poisson, mesurée en termes d’écart-type relatif.

uz=CV2—L
m

o1 )
Si - est un entier alors
u

18
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(lz+k—1)!
u

= LOI.BINOMIALE.NEG(k ;i; 1

! u? 1+ xxu?

IR )
2N (e — DI (—
(A+xxu”) (u2 1)-X(u2+x)
: T 3 . . . 1
Sinon, procéder a une extrapolation entre les deux nombres entiers qui encadrent—.
u

Remarque : si u=0, la loi de binomiale négative est é¢gale a la loi de Poisson.

» Application pour la détermination d’un intervalle de confiance

Valeur x 15

Facteur de

surdispersion : u? Rl

Limite inférieure a

95% autour de x 4,09

Limite supérieure a

95% autour de x 29,25

+ L’intervalle de tolérance a 95% sur le résultat x=15 avec la loi binomiale négative dont le

facteur de surdispersion u?=0,12 est [ 4,09 ; 29,25 ].

, . . . 2 2 A
Etape 1 : trouver les entiers qui encadrent 1/u? puis calculer u;; et u_, correspondant a

I’inverse de chaque entier trouvé.
uw?=0,12 = 1/u*=28,33

ul, =1/8 et uszup =1/9

Etape 2 : pour chaque valeur de k, calculer la probabilité p; = Prob[ X = k ] selon la loi
binomiale négative de paramétre uiif et la probabilité p» = Prob[ X =k ] selon la
loi binomiale négative de parametre uszup.

Etape 3 : pour chaque valeur de k, calculer la probabilité Prob[ X =k ] selon la loi binomiale

négative de parameétre u? avec ’interpolation linéaire suivante :

19
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1

7)

Uipe

Etape 4 : pour chaque valeur de k, calculer la probabilité Prob[ X <k ].

Etape 5 : trouver les entiers et les probabilités Prob[ X < k ] qui encadrent la probabilité

cumulée 2,5% et 97,5%.

Etape 6: calculer la limite inférieure correspondant a 2,5% et la limite supérieure

correspondant a 97,5% selon I’interpolation linéaire suivante :

_ psup B 2’5%

k2,5% = ksup
psup = Pinf

k Pinf Psup P[X=k] P[X<Kk]
0 0,02% 0,01% 0,02% 0,02%

1 0,11% 0,08% 0,10% 0,12%

2 0,33% 0,26% 0,30% 0,43%

3 0,71% 0,59% 0,67% 1,10%

4 1,28% 1,11% 1,22% 2,32%

5 2,00% 1,80% 1,93% 4,25%

6 2,83% 2,62% 2,76% 7,02%

7 3,69% 3,52% 3,63% 10,65%
8 4,51% 4,39% 4,47% 15,12%
9 5,23% 5,19% 5,22% 20,34%
10 5,80% 5,84% 5,81% 26,15%
" 6,19% 6,30% 6,23% 32,37%
12 6,39% 6,56% 6,45% 38,82%
13 6,41% 6,63% 6,48% 45,31%
14 6,27% 6,51% 6,35% 51,66%
15 6,00% 6,24% 6,08% 57,74%
16 5,63% 5,85% 5,70% 63,44%
17 5,18% 5,37% 5,24% 68,68%
18 4,69% 4,85% 4,74% 73,43%
19 4,19% 4,31% 4,23% 77,65%
20 3,69% 3,77% 3,711% 81,37%
21 3,21% 3,25% 3,22% 84,59%
22 2,76% 2,77% 2,76% 87,35%
23 2,34% 2,34% 2,34% 89,69%
24 1,97% 1,95% 1,97% 91,66%
25 1,65% 1,61% 1,63% 93,29%
26 1,36% 1,31% 1,35% 94,64%
27 1,12% 1,06% 1,10% 95,74%
28 0,91% 0,85% 0,89% 96,64%
29 0,74% 0,68% 0,72% 97,36%
30 0,59% 0,54% 0,58% 97,93%

Py~ 97,5%

k97,5% = ksup
p sup Pine

2% Kap >
kZS’/o:lgupL Psup 4,25%
up An P 2,32%

psup _9'3)/( Ksup 30
k)ﬁ% :]gllpf psup 97,93%
Sup Pt Pin 97,36%
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CHAPITRE III : Généralités sur les méthodes d’essais et analyse des risques et

opportunités

II1. A : Généralités sur les méthodes d’essais

Un laboratoire doit privilégier 'usage de méthodes reconnus, que ce soit des méthodes normalisées
nationales ou internationales, des méthodes officielles ou des méthodes publiées par des organisations
professionnelles sur lesquelles un consensus est établi. Lorsque de telles méthodes ne sont pas
disponibles ou lorsque le laboratoire souhaite utiliser d’autres méthodes il a la possibilité a condition
que ces méthodes soient entiérement décrites et qu'elles soient validées, c'est a dire que leurs

performances aient été évaluées et acceptées
ILA.1. Qu’est-ce qu’une méthode ?

Il ne s’agit pas ici de faire référence a une définition normalisée de ce mot mais de
conceptualiser les phases analytiques, donc une méthode est une succession de trois étapes

systématiques :

» 1lére étape : Préparation de I’échantillon
» 2éme étape : Mesure

» 3éme étape : Traitement des données

Cela a pour conséquence immédiate, par exemple, que la fidélité d’une méthode exprimée sous
forme d’un écart-type est toujours supérieure ou €gale a celle de I’équipement qui a permis a
réaliser la mesure puisque dans la majorité des cas la préparation de 1’échantillon a un effet non

négligeable sur la fidélité totale du résultat.

Si on procede a une analyse un peu plus détaillée de cette approche, on constate que 1’étape 2
fournit des valeurs brutes sur lesquelles il est possible de réaliser des calculs statistiques
conduisant ainsi a une forme de « validation » de la mesure. En fait ceci est réalisé durant

I’étape de « qualification initiale » puis de « requalification périodique » de 1’équipement.
De la méme facon, I’étape 3 fournit des valeurs — celles de 1’étape 2 apres traitement. Il est

donc 1a aussi possible de faire des calculs sur ces données et de « valider » cette étape. La

aussi, ceci est réalisé au travers de ce qu’on appelle la « validation informatique ». Ceci montre
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que les étapes 2 et 3 peuvent étre intrinséquement validées et que ce sont d’ailleurs deux

exigences de la norme ISO 17025 : 2017.

ITI.A.2. Historique de la validation des méthodes

Les premieres publications sur la validation analytique remontent aux années 1985, a la suite

des rencontres entre l'industrie pharmaceutique américaine et I'USP (United States

Pharmacopeia)

En avril 1986, un texte intitulé « Current concept for the validation of compendial assays
» est publié dans pharmacopeil forum .

L'année suivante 1987, une note explicative européenne sur la validation analytique
(CEE 111/844/87) est publiée. Cette note sera adoptée en aott 1989 .

Toujours en 1989, la pharmacopée américaine publie, dans son 9éme supplément,
«1225y», "validation of compendial methods", texte officialis¢ dans cette méme
pharmacopée le ler janvier 1990 .

En 1992, 1a société francaise SFSTP publie, dans STP Pharma Pratiques, un guide pour
la validation analytique .

Le sujet est ensuite repris par L'ICH (International Conference on Harmonisation) qui
publie en 1994 un premier document sur les définitions, « Validation of analytical
procedure Terminology and definitions (Q2A) » . Cette publication est complétée en
1996 par une seconde publication (Q2B) expliquant comment on peut conduire une
validation analytique « Validation of analytical procedure: Methodology » .

En 1994, Food and Drug Administration (FDA) entame ce sujet par la publication des
lignes directives « Validation of chromatographic methods » par le “Center for Drug
Evaluation and Research”.

En 1995, FDA publie une procedure de validation, « Guideline on validation of
analytical procedures, definitions and terminology » . Cette publication est suivie, en
1997, par une autre développant la methodologie de la validation, « Guideline on
validation of analytical procedures, methodology » .

La société frangaise SFSTP, en 1997, republie, dans STP Pharma Pratiques, un guide
pour la validation analytique dédi¢ aux procédures bioanalytiques, « Méthodes
chromatographiques de dosage dans les milieux biologiques : stratégie de validation
En 1998, FDA republie le Guide pour les industries « Guidance for Industry:
Bioanalytica Methods Validation for Human Studies (Draft guidance) » .
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e FEurachem propose en 1998 le guide “ The fitness for purpose of analytical methods, a
laboratory guide to methods validations and related topics” .

e FDA, Draft republie en aolt 2000 « Guidance for Industry - Analytical Procedures and
Methods Validation Chemistry, Manufacturing, and Controls Documentation » .

e En 2002, la commission européenne fait sortir la décision 2002/657/CEE (SANCO) .

e La pharmacopée américaine (USP) republie, en 2003, General information , «
Validation of compendial methods ».

e En vue d’une harmonisation, la société¢ frangaise SFSTP republie dans STP Pharma
Pratiques en deux parties : « Validation des procédures analytiques quantitatives ;

Harmonisation des démarches »

ITI.A.3. 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 ’impression que donnent les manuels et les autres recueils de normes techniques

[Feinberg.2009].

Or, comme tout procédé de production, les méthodes d’analyse naissent, évoluent et meurent.
Pour comprendre clairement le role 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 ou on I’abandonne (Feinberg., 2009).

Les domaines d'application des méthodes d'analyse sont trés divers, allant du contrdle 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 l'exécution de 1'analyse pour un client
ou pour des fins réglementaires, afin de répondre au probléme analytique et donc a celui d’ordre

socio-économique (Rozet.2008).

Dans le domaine analytique, deux types de méthodes sont mentionnés : les méthodes
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 1’illustre la Figure 2 (Feinberg et al 2004) :
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1. une phase de Sélection ou des objectifs et des conditions opératoires initiales sont définis;
2. une phase de Développement, avec ou sans optimisation au moyen de plans d’expériences;
3. une phase de Validation (Validation Interne/Externe) précédée, selon les cas, d’une phase de
pré-validation;

4. 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

Flans
d'expéeriences

Selection Optimisation

Choix des analytes Développement
Type de méthode Réglages instrumentaux
Tvpe de signal optimisés

Mode opératoire

Savoir-faire normalise
Test de

robustesse

Utilisation
en routine

Plan de contréle Procédure Validation
Plan d'échantillonnage de validation intralaboratoire
Capacité de mesurage
P 9 Justesse
Cartes de contréle Specificite
Linearite

Repetabilite interne
Sensibilite
Limite de detection

Essai d'aptitude
Validation Limite de quantification

interlaboratoires

Reproductibilite
Répetabilite

Analyse
interfaboratoires

FIGURE 2 : CYCLE DE VIE D’UNE METHODE ANALYTIQUE

ITI.A.4. Approche générale du processus de validation

Les diagrammes qui suivent constituent un résumé des différentes étapes de la validation. Bien
entendu, certaines €tapes peuvent étre inversées mais 1’expérience montre que, dans la plupart
des cas, ces logigrammes sont optimisés pour minimiser le nombre d’essais a réaliser. Ils sont

suivis d’explications étape par étape.

24



CHAPITRE III : Généralités sur les méthodes d’essais et analyse des risques et opportunités

25



CHAPITRE III : Généralités sur les méthodes d’essais et analyse des risques et opportunités

! |
Al :

-\.L """" ] S —I
ln:l-u"‘;:a‘:l.“l_"' .
@*"*‘“‘*u‘mn
" -
i e
A2 * oy ﬁﬁw"‘*
A3
1
Ad 5 |
I- [
¢ -
A5 '
A6

FIGURE 2: PROCESSUS GENERALE DE VALIDATION ANALYTIQUE

Al — méthode utilisée par le laboratoire : le processus de validation ne peut débuter que si le

laboratoire a déja une bonne connaissance / expérience / maitrise de la méthode

A2 —une méthode de référence existe : une méthode est dite de référence si elle est normalisée
au niveau international, régional ou national (ISO, CEI, CEN, IANOR, ...) mais aussi si elle
est publiée par un organisme reconnu (International Atomic Energy Agency, United State
Pharmacoppeia, par exemple). Il est possible d’étendre cette notion de méthode de référence a

des étalons de référence certifiés. Dans ce cas, les étapes A3 et A5 doivent €tre court-circuitées.

A3 —la méthode de référence et la méthode utilisée sont identiques : si les deux méthodes
sont strictement identiques, la validation n’est pas nécessaire mais le laboratoire doit apporter

la preuve qu’il obtient des résultats conformes (cf. paragraphe 7..2.2 de la norme ISO 17025 :
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2017). 1l s’agit donc alors de « vérification » et non plus de « validation ». Le laboratoire peut

utiliser des matériaux de référence, participer a des campagnes d’intercomparaison, ...

A4 — le laboratoire doit démontrer son aptitude a mettre en ceuvre la méthode : cette
aptitude ne reléve pas seulement du fait que le personnel est qualifié, que I’équipement est
¢talonné ou que les conditions d’environnement sont maitrisées. L’objectif est de démontrer,
par tout moyen pertinent, que les résultats obtenus sont satisfaisants. la norme ISO 17025 : 2017

propose cinq possibilités mais le laboratoire peut en concevoir d’autres.

A5 — les différences peuvent étre justifiées : si les différences peuvent étre justifiées
scientifiquement en interne ou au travers d’une publication scientifique valable, elles peuvent
étre considérées comme mineures et sans influence sur le résultat. Bien entendu, des traces

(c’est-a-dire un document) doivent tre établies et conservées.

A6 — la validation est nécessaire : donnée de sortie du processus de validation de la méthode
analytique

III.A.5. Quelles sont les informations pertinentes a connaitre au préalable ??

Afin de réaliser au mieux la vérification / validation de ses méthodes, le laboratoire analyse et

défini pour chaque examen la nature des opérations a mettre en ceuvre en fonction :

Du type de flexibilité : Méthodes « fournisseurs », dites adoptées, avec uniquement une
vérification de performance sur site. Méthodes adaptées ou développées en interne, avec une

validation de méthode.

Du type de méthodes (quantitatif ou qualitatif), schématiquement, on distingue deux types
de méthodes d’examen : o Les méthodes de type quantitatif': elles fournissent un résultat chiffre,
sur une échelle continue a partir de la mesure d’un signal en relation directe avec une quantité
(analyte, molécule, substance, cellule ou organisme, ...) ou une activité donnée de ’analyte
(enzymes). Sont également assimilées au type quantitatif, les examens qui fournissent un
résultat de type quantitatif, extrapolé a partir de la mesure d’un signal continu quantifiable

(absorbance par exemple).
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Les méthodes de type qualitatif : Le résultat de ce type de méthode n’apporte pas
d’information sur la quantit¢ de 1’analyte (cellule ou organisme), mais seulement sur sa

présence ou son absence (positif/négatif), ou I’identification de la caractéristique recherchée.

On peut classer dans cette catégorie tous les examens ou aucune mesure d’une donnée
quantifiable ne peut étre déterminée et ceux dont le résultat est obtenu par 1’observation de la
réaction, par comparaison avec des témoins positif et négatif notamment. (COFRAC, 2011). La
validation ne doit intervenir qu’apres la mise au point complete de la méthode. L’ objectif de la
validation est de démontrer que la méthode employée permet d’atteindre des objectifs

techniques définis a 1’avance.

Une distinction entre validation intra-laboratoire (ou in-house) et inter-laboratoires (ou en
collaboration) peut étre faite : La premicre 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 contrdles officiels.

Par exemple, dans I'industrie pharmaceutique, il est inutile (voire impossible) de procéder a la
validation inter-laboratoire d'une méthode qui ne sert en interne qu'a 1'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 & mesurer la conformité

d'une denrée lors d'un échange commercial (FEINBERG M., 2004).

L'objectif spécifique 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 (FEINBERG M., 2009).

Le domaine de la validation des méthodes analytiques est défini par plusieurs textes
réglementaires ou des guidelines tels que I’'ICH, la FDA, EURACHEM, IUPAC, AOAC. Ces
derniers définissent les critéres de validation a tester, mais ne proposent pas des approches

expérimentales et se limitent surtout a des notions générales (FEINBERG M., 2009).
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III.A.6. Dossiers de validation :

Les ¢léments ayant conduit a la vérification / confirmation ou la validation des méthodes
doivent étre rassemblés dans un dossier disponible pour les auditeurs techniques qui peuvent le
réclamer avant 1’audit au laboratoire ou I’examiner durant 1’audit.

Celui-ci permet de tracer les principales étapes de la validation, décrites ci-dessous:

Les méthodes mises en ceuvre doivent étre documentées (principe de la méthode, échantillons,
réactifs, mode opératoire détaillé, utilisé pour la vérification /confirmation ou la validation ...).
Une analyse pas a pas du processus permet par exemple: De confirmer le stricte suivi des

prescriptions et du mode opératoire de la méthode normalisée/ reconnue;

* D’identifier, le cas échéant, les écarts par rapport a la méthode normalisée/ reconnue;
* D’identifier les points critiques du processus;
* D’identifier les points qui nécessitent une vérification expérimentale des performances de la

méthode (ILNAS, 2017).

La vérification / confirmation consiste a déterminer les caractéristiques de la méthode reconnue
ou normalisée telle qu’elle est appliquée au sein du laboratoire et de vérifier que ces
caractéristiques sont compatibles avec celles définies le cas échéant par la méthode normalisée

ou avec celles fixées par le responsable technique du laboratoire.

I appartient aux auditeurs techniques de définir dans leur métier le caractere
reconnu/normalisé ou non de la méthode. En effet elles peuvent étre définies aussi dans des
réglementations, voire des publications professionnelles, internationales ou scientifiques, ce qui

peut leur donner un caractére «normatif» au sens du référentiel.

De méme, le laboratoire doit documenter les écarts éventuels d’application par rapport a la
méthode reconnue/normaliséelet apporter la preuve que ces écarts ne modifient pas les
performances de la méthode. En cas de modifications «mineures» d’une méthode reconnue ou
normalisée, la validation doit étre adaptée aux besoins et ne sera pas nécessairement aussi

poussée que pour une méthode nouvellement développée. (ILNAS, 2017).
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III.A.7 . Critéres de validation :

La validation analytique permet d’évaluer les performances de la méthode dans un contexte

analytique préalablement déterminé par 1’é¢tude d’un certain nombre de parametres

communément appelés « critéres de validation » au moyen d’outils statistiques appropriés.

Généralement, les critéres suivant sont utilisés pour évaluer la validité d’une méthode :

La Spécificité-sélectivité ;

La Fonction de réponse (courbe d’étalonnage) ;
La Linéarité ;

La Fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) ;
La Justesse ;

L’exactitude ;

La Limite de détection (LD) ;

La Limite de quantification (LQ) ;

La Sensibilité.

Il y a lieu de noter que d’autres critéres spécifiques sont exigés par les domaines
d’activités concernés, par exemple :

Stabilité de 1’analyte ;

Rendement d’extraction ;

Effet de dilution ;

Plusieurs documents normatifs et réglementaires ont défini les critéres de validation a tester

d’une fagon hétérogeéne. nous a donc semblé nécessaire de définir Termes courants dans les

recommandations et source de confusion.

Le tableau ci-dessous résume les caractéristiques a évaluer pour les méthodes

d’essais et d’étalonnages.
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TABLEAU 4: CAS DES METHODES D’ESSAI — ISO/IEC 17025 (ILNAS, 2017).

_ﬁaractﬂrisaquas g Methodes quantitéljvas Méthodes gualitatives
evaluer Confirmation | Validation | Confirmation |  Validation
d'une methode d'une d'une méthode d'une
reconnue/ méthade reconnue/ méthode
narmalisée narmalisée
Identification et
maitrise des facteurs
d'influence ! risgues X X A A
résiduels
Répétabilité b X sl pertinent sl pertinent
Fidélité intermédiaire X X sl pertinent sl pertinent

Variabilité inter-
opérateurs

si pertinent (p.ex. méthodes qualitatives non automatiséss)

Justesse / Exactitude

xi

:{i

N.A.

N.A.

Incertitude de
mesure

X

X

N.A.

N.A.

Fonction
d’étalonnage/

Domaine de linéarité

Taux de récupération

gi pertinent

gi pertinent

si pertinent (p.ex. méthodes de
chirrie analyfinue)

M.A.

N.A.

N.A.

N.A.

Limite de détection

si pertinent

si perlinent

X

Limite de

Spacificité analytique

s pertinent

sl pertinent

N.A.

sl pertinent

§e uil de decision

zi pertinent (p.ex. analyses
radiotoricologigues)

M.A.

N.A

Contamination

si pertinent (en cas oe nsgue, selon la situation (gualification
déguipement]]

Robustesse de la
méthode et stabilité
des réactifs

s pertinent

s pertinent

Comparaison de
méthodes

i partinent (p.ex. méthodas alternatives en microbiologis)

Données
informatiques et de
calcul

5 pertinent (au moing pour les fransferts mono et bidirectionnels;
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II1.A.8. Etapes préliminaires de la validation

La norme NF EN ISO/CEI 17025 (2017) définit les prescriptions générales concernant la
compétence des laboratoires d'étalonnages, d'essais et d'analyses.

+ 6 Exigences relatives aux ressources.

+ 7 Exigences relatives aux processus :

£ 7.2 Sélection, vérification et validation des méthodes

& 7.6  Evaluation de I’incertitude de mesure

4+ 7.7  Assurer la validité des résultats

a) utilisation de matériaux de référence ou de matériaux de contrdle de la qualité;

J) comparaisons intralaboratoires;

Lorsqu’un laboratoire utilise une méthode d’analyse, il peut appliquer un protocole comprenant

plusieurs étapes.

+ FEtape | : la rédaction d’un mode opératoire associée & I’adoption d’une méthode normalisée
ou au développement d’une méthode interne.

& FEtape 2 : la rédaction d’un dossier de vérification des performances d’une méthode dans
une étude d’évaluation initiale des performances pour décider du transfert de la méthode en
routine ou de ’amélioration de la méthode.

+ FEtape 3 : la mise en place d’un contrdle qualité

+ FEtape 4 : la rédaction d’un dossier d’estimation des incertitudes de mesure.

La validation d’une méthode ne peut étre réalisée sans une bonne connaissance préalable de la
méthode et de sa mise en ceuvre. Comme 1’exige le paragraphe 7.2.2 de la norme ISO 17025 :
2017, le laboratoire doit prendre en considération les facteurs qui contribuent a I’incertitude
totale lors du développement de méthodes. Méme si les facteurs peuvent étre considérés comme
limités :

- Aux équipements

- Aux facteurs humains

- Aux conditions ambiantes

- A latragabilité métrologique

- A T’échantillonnage

- A la manipulation des échantillons

- Aux consommables

- A la méthode elle-méme
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Chacun d’entre eux doit étre étudié en détail en vue de déterminer ceux qui doivent &tre
maitrisés.

La seconde étape consiste a établir un mode opératoire dont le degré de détail évite toute
mauvaise interprétation.

La derniére phrase est bien str celle vers laquelle il faut se tourner.
Si la méthode utilisée est basée sur une méthode de référence (une norme, une réglementation
technique, ...), cette référence doit étre citée et le processus de validation doit démontrer
I’équivalence des résultats obtenus par les deux méthodes sur I’ensemble du domaine

d’application et du domaine de mesure spécifi¢ pour la validation.
C’est ce que I’on appellera « la validation extrinseque » parce qu’il existe une référence externe

par rapport a laquelle « mon » laboratoire et tous les autres laboratoires peuvent comparer leurs

résultats.
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I11. B : Analyse des risques et opportunités
IT1.B.1 : termes et définitions

+ Risque : Danger éventuel, plus ou moins prévisible, inhérent & une situation ou a une
activité

4+ Niveau de risque : importance d’un risque ou de combinaisons de risques exprimée en
terme de combinaison de conséquences et de leur vraisemblance

+ Analyse des risques : processus mis en ceuvre pour comprendre la nature d’un risque

et pour déterminer son niveau de risque

+ Opportunité : toute occasion favorable qui peut aboutir a I’amélioration des résultats
ou desperformances du systéme.

111.B.2 .Abréviations :

G : Gravité
IC : indice de criticité
AMDEC : Analyse des modes de défaillances, de leurs effets et leur criticit¢ SWOT : Strengths
Weaknesses Opportunities Threats.
M : Diagramme d’ISHIKAWA
II1.B.3 : Activités et responsabilités :

Les laboratoires contribuent au traitement des risques identifiés, selon les outils de la qualité
(AMDEC, 5 M, SWOT...), ainsi que la proposition des opportunités d’amélioration.
II1.B.4. Gestion des risques :

L'analyse des risques est un processus en plusieurs étapes visant a atténuer l'impact des risques
sur les opérations analytiques. Différents secteurs utilisent I'analyse des risques pour s'assurer
que tous les aspects de l'entreprise sont protégés contre les menaces potentielles. La réalisation
d'une analyse réguliere des risques permet également de minimiser la vulnérabilité¢ de

l'organisme aux événements inattendus

111.B.4.1 L’identification :

L’identification des risques a pour but de repérer les risques potentiels avant qu’ils ne se
transforment en non conformités. Les risques entourant les activités analytiques sont identifiés
par tout le personnel a la base des périmétres bien déterminés telque :

e [’assurance que le systéme de management atteigne les résultats escomptés ;

e [’impartialité ;
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e Le risque entourant les régles de décisions utilisées dans les rapports d’essais ;
e Tous risques qui influent sur les activités analytiques (personnel,

équipements, tracabilité métrologique, méthodes des essais, gestion des locaux

).

Pour bien mettre en claire tous les risques ou les agents qui cause ou pourrais produireun effet
observé ou avoir une influence sur la méthode on va utiliser la régle des SM ou le diagramme

d’ICHIKAWA ((Matériel, Milieu, Matiére, main d’ceuvre, méthode).Figure 4
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FIGURE 3: DIAGRAMME D’ ISHIKAWA : ANALYSE DES RISQUE PAR LES 5M

Un formulaire de gestion des risques est ouvert une fois le risque li¢ a I’activité

analytique est détecté .

I11.B.4.2. L’analyse des risques :

A partir de I’identification d’un risque, il est nécessaire d’évaluer la criticité de la situation
de lafacon la plus objective possible.

Il convient, a cet effet, de noter le risque en tenant compte de :

» La fréquence d’exposition (F) ;

» La gravité du dommage pouvant survenir (G) ;

Les échelles de cotation suivantes sont données a titre indicatif, elles peuvent étre adaptées

auxspécificités du laboratoire .
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» L’échelle de cotation pour la gravité (G) :

Gravité Echelle

Faible (impact négligeable) 1

Moyen (impact mineur)

Grave (impact majeur)

B W

Trés grave (impact critique)

» L’échelle de cotation pour la fréquence d’apparition (F) :

Fréquence d’apparition Echelle

Faible (moins d’une fois par an) 1

Moyenne (plus d’une fois par an)

2
Fréquente (plus d’une fois par mois) 3
4

Tres fréquente (plus d’une fois par semaine)

» Calcul de ’indice de Criticité (IC) :

Apres la notation des 02 échelles, 1’indice de criticité sera calculé par la formule suivante :

IC=GxF

» Classement des risques :

I1 s’agit de hiérarchiser les risques identifiés afin de passer, de leur inventaire, a la proposition

d’unplan d’actions cohérent et construit en fonction des priorités.
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Gravité du dommage

1 2 3 4
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_Niveau 1 : Critique

Niveau 2 : Majeur

Niveau 3 : Mineur

II1.B.5. Plan d’action :

Des actions adéquates sont mises en place pour éliminer voire réduire la fréquence
d’apparition ou de diminuer les séquences selon leur niveau de risque. Ces dernieres sont
enregistrées dans un plan d’action qui s’intéresse en premier lieu aux risques les plus critiques.
Ce plan doit permettre :

» de planifier des actions ;

» de déterminer comment les mettre en ceuvre ;

» de surveiller leur mise en ceuvre dans les délais ;

» de mettre a jour les analyses de risques.

II1.B.6. Suivi et surveillance :

L’efficacité des actions entreprises pour la maitrise des risques devrait signifier la baisse
de lacriticité, c’est a dire que les actions ont eu pour effets :

» une baisse de la gravité ou/et ;

» une baisse de la fréquence d’apparition ou/et ;

» une augmentation de la capacité des équipes a faire face a ce type de probléme.
Une réévaluation des risques doit étre effectuée pour actualiser I’état et le niveau de risque,

enfonction de la réalisation effective des actions.
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II1.B.7. Gestion des opportunités d’amélioration :

L’opportunité d’amélioration est une démarche obligatoire, elle s’effectue logiquement apres

avoirexaminé et évalué les types des résultats suivants :

Des analyses des risques et opportunités ;
Des audits internes et/ou externes ;

Des questionnaires de satisfaction ;

Des essais d’aptitude ;

De la revue périodique des procédures ;

Des travaux non conformes,....

Tout le personnel peut participer plus efficacement a I’identification des risques et des

opportunitésd’amélioration car il est au cceur du systeme.

Un plan d'action est mis en ceuvre selon le degré d'amélioration de ces opportunités. Ces

actionsseront évaluées pour déterminer leur efficacité.

Le suivi des actions pour I’amélioration est enregistré¢ dans le formulaire de suivi des

opportunitésd’amélioration.
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PARTIE II : VALIDATION D’UNE METHODE ANALYTIQUE CONTROLE QUALITE EN PRELEVEMENTS

CHAPITRE I : Evaluation initiale des performances d’une méthode avec les normes NF T90-210 et NF
V03-110

I.1. La méthodologie

I.1.1. Le principe

Il s’agit d’aider les laboratoires engagés dans une démarche d'accréditation Cofrac selon la
norme ISO 17025 a répondre a la validation des méthodes en tenant compte des cofits, des
risques et des possibilités techniques et le temps (extrait de la norme ISO 17025, § 5.4.5.3 note
3).

Le paragraphe 5.4.5.1 de la norme ISO 17025 indique : « la validation est la confirmation par examen
et l'apport de preuves objectives du fait que les prescriptions particulieres en vue d'une utilisation

prévue deéterminée sont remplies ».

I.1.2- Les normes

Dans les deux normes NF V 03 110 (2010) « Protocole de caractérisation en vue de la validation d'une
méthode d'analyse quantitative par construction du profil d'exactitude » et NF T 90 210 (2009) «
Protocole d’évaluation initiale des performances d’une méthode dans un laboratoire », il s’agit de
vérifier que les résultats obtenus sur un matériau associ¢ a une valeur de référence dans des conditions
de fidélité intermédiaire sont acceptables par rapport a une limite d’acceptabilité ou un écart maximal
acceptable (EMA) défini préalablement et provenant d’une exigence réglementaire ou normative ou

fixée par le client ou le laboratoire.

Remargues :

- L ¢tude de la spécificité abordée dans les versions précédentes des deux normes a disparu car elle

est remplacée par 1’étude de 1’exactitude avec des ajouts utilisés comme matériaux de référence.

- La norme T90-210 demande d’étudier les interférences spécifiques et non spécifiques en mettant en
ceuvre les moyens adaptés a la mise en évidence d’éventuelles interférences et a leur

prise en compte.

Des normes ou des guides de validation de méthodes ont été¢ publiés dans de nombreux domaines
(Médicaments , matériaux au contact, pesticides...). Ils suivent généralement des principes voisins de
ceux des deux normes présentées ci-dessus et les plans d’expérience sont proches de ceux détaillés

dans la partie expérimentale.
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Les laboratoires ont 1’opportunité de suivre ces normes ou guides spécifiques dans leur domaine

d’application et d’adapter en conséquence la partie expérimentale.

Le classement en 2 catégories adoption/adaptation de méthode tel qu’il est présenté dans le tableau

05 et la figure 04 précédent doit étre cependant suivi.

1.1.3- Partie expérimentale de la validation

Tableau 05 : Organisation des essais

Domaine d'étalonnage ou de calibration Domaine de validation sur des matrices
Valeurs des étalons Blanc MR 1 (LQ) MR2 MR 3
nivl niv2 niv3 niv4 niv5s |Réfo Réf1 Réf2 Réf3
25 50 100 200 400 0 25 100 300
+20% [£10% | £10% | £10% | £10% + 60% +20% +20%
Date Valeurs d'information (Aire, Do, signal, etc...)] Mesure1 | Mesure 2| Mesure1 | Mesure 2| Mesure | Mesure2 | Mesure 1| Mesure 2
1
J1 0,041 | 0,087 0,170 | 0,377 0,749 8,5 8,0 22,6 22,2 95,1 96,2 309,1 306,3
J2 0,039 | 0,082 0,169 | 0,344 0,654 8,0 8,0 24,5 24,1 100,5 102,1 287,3 291,1
J3 0,045 | 0,091 0,185 | 0,376 0,731 9,0 85 22,7 23,1 90,2 93,4 297,5 294,8
J4 0,050 | 0,096 0,199 | 0,392 0,749 8,5 8,5 25,4 25,8 88,4 86,8 292,7 295,1
J5 0,045 | 0,092 0,184 | 0,359 0,679 6,5 75 24,1 24,7 97,3 98,2 302,4 301,9
Répartition des biais en % en fonction des niveaux par
rapport des EMAG¢uionnage définis par le laboratoire
° 7-sept. 9-sept. - 13-sept. * 27-sept. X 30-sept.
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Figure 04 : Représentations graphiques des résultats
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1.2 - L’étude de la fonction d’étalonnage
1.2.1.- Objectif

Il s’agit d’aider ’utilisateur qui souhaite vérifier ou choisir la fonction mathématique (fonction
linéaire ou quadratique ou autre, forcée par 0 ou non ou pondérée) a utiliser a partir d’étalons de

valeur de référence attendue ou théorique.

Pour cela, I’évaluation de la fonction d’¢étalonnage ou de calibrage doit étre réalisée en conditions
de fidélit¢ intermédiaire (jours différents et opérateurs différents) : par exemple, une gamme
préparée et analysée par jour sur cing jours.

Les résultats sont interprétés par autour de la valeur de référence de chaque étalon par rapport a un
écart maximal acceptable (EMA) qui caractérise la performance exigée de la fonction d’étalonnage
ou de calibrage.

L’interprétation des résultats ne peut pas s’effectuer avec le coefficient de corrélation R ou le
coefficient de détermination R2.

Il n’est pas nécessaire d’effectuer cette étude lorsque la méthode ne nécessite pas une fonction
d’étalonnage ou de calibrage faisant intervenir 1’analyte. Par exemple, si la méthode d’analyse utilise
une pesée pour déterminer la quantité d’analyte présente alors il suffit de vérifier la justesse de la
balance.

1.2.2- Organisation des essais et calculs

Etape 1 : réaliser le plan d’expérience suivant :

Choisir p>5 niveaux situés dans le domaine supposé, si ¢’est possible.

Analyser n>5 gammes d’étalonnage dans des conditions de fidélité intermédiaire a partir d’un

¢talon primaire et de pureté définie.

7

Etape 2 : construire le tableau des valeurs d’informations obtenues sur des étalons de valeur

de référence attendue ou théorique.

Etalon de valeur de référence acceptée
Niv 1 Niv j Niv p
x1 X] Xp
Gamme n°l yl,1 vl ylp
Gamme n°j yi, 1 Vi, yi,p
Gamme n°n yn,1 yn,j yn,p
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Ou yjj est la i®ME valeur d’information mesurée sur 1’étalon de niveau j et de

valeur de référence Xj.

Etape 3 : construire le tableau a 1’aide des valeurs retrouvées_xﬂz;j par la fonction d’étalonnage

inverse appliqué a y;; et représenter graphiquement les valeurs.

Etalon de valeur de référence acceptée

X1 X Xp
Gamme n°1 3 3 3

X Xy Xy,
Gamme n° n 3 2

X i X Xip
Gamme n°n 2 3 3

X n,1 X nj X np

Ou x",; estla valeur retrouvée par la fonction d’étalonnage inverse appliquée a yi;

Le traitement statistique est basé sur les valeurs d’informations transformées en valeurs retrouvées
pour chaque étalon préparé et en fonction du type de modele choisi (linéaire, quadratique, pondéré

en 1/x, etc..).
e Pour un mode¢le linéaire (y = ax + b) appliqué a une gamme d’étalonnage, la grandeur

v o=

retrouvée sur ’étalon - £

ou a est la pente et b I'ordonnée a 1'origine.

e Pour un modéle quadratique de type y = ax*> + bx + ¢, la grandeur retrouvée x" est

calculée a I’aide de 1’équation suivante :

i o+ A —daie — v
! T b
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Remarque : si D’appareil indique les valeurs retrouvées alors 1’étape 2 n’est pas nécessaire.
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Etape 4 : construire le tableau des biais b; et/ou des biais relatifs b;% des valeurs retrouvées par

Ou

rapport aux valeurs théoriques des étalons.

Etalon de valeur de référence acceptée

X1 X Xp
Gamme n°l b1 oub; 1% bij oub; ;% bip oub1p%
Gamme n°i bi1 ou b; 1% bij ou b;j% bip ou bip%
Gamme n°n bni ou b, 1% b,j ou b,j% by ou by p%
Moyenne des biais

biais: biais ; biais ,
Ecart-type des biais Sbiais, I Sbiais, Sbigis,p

bi,j est le biais correspondant a Iécart entre x”jj et xi,j, bij =xjj - xij

bi,j%s est le biais relatif correspondant a bjj% = bij / xi,j

xi,j est la valeur du niveau j pour la gamme d’étalonnage i.

yi,j est la valeur d’information de la gamme d’étalonnage i pour I'étalon de niveauj

Xj,jest la valeur retrouvée par la fonction d’étalonnage inverse n°i appliquée a valeur d’information

yi,j obtenue pour la grandeur x;. du niveau j.

La fonction d’étalonnage ou de calibrage est acceptée dans le domaine [ x1 ;xp | lorsque tous les biais
ou biais relatifs observés sur chaque étalon analysé sont acceptables a partir d’un écart maximal
acceptable (EMA) qui caractérise la performance exigée de la fonction d’étalonnage ou de calibrage.
L’écart maximal acceptable (EMA) est issu d’une exigence réglementaire ou normative ou fixée par

I’expérimentateur en cohérence avec un critére d’acceptation de contrdle qualité ou avec I’incertitude

de I’analyse.

Par exemple : pour I’étalon de niveau 1 proche de la LQ alors EMAétalon niv 1 =20% a 60%. pour

1.2.3. Interprétation des résultats

les autres étalons alors EMAé&talon = 5% a 20%.
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L’EMA doit étre justifié.

Répartition des biais en % en fonction des niveaux par

rapport des EMA¢talonnage définis par le laboratoire

b
% SRR LR T
1“ e T mmE o EE R EE R R E L RS EEEE SR E
b S
E
a % - % A X
E i E E
: ¥ JaEmssmasEmas= i e e T el
0% - o
el e H.o.r
/.0 500 000 20,0 ANGLn
Grandesir Béarique
Reéprésentalion dune gamme détalonnage
:
m
0 50 100 150 200 250 =00 350 400 450

Grandour thaorigue X

1.3. Exemple de 1a norme NF T90-210
Objectif
Le laboratoire souhaite évaluer la fonction d’étalonnage linéaire a partir d’étalons : 25 — 50 — 100 —

200 —400.

1.3.1. Organisation des essais

Les valeurs d’informations et les coefficients de chaque droite de régression lors de 5 étalonnages sont
indiqués dans le tableau suivant :
A partir des valeurs d’informations, calculer les coefficients de chaque modele de régression pour

chaque série d’étalonnage.
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nivl niv2 niv3 niv4 nivs y=ax+tb
Série 25 50 100 200 400 a
7-oct. 0,041 0,087 0,170 0,377 0,749 0,0019 -0,0096
22-oct. 0,039 0,082 0,169 0,344 0,654 0,0016 0,0030
25-oct. 0,045 0,091 0,185 0,376 0,731 0,0018 0,0015
27-oct. 0,050 0,096 0,199 0,392 0,749 0,0019 0,0078
30-oct. 0,045 0,092 0,184 0,359 0,679 0,0017 0,0103
Détermination des grandeurs retrouvées de chaque étalon
Les grandeurs retrouvées sur chaque étalon lors de chaque étalonnage sont :
nivl niv2 niv3 niv4 nivs

Série 25 50 100 200 400

7-oct. 26,652 50,868 94,564 203,539 | 399,378

22-oct. 21,895 48,078 101,052 207,609 | 396,367

25-oct. 23,714 48,814 100,106 204,328 | 398,038

27-oct. 22,587 47,227 102,399 205,780 | 397,008

30-oct. 20,551 48,413 102,951 206,693 | 396,392
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1.3.2. Détermination des biais relatifs pour chaque étalon

=

0 50 10 1% 200 281} 30 380 400 450
Gandeur théarique X

Si x7; est la grandeur retrouvée de I’étalon n°i pour la gamme n°i alors :
e Lebiais absoluest: b; = x7; - xiy

e Lebiaisrelatifest: b;% = (x";-xi;) /Xij

nivl niv2 niv3 niv4 nivs
jour différent 25 50 100 200 400
7-oct. 6,8% 1,8% -5,4% 1,8% -0,2%
22-oct. -12,4% -3,8% | 1L,1% 3,8% -0,9%
25-oct. -5,2% -24% | 0,1% 2,2% -0,5%
27-oct. -9,6% -5,6% | 2,4% 2,9% -0,8%
30-oct. -17,6% -3,2% | 3,0% 3,3% -0,9%

1.3.3. Conclusion sur la validation de la fonction d’étalonnage avec 1’approche
EM Aétalonnage
Le laboratoire souhaite évaluer la fonction d’étalonnage a partir d’un écart maximal
acceptable EMActlonnage €n cohérence avec I’incertitude due a 1’étalonnage qu’il souhaite
accepter dans les prochains contrdles des gammes d’étalonnage.(figure 05)
EMA ¢tatonnage = 20% pour 1’étalon 25 et EMAc¢talonnage = 10% pour les étalons 50, 100, 200 et
4001
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Figure 05 : Répartition des biais en % en fonction des niveaux par rapport des

EMAcétalonnage définis par le laboratoire

La fonction d’étalonnage linéaire est considérée comme acceptable dans le domaine étudié
avec I’approche EMAétalonnage car tous les biais absolus mesurés sont inférieurs a 1’écart

maximal acceptable par le laboratoire en cohérence avec ses controles qualité.

1.3.4. L’étude de la limite de détection et la limite de quantification

a- Objectif

Il existe plusieurs approches pour approcher la limite de détection et la limite
quantification :

v Approche basée sur le bruit de fond de I’enregistrement.

v’ Cette approche n’est possible que lorsqu’on peut observer la ligne de base de la
méthode. La détermination du rapport signal sur bruit est effectuée en comparant les
signaux obtenus sur des échantillons de faibles concentrations avec ceux
d’échantillons blancs.

v" Approche basée sur des valeurs de blanc non nulles.

v Approche basée sur la fonction d’étalonnage avec les normes NF ISO 11843.

Lorsque c’est possible, une vérification de la limite de quantification et une vérification de
la limite de détection doivent étre effectué¢es dans des conditions de fidélité¢ intermédiaire
sur des matériaux contenant une matrice.

Quand ce n’est pas possible, le laboratoire préparera une solution synthétique la plus

représentative possible de la matrice considérée.

de
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b- Estimation avec le bruit de fond de I’enregistrement

La limite de détection x;p est définie comme la concentration de 1’analyte a un rapport
signal/bruit S/N

3 apres correction du blanc si possible.
La limite de détection est approchée par LD =3 hmax x R
La limite de quantification est approchée par LD = 10 hmax X R avec
e hmax I’amplitude maximale du signal sur une distance égale a vingt fois la
largeur a mi-hauteur du pic correspondant a la substance a rechercher.

e R le facteur de réponse quantité / signal, exprimée en hauteur.

c- Estimation avec des valeurs de blanc non nulles
xtp =3 80 + xp et xpo = 10 50 + x5

ou x.p est la limite de détection et xrq est la limite de quantification
so est I’écart-type des résultats d’un échantillon assimilé a un blanc apres élimination
des valeurs aberrantes.

xp; est la concentration moyenne du blanc.

Xp; peut étre ignoré si la méthode soustrait la valeur du blanc.

L’estimation de la fidélité so doit étre basée sur au moins 5 déterminations en double
complétes indépendantes de la concentration en analyte dans un blanc de matrice type ou
un matériau de faible niveau, sans rejet de résultats nuls ou négatifs .

Pour ce nombre de déterminations, le facteur 3 correspond & un niveau de confiance de

0=1%.

d- Vérification d’une limite de quantification correspondant a une valeur proposée

avec la norme NF T90-210

L’objectif est de vérifier qu’une limite de quantification proposée LQ est acceptable dans

une matrice considérée avec un écart maximal acceptable.

3

Etape 1 : réaliser des essais sur un matériau choisi ou prépar¢ a la valeur proposée pour une
limite de quantification avec au moins n > 5 essais sur le matériau et I’analyser dans des
conditions de fidélité intermédiaire.

Chaque analyse est répétée au moins r > 2 fois dans des conditions de répétabilité.
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Si I’échantillon est instable procéder a plusieurs préparations.

Quand ce n’est pas possible, le laboratoire préparera une solution synthétique la plus

représentative possible de la matrice considérée.

Matsiriaw LG Ri&péditions Mayemng Vanances des sedies
Sanig 1 r -_. -
1 Fa Bl g1 ;-I_ B
i & Zi, = Faive
f .E.-l Fhi ; iza.mr

Etape 2 : calculer les paramétres d’exactitudes selon I’annexe B

e [’écart-type de fldélité intermédiaire sp; obtenus sur le matériau LQ.

. Lamoyenne z des résultats obtenus sur le matériau LQ.

Etape 3 : vérifier ’exactitude de la limite de quantification proposée par rapport a un écart

maximal acceptable.

(1) 2- 2xs,, = L0 - B0 % = LO.
(2) 7+ 2w, 2LO+ B0 % = L0,

exigences du laboratoire peuvent imposer d’autres limites.

Exemple avec I’estimation de la LD et LQ a partir du Bruit de fond

LD =3 X Bdfet LQ=10 X Bdf

« Lanorme NF T90-210 propose de vérifier les deux inégalités suivantes :

La valeur de 60% a été définie par convention mais des exigences réglementaires ou des
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Exemple avec ’estimation de 1a LD et LQ a partir des blancs »

Conditions de fidélité Résultats d'un blanc dans une série Moyenne Variance des séries
intermédiaire _ 2
n°l n°2 Si
" Zj
Séries
J1 8,5 8,0 8,25 0,125
12 8,0 8,0 8,00 0,000
13 9,0 8,5 8,75 0,125
J4 8,5 8,5 8,50 0,000
J5 6,5 75 7,00 0,500
10,00
goo- 8 5 i s
]
i 9
o 6,00 4
=
g 400
200
(1,00 - .
J1 J2 JE M J45
Safle
Mombre de sbries o !
Mambra de repelilons par serie 2
Werianoe de répétabilité 5. 1,15000
Variancd des mayenes &)’ 045625
Varianoe intar-séeies - g 0,38125
Varance de fidéitd intermédian se” 053125
Ecan-type de répétatilitd © 5. 038730
A de répiiabilis EI"'“L’.’ o S 4,8%
Moyenne géndraka s a.100a0
Coan-typs de fidéits intermedisre © s¢ 0.72R87
CA de figglité imermadiaire GV en % 2.10%
Limite d= détechor 10,3
Limife ge quentfcation 15,4
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Exemple avec la vérification d’une LQ proposée »

5 matériaux sont préparés a une valeur de la LQ présupposée a 25 puis sont analysés dans des
conditions de fidélité intermédiaire. Chaque analyse est répétée 2 fois dans des conditions de
répétabilité.( Tableau 06)

Tableau 06 : résultats de la mesure de la Limite de Quantification

répétitions statistiques élémentaires
Var =5
] moyenne ar N
Série 1 2 iy -
serie serie

7-oct. 22,6 222 22,40 0,080
15-oct. 24,5 24,1 24,30 0,080
22-oct. 22,7 23,1 22,90 0,080
27-oct. 25,4 25,8 25,60 0,080
30-oct. 24,1 24,7 24,40 0,180

Nombre de séries : n 5

Nombre de répétitions par série @ r 2

Variance de répétabilité : ch;,.‘,,,., 0,100

Variance des moyennes : Var - = 5= 1,637

Variance inter-séries : Var, 1,587

Variance de fidélité intermédiaire . Var,, = s}, 1,687

Moyenne générale : ﬁ 23,82

Ecart-type de fidélité imermédiaire : s.o 1,30

CV de fidélité intermédiaire en % : CVia 54

Rél 25,00

EMA = 60%xRéf 15,00

LQ + B0 % = LO. 40,00

Zg+2x%8.g 26,52

Z,o—2%S10 21,32

LCh - 60 % = LOQ). 10,00

Paramétres d’exactitude de la limite de quantification présupposée

Les deux inégalités z,-2vs,, > LO-60% x LO el  zp+2x5, < LQ + 60 % = LO
sont vérifiges. L'exactitude de la limite de quantification présupposée a 25 est vérifiée.
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1.3.5. L’étude de I’exactitude

a. Objectif

Les normes NF T90-210 et NF V03-110 proposent de vérifier 1’exactitude d’une méthode autour
d’une valeur de référence par rapport a des limites d’acceptabilité ou un écart maximal acceptable

(EMA) qui caractérise la performance exigée de la méthode.

b. Procédure
Etape 1 : définition de la quantité mesurée

A partir du mode opératoire de la méthode, définir la quantité mesurée en précisant les formules de
calcul du résultat final et la procédure pour établir ce résultat.
11 est recommandé de bien distinguer :
+ Les méthodes « indirectes ou rationnelles » qui exigent une fonction d’étalonnage préalable
pour calculer la concentration des échantillons inconnus.
+ Les méthodes « directes ou empiriques » qui exigent une autre méthode de mesure, comme une
pesée ou une titrimétrie. (azote organique total de Kjeldahl, extrait sec, lipides totaux, etc...).
+ Remarque:
+ La quantité mesurée lors de 1’étude doit étre la méme que celle qui sera mesurée en routine.
+ Le résultat d’un essai doit correspondre au résultat final issu du mode opératoire.

Etape 2 : définition du domaine de validation

a®)  Définir le domaine de validation de la méthode.
b°) Définir une limite d’acceptabilité (A avec NF V03-110) ou un écart maximal acceptable (EMA
avec NF T90-210) pour caractériser la performance exigée de la méthode autour d’une valeur de
référence. L’EMA peut €tre imposé par une exigence réglementaire ou normative ou provenant d’un
guide technique ou fixée par le client ou le laboratoire lui-méme.
Quelques exemples A’EMA :
= Mod¢le développé par Horwitz ou CVR,Horwitz = 2xConc™®15,

EMA% = 2x2xConc-0:15 ou EMA = 2x0,02xConc0-85.

= Estimation de la reproductibilité interlaboratoires avec les comparaisons interlaboratoires,

*= EMA% =2xCVRepro ou EMA = 2XSRepro.
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Etape 3 : sélection des matériaux

a) Choix des matériaux

Les matériaux utilisés pour la validation de la méthode doivent étre des matériaux le plus représentatif

possible du domaine d’application de la méthode. Ils peuvent inclure différentes matrices pour les

méthodes multi-matrices.

Les matériaux doivent étre stables et homogénes en quantité suffisante pour réaliser des essais dans

des conditions de fidélité intermédiaire.

b) Valeurs de reference

Il faut disposer de matériaux dont la valeur est connue le plus exactement possible avec une

incertitude connue.

Cette valeur correspond a la valeur de référence assignée du matériau mesuré, plusieurs cas de valeurs

de référence sont acceptés :

la valeur du certificat d’un matériau de référence certifi¢ (RéfMRC), ou externes (MRE) ou
internes (MRI).

la valeur de consensus issue d’une comparaison interlaboratoires (REfCIL),

la valeur ciblée (Réfpréparée) par préparation d’échantillons (ajout ou dilution ou
supplémentation de 1’analyte dans une matrice représentative du domaine d’application,

la moyenne arithmétique des valeurs de mesures répétées selon la méthode de référence
(RefMéth).

Etape 4 : organisation des essais et calculs

Préparer ou choisir p > 3 matériaux couvrant le domaine de validation de la méthode en termes
de concentration pour une matrice donnée.

Il est recommandé que le point estimé de la limite de quantification soit intégré dans le plan.
Analyser chaque matériau dans n > 5 séries (3 ou 4 séries sur justification) dans des conditions
de fidélité intermédiaire et dans le temps de stabilité de I’échantillon pour la matrice considérée.
Si le matériau est instable procéder a plusieurs préparations.

Pour chaque matériau et dans chaque série, effectuer r > 2 répétitions dans des conditions de

répétabilité.

+ une valeur de référence (Réf) est attribuée a chaque matériau.
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Tableau 07 : résultats pour un matériau de validation

=erie Reépeétitions Moyenne Yariance
1 r - Var;
1 Z1a Zix 2 Var:
i Zi Zir - Var
” z.:-_.' zn_r o 'I.-"'E'.".-.
L]

Pour chaque matériau, les paramétres d’exactitude sont calculés selon ’annexe B puis rassemblés

dans le tableau suivant :

Tableau 08 :

exactitude de la méthode

Matériau 1

Matériau p

Valeur de référence Réfy Réf,
Nombre de séries m np
Nombre de répétitions par série 1 I'p
Moyenne générale _ _
7 Z,

Ecart-type de fidélité intermédiaire SFI,1 SFLp

CV de fidélité intermédiaire en % CVr11 CVr1p

Biais absolu b1 bp

Biais relatif en % b%1 b%p

Etape 5 : calcul de P’intervalle de tolérance pour un matériau de validation

La représentation des résultats est exprimée sous forme d’intervalle de tolérance autour de la

moyenne générale ou autour du biais ou autour du biais relatif.

L’intervalle de tolérance est [ z - kriXsk1; z + krixsrr |.

= L'intervalle de toldrance autour de 7 es1: 7 £ kn xsh,

= L'intervalle de lolérance autour du biais best : b2k x|

= L'intervalla de tolérance autour du bials relatd b3 est - 5% & &y, Xap o REF .
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a) Cas de la norme NF T90-210 : kFI =2

Lanorme NF T90-210 propose de fixer le facteur d’élargissement égal a 2 par convention, comme

le facteur d’interprétation du Z-score dans les comparaisons interlaboratoires ou comme le facteur
d’¢largissement de I’incertitude élargie.

c¢) Cas de lanorme NF V03-110 : kg variable La norme NF V03-110 propose un facteur d’¢largissement

qui dépend d’une probabilité © > 80%, du nombre de mesures et du rapport R? entre la variance de

répétabilité et la variance « changement de conditions »

el
H (Fe = |}

Etape 6 : vérification de ’exactitude de la méthode

L’exactitude de la méthode est vérifiée pour le matériau de valeur assignée Réf par rapport a

I’écart maximal acceptable si les inégalités (1) et (2) sont vérifiées :
(1) Ré1 —EMA < Z - kees

=

{(2) Z & brse = BRél +« EMA

(1% — EMAS: = % — &k T R

(2y B% — bk, wx,, / REF <« EMAS

La norme NF T90-210 indique le calcul du risque B correspondant a la probabilité de déclarer

conforme le matériau testé avec la mesure obtenue lorsque le matériau est réellement non-conforme
: faux non-conforme.

Etape 7 : représentation graphique de ’exactitude de la méthode

Il est conseillé de représenter graphiquement 1’exactitude de la méthode par niveau selon

I’intervalle de tolérance du biais relatif par rapport a I’écart maximal acceptable en pourcentage.

Ce graphique est appelé « profil d’exactitude de la méthode ».
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a0
G005
0%

20%

-20%,

0% 1

-G0%

-30%

1°)
2°)

Représentation de I'intervalle de tolérance en % et des EMA en %

=== =A% ® Fliapm % esime

c. Exemple avec les données de 1a norme NF T 90-210

Le domaine de validation de la méthode est [ 25 ; 400 ].
3 matériaux de validation associée aux valeurs de référence : 25 — 100 — 300 sont mesurés.
L’utilisateur a décidé de vérifier I’exactitude de la méthode selon chaque matériau par
rapport 1’écart maximal acceptable suivant :

e Pour la valeur de référence de 25 : EMA% = 60%

e Pour la valeur de référence de 100 et 300 : EMA% = 20%.
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39) Résultats des plans d’expériences

Vralreur de . Valeur de référence Valeur de

référence de niv 1 de niv 2 £ deniv3

ou LQ 25 + 60% emv 100 +20% reference dentv 300 +20%
Echantillon Concentration des Echantillon supposé] Concentration des Echantillon Concentration

supposé identique répétitions identique répétitions supposé identique des

7-Scpt. 73 77 7-Scpt. 75 76 repétitions

O-sept. 75 77 0-sept. TOT T0? /-sept. 309 300

T3-sept. 73 73 T3-sept. 00 03 9-sept. 287 291

77-sept. 75 76 77-sept. 33 37 13-sept. 295 295

30-sept. 7 % 30-sept. o7 08 2/-sept. 205 20

4°) Calcul des paramétres d’exactitude sur chaque niveau

Niveaux Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Fidélité

Ecart-type de répétabilité (sieper) 0,316 1,318 1,886
Ecart-type de fidélité (ser) 1,299 5,385 7,347
Coefficient de variation de répétabilité (CVieps) 1,32% 1,39% 0,63%
Coefficient de variation de fidélité (CVy) 5,43% 5,68% 2,47%
Justesse

Valeur moyenne estimée 23,920 94,820 297,820
Biais (%) -4,32% -5,18% -0,73%

5°) Calcul et interprétation des limites de tolérance et des limites d’acceptabilité avec la
norme NF T90-210

Niveaux Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Valeur de référence 25,0 100,0 300,0
Ecart Maximal Acceptable en % * 60% 20% 20%

) 60% 20% 20%
Etude de l'exactitude avec la norme NF T90-210
Limite haute d'acceptabilité 40,0 120,0 360,0
Limite haute de tolérance 26,5 105,6 312,5
Limite basse de tolérance 21,3 84,1 283,1
Limite basse d'acceptabilité 10,0 80,0 240,0
Conclusion : I'exactitude de la méthode est vérifiée vérifiée vérifiée
Risque [ 0,00% 41,58% 0,02%
Profil d'exactitude par rapport au biais relatif
Biais % -4,32% -5,18% -0,73%
Ecart Maximal Acceptable en % * 60% 20% 20%

- -60% -20% -20%
Limites haute de l'intervalle de tolérance du biais en % 6,1% 5,6% 42%
Limites basse de l'intervalle de tolérance du biais en % -14,7% -15,9% -5,6%
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Représeniation de I'intarvalle de iokimnce &n % [NF TS0-210) &t des EMA 2n %

= == = LAY & Bies % eslismd

S—

EEEERERE

d. Exemple avec les données de la norme NF V03-110

Le laboratoire souhaite vérifier 1I’exactitude de la méthode a quantifier 1’acide L-malique dans le
jus de raisin entre 0,16 et 2,52 g/l par rapport a des limites d’acceptabilité fixées a + 20 %.
Les matériaux de validation choisis sont des matériaux de référence dont les valeurs de référence

sont :
e AA1:0,16 g/1+0,02 g/l.
e BTA:0,92 g/1+0,08 g/l
o AA3:2,52¢g/1+0,12 g/l

Etape 2 : Calcul des paramétres d’exactitude sur chaque niveau

Niveaux Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Valeur de référence 0,16 0,92 2,52

+ 20% 20% 20%
Ecart Maximal Acceptable ou Aen%

- 20% 20% 20%
Fidélité
Ecart-type de répétabilité (Srepet) 0,007 0,040 0,042
Ecart-type de fidélité (s) 0,014 0,052 0,110
Coefficient de variation de répétabilité (CV ge) 4,57% 3,97% 1,64%
Coefficient de variation de fidélité (CVy) 8,56% 5,18% 4,27%
Justesse
Valeur moyenne estimée 0,164 1,005 2,581
Biais (%) 2,56% 9,23% 2,40%
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Etape 3 : calcul et interprétation des limites de tolérance et des limites d’acceptabilité

Etude de I'exactitude avec la norme NF V03-110

Probabilité =« 80% 80% 80%
kg avec la norme V03-110 pour © = 80% 1,585 1,510 1,629
Limite haute d'acceptabilité 0,192 1,104 3,024
Limite haute de tolérance 0,186 1,083 2,760
Limite basse de tolérance 0,142 0,926 2,401
Limite basse d'acceptabilité 0,128 0,736 2,016
Conclusion : I'exactitude de la méthode est vérifiée vérifiée vérifiée
Profil d'exactitude par rapport au taux de récupération
Récupération % 102,56% 109,23% 102,40%
Limite haute d'acceptabilité en % 120% 120% 120%
Limite haute de l'intervalle de tolérance en % 116,5% 117,8% 109,5%
Limite basse de l'intervalle de tolérance en % 88,6% 100,7% 95,3%
Limite basse d'acceptabilité en % 80% 80% 80%
Profil d'exactitude par rapport au biais
Biais % 2,56% 9,23% 2,40%
Ecart Maximal Acceptable en % 20% 20% 20%

- -20% -20% -20%
Limites haute de l'intervalle de tolérance du biais en % 16,5% 17,8% 9,5%
Limites basse de l'intervalle de tolérance du biais en % -11,4% 0,7% -4, 7%

Etape 4 : représentation graphique de I’exactitude de la méthode

Aepréseniation de l'intervalle de folarance en % (HF YiE3-10] ot des limites d'acceptabilite en %

26%

= = =Ecart Maximal Acceptabée en %

20% - mm e e e e m e

15%
%
i%
0% 1 T

# Biais%

5% - 03

-10%
=15% -

-20% - == = == o= o= o=

~258, -

a2

242
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1.3.6. L’étude des rendements
a- Objectif

La présence dans 1’échantillon de constituants autres que I’espéce a analyser constitue une source
importante d’erreurs systématiques dans les résultats qui peut entrainer une augmentation ou une
suppression de la réponse analytique.
I1 est conseillé d’aborder cette étape avant toute étude d’exactitude et de LQ pour tenir compte
éventuellement d’un coefficient de correction.

£ La norme NF T90-210 propose un plan d’expérience avec des ajouts connus sur des différents

¢chantillons analysés dans des conditions de fidélité intermédiaire.

La norme indique que 1’étude des rendements ne sera pas effectuée s’il n’y a pas de traitement de

I’échantillon ou si I’étalonnage tient compte du traitement de 1’échantillon.

+ Si l'utilisateur a besoin d’une étude des rendements avec plusieurs échantillons alors

I’étude peut étre effectuée avec un ajout dans une méme série.

b- KEtude des rendements en fidélité intermédiaire avec la norme NF T90-210

L’objectif est de caractériser I’influence de 1’étape de préparation lorsque celle-ci n’est pas prise
en compte dans 1’étude de 1’étalonnage.
En gamme extraite, I’é¢tude des rendements ne sera pas effectuée.

c- Organisation des essais

Réaliser des essais sur au moins deux niveaux d’ajout d’un méme matériau représentatif a I’intérieur du
domaine d’application de la méthode.

En absence de valeurs d’intérét normatives ou réglementaires, les niveaux d’ajout pourront étre
de 20 % et 80 % de la concentration maximale du domaine d’application.

La norme NF T90-210 propose de réaliser au moins n > 5 essais a chaque niveau et les analyser dans des
conditions de fidélité intermédiaire en incluant I’étape de préparation.

Chaque analyse est répétée au moins r > 2 fois dans des conditions de répétabilité.

61



PARTIE II : VALIDATION D’UNE METHODE ANALYTIQUE CONTROLE QUALITE EN PRELEVEMENTS

Tableau des résultats pour un niveau d’ajout

Teneur initiale Teneur Teneur retrouvée Rendement en %

Série avant ajout ajoutée 1 2 1 2
1 z X Z’11 z’12 Rii R
i z] Xi i1 Z'i2 Ri; Ri>
n Z] Xn Z’n[ Z’n,Z Rn] RnZ

d- Estimation des parameétres d’exactitude pour un niveau d’ajout

11 s’agit de calculer les statistiques suivantes sur les rendements mesurés pour chaque niveau d’ajout
a partir du tableau d’exactitude .

Rdt  rendement moyen calculé.

Spf  €cart-type de fidélité intermédiaire calculé.

Le laboratoire doit définir les protocoles d’évaluation et de suivi de valeurs

caractéristiques sur chaque niveau d’ajout selon la moyenne R et I’écart-type s,

Les valeurs préalablement établies pourront servir de base pour le contrdle qualité.
Le laboratoire définira dans sa documentation si une correction de rendement est appliquée dans
I’expression du résultat final. Dans le cas contraire, le laboratoire devra tenir compte, dans le calcul des

incertitudes, du biais introduit par I’absence de correction du rendement.

62



PARTIE II : VALIDATION D’UNE METHODE ANALYTIQUE CONTROLE QUALITE EN PRELEVEMENTS

Exemple de la norme NF T90-210

v" Etude des rendements a 20% du domaine

Condiions o2 e nleméefare | Teneur e Tereut Tereut et
a5 séries avant gjoul Houtsa | 9
i) ] 100,000 =N 9.2
Y, 0 100,000 1005 1021
& 0 100,000 o2 234
i 0 100,000 84 86,8
I 0 100,000 ara 9,2
Rerdements an % Randement moyen | Vanange des sénies
S | 2 7 5!
J %1 6,2 9568 0,605
2 1005 1021 101,30 1,280
i a2 G a0 6,120
i 84 &8 8780 1,280
I a3 8.2 9778 0,405

Ecan-ype de ligié inlemégiare . sy
OV de faelte imermedaine CVpan %

H'i'a’la'a:ﬂ de TEOIADE * Sy 17
Variance des movennes . ¢ 1A )’ 2,128
Varlance infer4éiis | & 47 254
Variance de fiddié miemédaire 28,97
Ecart-typa d2 répdiatilte | 5 13

GV de repetabiné OV, .. an % i
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v Etude des rendements 2 80% du domaine

Condios e s Meméiare | Teced e T e—
s 5anEs vt et ks 1 2
Jt 0 00,000 34,500 063
£ 0 00,000 247300 21,100
i ] 300,000 7500 H4800
M ¢ a00,000 22700 L
8 ¢ 00,000 T2 400 .40
Aendements en % Reedemeni mopen | Variance des sénes
S : 7 )
Jt Hif] 102 05 0436
i 858 & 8640 0402
8 g2 03 a8 0405
M oh 4 55 0,320
B 103 1004 .72 e

|M:rEr|re clnérgle R 53 |

Ecarbhyoe de Sdekle lermedam ; 5 1|

G d2 loene imerméiaie Gl en % 1%
Vananoe de oelan e S 13%
Vince des mayeres s g8 | 301
Vaienos imer-sées ! g 540
Variznoe d f0élié itemédare s f
Etarkhoe o8 iptiblle Sy 0§

G de repelaiite T o0 % 06%

= Conclusion : pas d’application de facteur de correction.
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1.3.7. L’étude des interférences et de la spécificité

a. Application de la norme NF V03-110

La norme NF VO03-110 indique que la spécificit¢é d’une méthode fait plus partie de son
développement que de sa validation.

L’annexe | indique que la spécificité peut-étre établie en étudiant la capacité de la méthode a
correctement quantifier 1’analyte recherché en présence d’autres analytes, supposés interférents,
intentionnellement introduits dans un échantillon.

Si on suppose que des interférences existent déja, on peut comparer la méthode a valider avec une
autre méthode qui quantifie le méme analyte ou tout autre moyen pour s’assurer de ’identité de

’analyte.

b. Application de la norme NF T90-210

La norme NF T90-210 indique que la spécificité est établie par une étude des interférences sur la
revue bibliographique des données disponibles concernant I’analyte, la technique analytique et la
matrice concernée.
Il appartient au laboratoire de démontrer qu’il a mis en ceuvre les moyens adaptés a la mise en
¢évidence d’éventuelles interférences et a leur prise en compte.
I convient en particulier d’identifier les interférences spécifiques et les interférences non
spécifiques.

» Interférences spécifiques
Ces interférences agissent directement sur la réponse de I’analyte (variation de pente d’étalonnage,
effets de sels, variation de rendements d’ionisation, d’atomisation, ....).
Par exemple, elles peuvent étre identifiées et/ou corrigées par des tests d’ajouts dosés, des études de
rendements, des comparaisons de techniques...

» Interférences non spécifiques
Ces interférences sont liées a la présence d’un composé (différent de I’analyte) qui produit un signal
y compris en absence de 1’analyte (éléments non séparés en chromatographie, interférences
polyatomiques en ICPMS, ..
Ces interférences ne peuvent étre corrigées par la méthode des ajouts dosés.
On peut en démontrer la maitrise par ajouts du composé interférent dans un échantillon de

composition connue.
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1.3.8. L’étude de la répétabilité
a- Objectif

La répétabilité est étudiée pour calculer la limite de répétabilité, notée r.

La limite de répétabilité correspond a la différence maximale a laquelle on doit s’attendre dans 95%
des cas, entre deux mesures effectuées successivement et indépendamment sur un méme matériau
dans des conditions de répétabilité :

r=2,8%srépét ou 1%=2,8XCVrépét.

Pour une vérification, la répétabilité (srépét ou CVrépét ou r ou r%) est comparée a une limite
acceptable ou admissible, préalablement choisi par rapport a une exigence réglementaire ou
normative ou fixé par le client ou le laboratoire lui méme.

Cette étude est nécessaire lorsque I’étude de I’exactitude est incompléte en matiere de représentation

des matériaux analysés.

b- Organisation des essais et calculs

Plusieurs matériaux sont mesurés avec des répétitions dans des conditions de répétabilité. Il est

conseillé d’avoir px(n-1) / 30.

Différents matériaux Répétitions dans une méme série Variance Cv?
analysés 1 n Szmatériaui CVzmatériau i
Matériau 1 X1,1 Xln Szmatériau 1 CVzmatériau 1
Matériau i Xij Xi, r Szmatériaui CVzmatériau i
Matériau p Xp,1 Xpn Szmatériau P CVzmatériau Y4

L’estimation de la répétabilité avec plusieurs matériaux dépend de la stabilité de la répétabilité dans
le domaine étudié.

»  Siles écart-types sont jugés significativement constants alors :

14
o
s 4 o eye, . , }_._Suatériau,i
I’écart-type de répétabilité est estimé par :

1=
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Si les CV sont jugés significativement constants alors :

P

> cy?

matériau,i

CViepat le CV de répétabilité est estime par : CV,,,, = B

P

Le test de Cochran ou un graphique permet de vérifier que les écart-types ou les CV sont

significativement homogenes .

a. Exemple

Matériaux répétitions Effectif moyenne écart- Variance
différents type s
1 28,0 28,1 27,5 3 27,87 0,32 0,1033
2 25,1 25,2 24.8 3 25,03 0,21 0,0433
3 18,5 18,7 19,2 3 18,80 0,36 0,1300
4 26,2 26,4 26,1 3 26,23 0,15 0,0233
5 20,1 20,2 19,6 3 19,97 0,32 0,1033
6 17,8 17,9 18,6 3 18,10 0,44 0,1900
7 23,1 223 22,5 3 22,63 0,42 0,1733
8 16,7 16,8 16,1 3 16,53 0,38 0,1433
9 27,8 27,6 27,2 3 27,53 0,31 0,0933
10 249 243 25,5 3 24,90 0,60 0,3600
11 18,3 18,4 18,9 3 18,53 0,32 0,1033
12 26,0 25,9 25,1 3 25,67 0,49 0,2433
13 19,9 19,8 19,2 3 19,63 0,38 0,1433
14 17,6 17,5 17,3 3 17,47 0,15 0,0233
15 22,9 22,8 22,6 3 22,77 0,15 0,0233
Nombre de matériaux 15
Nombre de répétitions par matériau 3
Variance absolue de répétabilité s 2 0,127
r
Ecart-type de répétabilité : srepet 0,36
Limite de répétabilité : r 1,00
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Représentation

0.4 1

0.4

03

0.2

acart-type

01

0.0
18

de I'écart-type de répétabilité par rapport
*
+
L]
L
*
L] * F +
L]
+*+ +* +
17 14 21 23 25 27

moyenne

1.3.8. L’étude de la fidélité intermédiaire

a- Objectif

a la

moyenne

Cette ¢tude est nécessaire lorsque 1’é¢tude de I’exactitude est incompleéte en matiere de

représentation des matériaux analysés.

La fidélité¢ intermédiaire est étudiée pour évaluer I’influence des changements de conditions

(personne, étalonnage, équipements, environnement, temps écoulé entre mesures) correspondant

a une activité normale du laboratoire.

Pour une vérification, la fidélité¢ intermédiaire (sp; ou CVyy) est comparée a une limite acceptable

ou admissible, préalablement choisi par rapport a une exigence réglementaire ou normative ou

fixé par le client ou le laboratoire lui méme.

b- Organisation des essais et calculs

Un matériau est mesuré dans n séries avec des changements de conditions et chaque mesure est

répétée r fois dans des conditions de répétabilité.

Serie ﬁépétltfung Maoyenne Variance
1 r : Var;
1 214 Zig z, Var
i Zi Zir . Var,
n Ll o, 7 Var,
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Les calculs sont conduits selon le principe décrit dans la norme ISO 5725-2

Le test de Cochran ou un graphique permet de vérifier que les écart-types sont significativement
homogenes .

Le test de Grubbs ou un graphique permet de vérifier que les valeurs et les moyennes sont
significativement homogenes .

— La mayenne arthmatigque est estimée par: -= 1

L3
—» L'écart-iype de fidelité intermadigire est calculé selon sn = Ve,

5i le nombre de répétitions dans chague série est constant et de valeur r alars ¢
» Varg =Var, + Var, .

e T s et fa varance e répdtabilite

calculée par
1""'",-,.,_- = marenms dioy nowarianoes (varl

; . £y ; Vapr .
» Var, ezl la varance inler-zérigs calbulés par @ Vo, = WoolhVor - ——00
I
AVED Var - = wiiagree diy 17 R VERnes I'?l 1.

> La coefficiert de variation da fidélita intermadiaire est estima par @ CV¥s= 100%8 ¢ - en
.
Le test de Cochran ou un graphique permet de vérifier que les ¢&cart-types sont
significativement homogenes . Le test de Grubbs ou un graphique permet de vérifier que les

valeurs et les moyennes sont significativement homogenes .
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Exemple
Rbpetilions Moyznne arance des serics
Ssirin: i 2 3 = VaIF e = v
d-jany. 1.01E 1,038 1.005 1.0187 0,0I0242
9-jar. 0.847 0,965 ETY mEE20 0050189
10-jany. .37 0,887 0,835 T.EIG3 0,0200B3
11-jany. 0977 1,012 .89 8933 0030310
t&-jany PR 1,073 1022 1 LD [0, 0aE1
16-jany. Q.340 0,854 0,857 T.8a5T D0,0I0182
Fi-lany, 0.4894 0 8Ey LRz L] LR ok D D0ngs
Ta-jany. J.364 0,862 0,835 TEG63 D0,.0I0214
22-jans. 1008 1,020 1,048 1.0257 0000421
Z3-jany. J.3495 1,004 1.011 1.0053 0,0I00E4
2h-jan. 1006 01,953 1.2 1 0037 [, 0 0ES
Mlomibre de sbies 2 n 11
Mombre de népititions par sdna:r 3
Kyarng gerarala E Dawy
Ecarthypade fadit mermidars © sy 0033
G da figald intermediaine - T b
Vananoe de répdtanith @ Yar - QLana2s?
Wananoe des moyennes DACO3E1
Vananok insar-sanes : Var e [RRA e
Varignge de fdalng intarmadiaira Vare Dy 102
RAapréagantation das remwnats
1,14 -
1,12 1
1,00 a
14 » . [
= - - :
E 1,00 - " " & [ ! !
o I . L ] . L]
0,86 H H
‘ -
052 -
058
08 !
= = = x = - g g % 2 2
= A, L. 3 E. B = =5 A L3 A = A,
ol ah = - iy uly r- ol ﬂ 3} i]
= = ™ = - L
Sitrie
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1.3.9. L’étude de la justesse

a. Objectif

11 existe plusieurs approches pour vérifier la justesse d’une méthode :
[l Interprétation des résultats obtenus dans des conditions de fidélité intermédiaire sur un
matériau de référence.
7] Comparaison d’une méthode alternative par rapport a une méthode de référence dans
des conditions dans des conditions de répétabilité.

] Interprétation des résultats lors de comparaisons interlaboratoires.

b. Application de I’étude de I’exactitude avec la norme NF T90-210

A partir du plan d’expérience mis en ceuvre lors de 1’é¢tude de 1’exactitude, la justesse d’une

méthode est vérifiée lorsque :

= — R
= Bait, 16 blals |-~ Rer|ou I8 bisis relath I-n-_l

gl )
est inférieur a une limite d’acceptabilité préalablement choisie par rapport a une exigence

réglementaire ou normative.

Par exemple, le guide de validation LABERCA rappelle les biais relatifs autorisé€s par la directive

européenne 2002/657/CE pour les analyses des résidus et contaminants par spectrométrie de masse.
. . z —Réf e
=  Soit, I’écart normalisé EN = est inférieur ou égal a 2.
CHI )
Ré
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uréf correspond a I’incertitude-type associée a la valeur Réf selon les cas suivants :

Référence
Référence incertitude-type
Réfvre urer est 'incertitude-type sur la valeur de référence.
Soit urerprovient de I’organisateur de la comparaison interlaboratoires.
Réfen Soit urer= écart-type de reproductibilité interlaboratoires /‘/; p étant le nombre
de laboratoires pris en compte pour le calcul de 1’écart-type.
Réfuithode uref = €cart-type des p résultats obtenus avec une méthode de référence
/o A
ur¢f = €cart-type ou incertitude-type caractérisant la valeur de ’ajout du(e) a la
Réfajout préparation, aux matériaux et matériels utilisés .
c- Comparaisond’une méthode alternative par  rapport a une

méthode de référence dans des conditions de répétabilité

La justesse d’une méthode alternative par rapport a une méthode de référence dans des
conditions de répétabilité est étudiée en mesurant plusieurs matériaux avec les deux méthodes
dans des conditions de répétabilité.

La justesse de la méthode alternative est vérifiée lorsque :

o ot o Fitgiy i
» Soif le crilére ,.L.=| sl infériaur a 2 avec !
iy

= d la movenne des differences J =k -3 entre les deux méthodes sur chagque

maEtariau i.

e 5, lécart-type des différences o =% - I antre les deux méthodes sur chaque
matériag i.

= ooit les difféerences o =1 -2 ou les rapports & /2 sont inférieurs & une limite

acceptable ou admissible, préalablement choisi par rapport a une exigence réglementaire ou normative

ou fixée par le client ou le laboratoire lui-méme.
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a. Comparaison d’une méthode alternative par rapport a une méthode de référence sans

répétition

La justesse d’une méthode alternative par rapport a une méthode de référence sans répétition est étudiée

en mesurant plusieurs matériaux avec les deux méthodes.

Estimer les paramétres de la droite de similitude (Y = a + bX) et I’intervalle de confiance de
chaque paramétre avec un niveau de confiance de 99%.

a+t5%n-1 X Sa b + t5%n-1 X Sb

=> Décider de la justesse de l1a méthode alternative lorsque :
- si I’hypothése a - ts%n-1Xsa <0 <a + tso%.n-1%sa est vérifiée
- si I’hypothése b - tssn-1Xsa < Taux théorique < b + ts%n-1Xsa est vérifiée

Exemples

Exemple de la norme NF T90-210

Valeur de Valeur de référence de Valeur de
référence de niv 1 25 niv 2 100 référence de niv 3 300
oulLQ
Echantillon Concentration des EChaanlo‘tl_ supposé Concrznz;;lz;lsdes ‘ Ec‘}}algtillt(?n Concrzn;r;;lzrrllsdes
supposé identique répétitions 1dentique P suppose¢ i1dentique P
7-sept. 95 96 7-sept. 309 306
;'zzp:‘ ;z ;ﬁ J-sept. 101 102 9-scpt. 287 291
1; S}Z .t 3 3 13-sept. 90 93 13-sept. 298 295
> segt. >3 >0 27-sept. 88 87 27-sept. 293 295
o o o 30-sept. 97 98 30-sept. 302 302
Niveaux Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Valeur de référence 25,00 100,00 300,00
—+ 0, 0, 0,
Ecart Maximal Acceptable ou [] en % 60% 20% 20%
- 60% 20% 20%
Fidélité
Ecart-type de répétabilité (Sréper) 0,316 1,318 1,886
Ecart-type de fidélité (sp) 1,299 5,385 7,347
Justesse
Valeur moyenne estimée 23,920 94,820 297,820
Biais (%) -4,32% -5,18% -0,73%
Conclusion sur le biais avec la NF T90-210 négligeable significatif négligeable

Les biais relatifs sont considérés acceptables car ils sont inférieurs a 10% selon les objectifs

du laboratoire.
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Exemple de comparaisons de méthode

Matésiaux méthode alternative: méthode de référence:
Différents répétitions répétitions
1 2 moyenne écart-type 1 2 moyenn écart- différence
€ type

1 11,5 11,5 11,500 0,0000 12,0 11,6 11,80 0,2828 0,300
2 16,2 17,4 16,800 0,8485 16,3 16,7 16,50 0,2828 -0,300
3 22,0 22,5 22,250 0,3536 20,5 20,6 20,55 0,0707 -1,700
4 25,8 25,6 25,700 0,1414 243 242 24,25 0,0707 -1,450
5 27,6 27,5 27,550 0,0707 26,4 26,6 26,50 0,1414 -1,050
6 33,2 34,1 33,650 0,6364 32,6 324 32,50 0,1414 -1,150
7 39,3 37,9 38,600 0,9899 40,0 39,9 39,95 0,0707 1,350
8 38,3 38,7 38,500 0,2828 37,8 37,9 37,85 0,0707 -0,650
9 422 42,8 42,500 0,4243 435 434 43,45 0,0707 0,950

10 45,7 442 44,950 1,0607 47,0 46,9 46,95 0,0707 2,000

conclusion

moyenne des différences -0,170
écart-type des différences 1,267
valeur expérimentale w 0,134
valeur critique ( VC) & 5% 2
test: "justesse entre les deux méthodes" accepter

Exemple : la similitude des méthodes comparées

Msthocs A | Mafods Tl Crane
Sdd 342 El
=11 Bicdd 124
441 b I Ernd ]
E&L 5od SH
245 BI% ali}
=k G =M
T TG} -l
1003 145 EE
[= - 144
=:H LY EH]
SHH Kt =1
23 £ ez
308 155 iad
G306 B i
T25 nss =il
12400 a7 Bl
42 38 H
50 5o 130
388 B3 204
188 324 1498
3487 £33 41
A K%t k]
4 K 14K
A7 us Fil]
=T ol i75

-1

-

DGTazeInsg  2Pr Besaan E
DAT8ITTIIE BRI ZBETITD L]
prataTgeie  1a0 Gezg1a

RPN S PR R

F]

11E2588 B2T  AEE0HT 1E3

Imisrealle de coelance sur b ¢ n4
Inisramls de corhances rurk ¢ a0

o
3.0

Comparaigon de deux mélhodes

¥ = DT840 + 220,55 -

400

foe 1500
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Chapitre II: L’estimation des incertitudes
I1.1. Introduction

L’incertitude est un outil d’aide a la décision et a I’interprétation.
Son évaluation va permettre de prendre en compte une information importante du
processus d’analyse que le résultat seul n’intégre pas.
Les objectifs en matiere d’incertitudes sont :
[0 L’évaluation,
'] La mention dans les rapports,
] L’utilisation a des fins de déclaration de conformité.
L’identification et le suivi des composantes d’incertitude contribuent largement a la

maitrise des méthodes d’essais et d’étalonnages.

II.2. Evaluation des incertitudes

Lanorme ISO 17025 indique que le laboratoire d’essai doit documenter ses dispositions pour
I’évaluation des incertitudes de mesure et quantifier ces incertitudes de mesure lorsqu’il
existe des méthodes de calcul appropriées.
Plusieurs démarches sont possibles pour obtenir I’incertitude de mesure, telles que :

e [’¢valuation par analyse des composantes d’incertitude,

e [’application de la « loi de composition des variances »,

o [’utilisation de la fidélité et de la justesse de la méthode d'essai ou d'analyse,

e Jla détermination du biais a 1’aide de matériau de référence,

o ['utilisation de données d’essais d’aptitude.
Lorsque la norme d’essai n’est pas explicite sur la démarche d’évaluation des incertitudes, et
qu’il n’existe pas de position sectorielle consignée dans les guides techniques ou dans les
documents d’exigences spécifiques du Cofrac, il est exigé des laboratoires ’approche

minimale suivante :
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» ldentification des facteurs susceptibles d’influencer le résultat de mesure (pour tous les
essais, y compris les essais qualitatifs).
.a. Etablir la liste des facteurs ayant potentiellement une influence sur le ou les

résultats de l'essai (essai quantitatif ou pas).

Sont bien sir inclus dans cette liste les parametres pour lesquels la méthode
d'essai (normalisée ou non) fixe une plage de valeurs tolérées.

.b. Si certains facteurs ont une influence jugée non significative, préciser les
¢léments qui permettent d’apporter la preuve que 1’on peut négliger leur prise
en compte.

.C.  Montrer comment on maitrise les facteurs influents (par exemple, si la méthode
d'essai impose de soumettre un objet a une température de 23°C + 1°C, on doit
montrer que la température mesurée affectée de son incertitude de mesure est

bien comprise dans cette plage).

I1.3. Le recensement des sources d’incertitudes : s’appuit sur 1’é¢tude des 5 M (Matériel
— Méthode — Main d’ceuvre — Matériau — Milieu) en :

e listant toutes les sources d’incertitudes,

e jugeant I’influence de chaque source sur le matériau

¢ indiquant comment elle sera prise en compte dans 1’estimation finale (QIC et/ou

un EIL et/ou plan d’expérience et/ou métrologie).

Matériels
Appareils, équipements automate, informatique.

] Métrologie des moyens d'essai : a chaque principaux moyens d'essai (précisés dans la
colonne correspondante) est associé le type d'opération a leur appliquer (confirmation
métrologique, controle fonctionnel...).

] Principaux moyens d’essai pour chaque méthode d'essai : les moyens principaux sur
lesquels repose la bonne réalisation de 1'essai ont été listés.

Méthode
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Mode opératoire ou principe de la méthode d'essai en dégageant les grandes lignes, les

principes mis en ceuvre et les moyens pour avoir le résultat attendu.

Movens humains

Prise en compte du changement de personnes

Matériau ou objet soumis a essai

Prise en compte des différents types de matrice
Milieu

Conditions ambiantes (température, pression atmosphérique...)

» Quantification (pour les essais dont le résultat s'exprime d'une manicre
quantitative)

.a. Lorsqu'on dispose d'é¢tudes exploitables de la fidélité de la méthode (valeur
publiée, cartes de controles, essais interlaboratoires, ...), I'écart-type de fidélité
est une des composantes de l'incertitude ; 1'écart-type de fidélité peut constituer
une estimation

.b. suffisante de I'incertitude-type du résultat de mesure si tous les facteurs listés en
1 ont bien été pris en compte dans I'étude de fidélité.

.C.  L'influence de chaque facteur identifi¢ en 1, dont l'influence est jugée
significative et qui n'est pas pris en compte dans une étude de fidélité, doit étre
analysée et quantifiée (dans I'unité de mesure du résultat).

.d. Estimer l'incertitude a partir de ces composantes.

Cette démarche est cohérente avec les recommandations du GUM, du fascicule FD X07-021

et des guides internationaux.

Le laboratoire doit identifier la finalité¢ de I’essai, pour confirmer la nécessité de faire figurer,
ou non, I’incertitude de mesure sur le rapport sur les résultats.
La mention de I’incertitude dans le rapport sur les résultats est fonction a la fois des

exigences exprimées par le client et de celles contenues dans les référentiels.
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Tableau conformité aux exigences client, revue de demande

Exigences du client (tragable au niveau de la revue de demande

Exigences du référentiel(D)

Le client du laboratoire lui demande

que Pincertitude(3) soit mentionnée
dans le rapport

Le client du laboratoire lui demande

que Pincertitude(3) ne soit pas
mentionnée dans le rapport

OU BIEN
Le client du laboratoire ne précise
rien.

Le référentiel( 1) mentionne
explicitement que les limites de

spéciﬁcations(3) ont été fixées sans

tenir compte de Pincertitude(3)

Lincertitude() doit atre indiquée dans le rapport

Le référentiel( 1) mentionne
explicitement que les limites de

spéciﬁcations(z) ont été fixées en

tenant compte de Pincertitude(3)
OU BIEN

Le référentiel(l)ne mentionne rien

quant aux incertitudes(®)

L’incertitude(3 ) doit  étre

dans le rapport

indiquée

L’incertitude(®) peut ne pas étre
indiquée dans le rapport

(1) Référentiel : 1a notion de référentiel est a considérer ici au sens large ; il peut s'agir de

référentiel réglementaire, de normes nationales, régionales ou internationales, de

documents techniques publiés par des organisations techniques de renom, par des revues

scientifiques spécialisées ou par le fabriquant de I'équipement.

Il peut également s'agir de référentiels clients.

(2) Limite de spécification : cela englobe aussi la notion de tolérance a ne pas dépasser ou

de seuils a atteindre.

3) Incertitude : incertitude associée au résultat final.

11.4. Utilisation des incertitudes de mesure dans le cadre des déclarations de conformité

La maniere de prendre en compte I’incertitude de mesure dans les processus de

déclaration de conformité n’est pas unique.
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Selon les produits, les domaines de mesure, les référentiels, les professions ou encore les pays,
les régles et les pratiques different.
Déclarer conforme ou non-conforme un produit génére deux risques :
le risque dit « client », qui est le risque de déclarer a tort que le produit est conforme
le risque dit « fournisseur », qui est le risque de déclarer a tort que le produit est non
conforme.
Le laboratoire ne sait pas toujours si le produit dont on lui demande de vérifier les
spécifications doit étre examiné sous ’angle du « fournisseur » ou du « client ».
En effet, il intervient en situation de tierce partie, dont les travaux feront 1’objet d’utilisation
par d’autres entités qui, elles, assument de fait les risques.
Par exemple, ce sont le pollueur (fournisseur) et le citoyen (client), concernés par un effluent
toxique (le produit) soumis a une réglementation (la spécification), qui assument les risques
issus du travail du laboratoire accrédité caractérisant I’émission d’effluent.
Si pollueur et citoyen veulent étayer leur comportement par la seule déclaration de
conformité énoncée, ou non, par le laboratoire accrédité, il est évidemment essentiel qu’ils
soient, de fagon lisible et transparente, parties prenantes a la définition de la régle appliquée,

qui conditionne le risque qu’eux-mémes acceptent d’assumer.

Lorsque le laboratoire appartient soit au fournisseur (contréle de production...), soit au
client (controle de réception...), c’est en fait I’entité qui dispose en son sein de ce
laboratoire qui assume le risque, et donc doit contribuer, la encore de facon lisible et
transparente, a I’établissement des critéres permettant de déclarer, ou non, la conformité. Les
données fondamentales sur lesquelles s’appuie la décision sont :

- la (ou les) limite(s) de la spécification qui est imposée a la caractéristique du

produit;

- le ou les résultats de mesure/ d'essai de la caractéristique ;

- ’incertitude de mesure affectant le résultat de mesure/ d'essai ;

- le choix du niveau de risque accepté par le client du laboratoire accrédité ;

- la reégle de décision (c’est-a-dire la maniére de combiner les données précédentes

pour déclarer, ou non, la conformit¢).
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En pratique, les principales difficultés rencontrées par les laboratoires pour déclarer, ou non,
la conformité, sont les suivantes :

- indisponibilité ou définition insuffisante de la spécification et donc interprétation ambigué
- difficulté a évaluer l'incertitude, notamment celle associée aux essais qualitatifs

- absence ou méconnaissance de la régle de décision a appliquer

I1 est donc fondamental qu’au moment de la revue de la demande, un dialogue s’engage entre
le laboratoire et son client afin d’établir le niveau de risque devant étre utilis¢ pour déclarer,
ou non, la conformité, et que la régle définie a I’issue de cette discussion soit formalisée dans
le « contrat.

NB : La déclaration de conformité ne reléve pas, au sens strict de la norme NF EN ISO/CEI

17025, des avis et interprétations.

Le laboratoire doit identifier avec son client s’il y a lieu d’émettre une déclaration de
conformité/non conformité, suivant 1’objectif visé€ par les essais.

Les spécifications et la régle de décision utilisées doivent correspondre au besoin du client.
L’utilisation de I’incertitude de mesure pour déclarer la conformité est fonction a la fois des

exigences exprimées par le client et de celles contenues dans les référentiels selon le tableau.

Exigences du client (tragable au niveau de la revue de demande

Exigences du référentiel(D)
de prendre en compte Pincertitude®)

conformit¢é OU BIEN

rien.

pour établir la conformité Pincertitude() pour  établir

Le client du laboratoire lui demande | Le client du laboratoire lui demande
de ne pas prendre en compte

Le client du laboratoire ne précise

Le référentiel( D mentionne Déclaration de conformité(4)
explicitement que les limites de Cas n°l

spéciﬁcations(3 ) ont été fixées sans

tenir compte de Pincertitude)

Le référentiel( 1 mentionne Déclaration de conformité(4)
explicitement que les limites de Cas n°2

spéciﬁcations(z) ont été fixées en

tenant compte de Pincertitude(3)

Le référentiel(l) ne Déclaration de conformité(%) Déclaration de conformité(*)
mentionne rien quant aux

incertitudes(3) Cas n°l Cas n°2
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(1) Référentiel : la notion de référentiel est a considérer ici au sens large ; il peut s'agir de
référentiel réglementaire, de normes nationales, régionales ou internationales, de
documents techniques
publiés par des organisations techniques de renom, par des revues scientifiques
spécialisées ou par le fabriquant de 1'équipement. Il peut également s'agir de référentiels

clients.

(2) Limite de spécification : cela englobe aussi la notion de tolérance a ne pas dépasser ou de

seuils a atteindre.
3) Incertitude : incertitude associée au résultat final.

(4) La déclaration de conformité, lorsque le laboratoire la réalise, s'appuie sur une régle du
type :
Cas 1 : décision = fonction (résultat(s) de mesure, incertitude associée, limites de
spécification)
Dans ce cas, le rapport doit signaler I’utilisation faite de 1’incertitude de mesure.
Exemple ; « Pour déclarer ou non la conformité, I’intervalle de spécifications a
¢été réduit de la valeur de I’incertitude associée au résultat. »
Cas 2 : décision = comparaison de (résultat(s) de mesure) aux (limites de spécification) Dans
ce cas, le rapport doit signaler 1’utilisation faite de I’incertitude de mesure. Exemple
: « Pour déclarer ou non la conformité, il n’a pas été tenu compte de I’incertitude
associée au résultat ».
Lorsque des dispositions réglementaires  existent, elles prévalent
sur les

dispositions énoncées dans ce paragraphe

I1.5 : Evaluation des incertitudes de mesure des essais

Suivant les exigences de la norme ISO/IEC 17025 : 2017, un laboratoire procédant a des essais doit
¢valuer I’incertitude de mesure (7.6.3). Cette exigence intervient pour donner une indication

quantitative sur la qualité du résultat pour que les utilisateurs puissent estimer sa fiabilité.
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La méthode de calcul d’incertitude ainsi utilisée, est basée sur les recommandations, les normes et

les guides en vigueur.

I1.5.1 Termes et définitions:

Incertitude de mesure : paramétre non négatif qui caractérise la dispersion des valeurs
attribuées a une mesurande, a partir des informations utilisées.

Incertitude type : incertitude de mesure exprimée sous la forme d’un écart type
SR : écart type de reproductibilité obtenu lors de la comparaison inter laboratoires
Uref : incertitude de mesure sur la valeur de référence.

Incertitude type composée : incertitude type obtenue en utilisant les incertitudes types
associées aux grandeurs d’entrée dans un modele de mesure.

Incertitude élargie : produit d’une incertitude type et d’un facteur supérieur a 1

Facteur d’élargissement : nombre supérieur a 1 par lequel on multiplie une incertitude type
composée pour obtenir une incertitude élargie

Urw : composante d’incertitude type de la reproductibilité intra laboratoire.
Ub : composante d’incertitude type associée au bais de la méthode et du laboratoire.

EMT : valeur extréme de l'erreur de mesure, par rapport i une valeur de référence connue, qui
est tolérée par les spécifications ou réglements pour un mesurage, un instrument de mesure ou
un systdme de mesure donn6.

I1.5.2. Principe
L'incertitude du résultat d'un mesurage refléte I'impossibilité de connaitre exactement la valeur du
mesurande (3.3.1: JCGM 100 :2008). Le résultat d'un mesurage aprés correction des effets
systématiques reconnus reste encore seulement une estimation de la valeur du mesurande, en raison
de l'incertitude provenant des effets aléatoires et de la correction imparfaite du résultat pour les

effets systématiques.

Dans tout processus d’évaluation d’incertitude de mesure, il faut estimer les incertitudes-types u(x;)

de chacune des composantes intervenant dans 1’incertitude composée uc(x).

I1.5.3. Analyse du processus de calcul
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L'incertitude de mesure comprend en général de nombreuses composantes. Certaines peuvent étre
évaluées par une évaluation de type A de l'incertitude a partir de la distribution statistique des
valeurs provenant de séries de mesurages et peuvent étre caractérisées par des €carts-types. Les
autres composantes, qui peuvent étre évaluées par une évaluation de type B de I'incertitude, peuvent
aussi étre caractérisées par des écarts-types, évalués a partir de fonctions de densité de probabilité

fondées sur l'expérience ou sur d'autres informations.
I1.5.3. a Composante évaluée par une méthode de type A

L’¢évaluation de type A est une évaluation d'une composante de l'incertitude de mesure par une
analyse statistique des valeurs mesurées obtenues dans des conditions définies de mesurage. Elle

consiste a réaliser un nombre n mesurages et a calculer un écart-type expérimental.
I1.5.3.b Composante évaluée par une méthode de type B

L’¢évaluation de type B est une évaluation d'une composante de l'incertitude de mesure par d'autres

moyens différents de 1’évaluation de type A.
Elle est fondée sur des informations, par exemple:

- Associées a des valeurs publiées faisant autorité (normes, guide...).

- Associées a la valeur d'un matériau de référence certifié.

- Associées aux facteurs d’influence (température, pression...)

- Associées a la quantification des instruments utilisés.

- Obtenues a partir d'un certificat d'étalonnage.

- Obtenues a partir de la classe d'exactitude d'un instrument de mesure vérifié.
- Obtenues a partir de limites déduites de I'expérience personnelle.

- Concernant la dérive.
11.5.3.c Identification des sources d’incertitudes

Pour un calcul rigoureux de I’incertitude, il faut lister ’ensemble des sources éventuelles
d’incertitudes. Ces différentes sources sont analysé€es par le diagramme de causes et effets qui
schématise graphiquement les causes aboutissant a un effet sur I’incertitude en relation avec des

sources potentiellement significatives (figure 01).
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Figure 07 : Diagramme de causes et effet (sources d’incertitudes)

I1.5.4. Modélisation du mesurage
Dans de nombreux cas, un mesurande () n'est pas mesuré directement mais il est déterminé a partir

de n autres grandeurs x;, x», ..., X, & travers une relation fonctionnelle f .

Yy = f(xl'xZ""'xn)

Les grandeurs d'entrée x;, x2, ..., x, dont dépend la grandeur de sortie (y) peuvent elles-mémes étre
envisagées comme mesurandes et peuvent elles-mémes dépendre d'autres grandeurs, y compris les
corrections et facteurs de correction pour les effets systématiques, aboutissant de ce fait a une
relation fonctionnelle compliquée (f) . L’estimation d’une incertitude de mesure va comprendre un

certain nombre d’étapes, le parcours de ces étapes constituera la procédure (tableau 1).
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— Procédure d’estimation des incertitudes de mesure

Etapes Objectifs de I’étape

Opérations élémentaires

1 Calcul du résultat de mesure

-Définir le mesurande

- Analyser le processus de
mesure

- Faire un budget des causes
d’erreur

- Déterminer les corrections
et définir les répétitions des
observations afin de réduire
les erreurs

- Etablir le mode opératoire

- Ecrire le modéle du
processus de mesure

2 Calcul des incertitudes-types

- Evaluer les
incertitudes de chacune des
composantes intervenant dans
le modele

- Application des
méthodes de type A

- Application des

méthodes de type B

3 Calcul de I’incertitude composée

Application de la loi de
propagation des incertitudes

4 Expression finale du résultat de mesure

Calcul de incertitude ¢largie

I1.5.4.a Evaluation de Type A

La meilleure estimation disponible de l'espérance mathématique (la moyenne) yu, d'une grandeur g

qui varie au hasard et pour laquelle on a obtenu n observations indépendantes gx dans les mémes

conditions de mesure est la moyenne arithmétique des n observations.

Elle est calculée comme suit :

Q|

Sl

n
Z qk
k=1
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La variance expérimental caractérise la variabilité (dispersion autour de la moyenne) des valeurs
observées g, ou, plus spécifiquement, leur dispersion autour de leur moyenne q , elle est exprimée
comme suit :

n—-1

st (qy) =

Donc I’incertitude-type est donnée par I’équation suivante:

n i —qg)2
w(qe) = V5 q) = s = |2z — @

n-—1

I1.5.4.b Evaluation de Type B

Pour une estimation x; d'une grandeur d'entrée X; qui n'a pas été obtenue a partir d'observations
répétées, l'incertitude-type u(x;) est évaluée par un jugement scientifique fond¢ sur toutes les

informations disponibles au sujet de la variabilité possible de X..
L'ensemble d'informations accumulées peut comprendre :

- Des résultats de mesures antérieures ;

- L’expérience ou la connaissance générale du comportement et des propriétés des matériaux
et instruments utilisés ;

- Les spécifications du fabricant;

- Les données fournies par des certificats d'étalonnage ou autres certificats;

- L’incertitude assignée a des valeurs de référence provenant d'ouvrages et manuels.
Les u(x;) évalués de cette facon sont appelés incertitude-type de Type B.
Exemple :

- Le constructeur fournit I’incertitude-type u(m). Dans ce cas, on utilise directement son
incertitude.

- Pour une mesure avec un instrument a graduation (appareil a cadran, lecture d’un réglet,

d’un thermométre ...), I’incertitude type de lecture est : u = % (¢ : étant la graduation).
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- Pour une mesure avec un instrument a affichage numérique, si la résolution est g,
I’incertitude-type de lecture est donnée par la relation u = %
- Pour vérifier quun un instrument est conforme a une classe: si la classe est + a,

5 . . a
I’incertitude-type est : u = e

I1.5.4.c Détermination de I’incertitude composée :

L'incertitude-type de y, ou y est l'estimation du mesurande Y, donc le résultat du mesurage, est
obtenue par une composition appropriée des incertitudes-types des estimations d'entrée x;, x2, ..., X.
Cette incertitude-type composée de I'estimation y est notée uc(y) dans le cas ou toutes les grandeurs

d'entrée sont indépendantes.

L'incertitude-type composée u.(y) est la racine carrée de la variance composée u?(y), donnée par :

N
of
w® = | G ukx)
Xi
i=1
Si on effectue des mesures indépendantes a, b, c et d, I’incertitude type composée sur le résultat de
mesure X est u. (y) . Selon la loi de propagation des incertitudes, u. (y) s’écrit sous la

forme suivante :

Si
y=a+b+c+d
Alors
ul(y) = u(a) + u*(b) + u?(c) + u?*(d)
Ou
u: (y) = J u?(a) + u?(b) + u?(c) + u*(d)
Avec :
- u%(a) : incertitude-types évaluée par la méthode type A
- u?(b),u?(c) et u?(d) . incertitude-types évaluée par la méthode type B
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Si
y =(axb)/(cxd)
Alors
u2(y) = ua(za) N ub(zb) +uc(zc) +ud(2d)
Ou

u’(e) | u’(b) u’(c) u’(d)
uc(y) = 2 YT Tz T
a b c d
I1.5.4.d Détermination de ’incertitude élargie

L’incertitude élargie U(x) est définie comme étant I’incertitude-type composée u.(y) multipliée par

un facteur d’¢largissement k (généralement K = 2 avec une confiance a environ 95%)).
Donc
UXx)=u,xk
I1.5.5. Interprétation des résultats :
Au finale le résultat d’analyse s’écrit comme suit
X +U (x)
Avec :

- X : Valeur brutes.

- U(x) :Incertitude élargie associée a la valeur mesurée.

Les valeurs de X et U(x) doivent étre exprimés avec le méme nombre de décimale et la méme unité
avec la précaution d’arrondir la valeur de X et majoré la valeur de U (x) au plus a deux (02)

décimal apres la virgule.
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I1.6. Estimation des incertitudes de mesure en microbiologie

I1.6.1 Termes et définitions :
Echantillon : un ou plusieurs individus (ou une fraction de matiére) sélectionnés de différentes

fagons dans une population.

Echantillon pour laboratoire : échantillon dans 1’état de préparation ou il est envoyé au

laboratoire et destiné a €tre utilis€é pour un contréle ou pour des essais.

Echantillon pour essai : échantillon préparé a partir de 1’échantillon pour laboratoire selon le mode

opératoire spécifi¢ dans une méthode d’essai, et a partir duquel les prises d’essai sont prélevées.

Prise d’essai : échantillon représentatif mesuré (volume ou masse) prélevé sur 1’échantillon pour

laboratoire.
Mesurande : Grandeur particuliére soumise a mesurage

Conditions de fidélité intermédiaire : conditions ou les résultats d’essai ou résultats de mesure sont
obtenus par la méme méthode sur des individus d’essai/de mesure identiques sur la méme

installation d’essai ou de mesure, dans différentes conditions de fonctionnement données.

Conditions de reproductibilité : conditions ou les résultats d’essai/de mesure indépendants sont
obtenus par la méme méthode sur des individus d’essai/de mesure identiques sur différentes

installations d’essai ou de mesure avec différents opérateurs et utilisant des équipements différents
Reproductibilité intra laboratoire

Fidélité intermédiaire : Etroitesse d’accord entre des résultats d’essai obtenus par la méme
méthode, sur des matériels d’essai identiques ou similaires, dans le méme laboratoire, avec

différents opérateurs utilisant des équipements différents

Incertitude de mesure (IM) : Parameétre, associé¢ au résultat d’un mesurage, qui caractérise la

dispersion des valeurs qui pourraient raisonnablement étre attribuées au mesurande
incertitude-type u : Incertitude du résultat d’un mesurage exprimée sous la forme d’un écart-type

incertitude-type composée uc (y) : incertitude-type du résultat d’un mesurage, lorsque ce résultat

est obtenu a partir des valeurs d’autres grandeurs, égale a la racine carrée d’une somme de termes,
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ces termes étant les variances ou covariances de ces autres grandeurs, pondérées selon la variation

du résultat de mesure en fonction de celle de ces grandeurs

Incertitude élargie U : grandeur définissant un intervalle autour du résultat d’'un mesurage, dont
on puisse s’attendre a ce qu’il comprenne une fraction élevée de la distribution des valeurs qui

pourraient étre attribuées raisonnablement au mesurande

Incertitude technique : Incertitude découlant de la variabilité opérationnelle associée aux étapes

techniques du mode opératoire d’analyse.

Incertitude de matrice : Incertitude découlant du fait que la prise d’essai n’est pas véritablement

représentative de 1’échantillon pour laboratoire

Incertitude de distribution : Incertitude découlant de la variabilité intrinséque associée a la

distribution de microorganismes dans 1’échantillon, la suspension mére et les dilutions suivantes
I1.6.2 Principe

En absence de matériau de référence certifi¢ (MRC) qui peut étre utilis€é comme matériau d'essai, le

calcul des incertitudes du laboratoire se base sur utilisation des données des résultats du controle

qualité analytique obtenus sur dix échantillons de différentes matrices dans le domaine de I’analyse

des produits rentrant dans la portée de 1’accréditation de notre laboratoires.

L’estimation de I’incertitude technique, nécessite de calculer, la reproductibilité intra laboratoire
des résultats obtenus selon un protocole d’analyse de deux prises d’essai a partir de chaque
¢chantillon bien préparé pour réduire le plus possible les contributions de I’incertitude de matrice,
en mélangeant correctement les échantillons avant de prélever les prises d’essai. L’incertitude de
matrice découle du mélange imparfait de 1’échantillon pour laboratoire, ce qui entraine une
mauvaise reproductibilité des niveaux microbiens entre les prises d’essai, pouvant étre importante
pour les matrices solides, et plus particuliérement pour les produits alimentaires composés.
L’incertitude de matrice est estimée pour chaque type de matrice. Méme en cas de matériau
homogene, la distribution aléatoire des micro-organismes donne lieu a une incertitude de

distribution.
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On calcule I’incertitude-type composée comme la racine carrée de la somme des carrés de
I’incertitude-type technique, de [’incertitude-type de matrice et de toute incertitude-type de

distribution.

I1.6.3 Incertitude technique :
I’incertitude technique est estimée a partir de 1’écart-type de reproductibilité, sR, sur le résultat
final du processus de mesure.
11.6.3.a Préparation de I’échantillon pour laboratoire :
avant de prélever les prises d’essai, il est fortement recommandé de réaliser une homogénéisation
approprie en mélangeant correctement les échantillons pour laboratoire qui peuvent étre :
— des liquides non visqueux et des poudres (lait de vache, lait de coco ou lait en poudre par exemple)
— des solides émincés/hachés finement ou des suspensions/émulsions (viande hachée, viande

séparée mécaniquement, merguez, créme fouettée, créme glacée par exemple).

11.6.3.b Prises d’essai

Prélever au moins deux prises d’essai sur chaque échantillon pour laboratoire (ou pour essai) afin
de permettre des mesures répétées.

I1.6.3.c Suspension meére

Reéaliser les analyses sur chaque prise d’essai comme s’il s’agissait d’essais de routine, en préparant

une série de dilutions décimales, en ensemencant une ou deux boites par dilution. I1.6.3.d Calculs

Pour les techniques par comptage des colonies, s’assurer qu’un nombre suffisamment grand de
colonies comptées puisse étre utilisé pour effectuer les calculs. Il convient d’exclure les résultats de
dénombrement fondés sur moins de 30 colonies comptées, cette limite de 30 colonies veut dire la
somme des nombres totaux de colonies comptées sur I’ensemble des boites, XC pour un seul résultat.
Tout comme les comptages supérieurs au nombre maximal par boite (300 UFC/boite dans la plupart

des cas).

11.6.4. L’incertitude de Reproductibilité intra laboratoire L’opération exige d'établir clairement
et sans ambiguité ce qui va étre mesuré et de donner une expression quantitative reliant la valeur du

mesurande aux parametres dont il dépend.
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L’estimation des incertitudes dans nos laboratoires n’est pas associée a la procédure
d’échantillonnage et qui ne doit étre prise en compte. Une fois la mesurande est définit, I’étape

suivante consiste a quantifier I’incertitude générée par les différentes sources d’incertitudes.

Dans les Conditions de reproductibilité intra laboratoire, I’estimation des variations aléatoires des
résultats de mesure de chaque échantillon analysé en double dans une période de son stabilité et qui
doit étre réalisée dans les mémes conditions que pour ’analyse de routine. Ainsi, Au moins dix
mesures sont nécessaires (sé€ries) pour I’estimation de cette composante d’incertitude sont a
effectuer dans des «conditions intra laboratoire». Ces conditions comprises entre les conditions de
répétabilité et les conditions de reproductibilité sont appelées «reproductibilité intra laboratoire».
Ces conditions sont généralement employées lorsque les échantillons de contrdle qualité qui sont

analysés sont similaires aux échantillons d’essai.

Une série peut €tre représentée par un jour mais aussi par une combinaison de diverses sources
d’incertitude, comme plusieurs appareils, plusieurs opérateurs et plusieurs jours. Pour les n (au
moins 10) échantillons pour laboratoire, les résultats (y1a et yis) de chaque prise d’essai sont utilisés

pour calculer 1’écart-type de reproductibilité intra laboratoire, sri, tel que dans la Formule suivante

i I .
Wy "|.'_ 2 M s — ¥im )
1

] F

Ou

1 est I’indice de I’échantillon, i=1 a n (n > 10); yia, yis sont les données logarithmiques, exprimées
en logl0 UFC/g ou ml, a partir des conditions A et B respectivement. Comme le veut 1’'usage en
microbiologie alimentaire, transformer le résultat de chaque prise d’essai en UFC/g ou ml en log10

UFC/g ou ml avant de procéder aux calculs.

11.6.5 Incertitude de matrice :

C’est la variation entre les résultats de différentes prises d’essai prélevées sur le méme échantillon

pour laboratoire a cause de la distribution microbienne dans une matrice donnée. Pour les
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¢échantillons homogenes ou bien qui on subit une homogénéisation approprié, leur incertitude de

matrice est relativement faible, en général u matrice = 0,1 logl0 UFC/g ou ml .

Autrement dit, Sous réserve que I’intégralit¢é de 1’échantillon pour laboratoire puisse Etre
homogénéisée avant le prélévement de la prise d’essai, I’incertitude de matrice peut étre prise a une

valeur fixe de u matrice = 0,1 log10.

11.6.6 Incertitude de distribution :

L’incertitude de distribution découle de la distribution aléatoire des micro-organismes dans le
matériau d’essai. Pour les méthodes d’analyses fondées sur une technique par comptage des
colonies, I’incertitude de distribution, dépend du nombre total de colonies comptées utilisées dans

le calcul du résultat, ZC et elle se calcul a I’aide de la formule suivante :

1/In{10) _0,4343

L = =
Wl o2

dls=onm ~

Calcul de Pincertitude-type composée : L’incertitude-type composée est fondée sur I’'une une

combinaison des estimations réalisées séparément de:
1) I’incertitude-type technique ;
2) ’incertitude-type de matrice ;

3) les incertitudes-type de distribution ; Selon I’Equation :

£ P 2 ol
L {f] - \.Ilutec'h LB Umatrice + Uppisson

Calcul de Pincertitude élargie :

En appliquant un facteur d’¢largissement k = 2 avec approximativement a un intervalle de

confiance symétrique de 95 %, I’incertitude ¢largie, U, est calculé selon 1’équation suivant :
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U=2 u.y)

I1.7. Estimation des incertitudes de mesure en physicochimie

I1.7.1. Principe

En absence de matériau de référence certifi¢ (MRC) qui peut étre utilis€é comme matériau d'essai, le
calcul des incertitudes du laboratoire se base sur utilisation des données des analyses de participation
aux essais inter laboratoires et les résultats du contréle qualité analytique obtenus sur le matériau

d'essai fourni par le PROVIDER dans le domaine de I’analyse des produits.

L’estimation de I’incertitude, nécessite de calculer indépendamment, la reproductibilité intra
laboratoire pour estimer I’incertitude li¢ aux erreurs aléatoires et I’incertitude associé au biais de la
méthode et du laboratoire due aux erreurs systématiques au moyen des données appropriées issues

des essais inter laboratoires et des résultats du contrdle qualité analytique.

L’incertitude de mesure composée calculée comme la somme quadratique de la composante
d’incertitude de la reproductibilité intra laboratoire et de la composante d’incertitude associée au
biais de la méthode et du laboratoire, est multipliée par un facteur d’¢élargissement égal a 2 pour

obtenir I’incertitude ¢élargie a un niveau de confiance d’environ 95 %.

I1.7.2. Calcul de I’incertitude de Reproductibilité intra laboratoire

L’opération exige d'établir clairement et sans ambiguité ce qui va étre mesuré et de donner une
expression quantitative reliant la valeur du mesurande aux parametres dont il dépend. L’estimation
des incertitudes du laboratoire n’est pas associée a 1’échantillonnage et qui ne doit pas é&tre prise en
compte. Une fois la mesurande est définit, 1’étape suivante consiste a quantifier I’incertitude générée

par les différentes sources d’incertitudes.

Dans les Conditions de reproductibilité intra laboratoire 1’estimation des variations aléatoires des
résultats de mesure de chaque échantillon analysé en double dans une période de son stabilité et qui

doit étre réalisée dans les mémes conditions que pour I’analyse de routine. Ainsi, Au moins huit
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mesures sont nécessaires (séries) pour l’estimation de cette composante d’incertitude sont a
effectuer dans des «conditions intra laboratoire». Ces conditions comprises entre les conditions de

répétabilité et les conditions de reproductibilité appelées «reproductibilité intra laboratoirey.

Ces conditions sont généralement employées lorsque les échantillons de contrdle qualité qui sont
analysés sont similaires aux échantillons d’essai. Une série peut €tre représentée par un jour mais
aussi par une combinaison de diverses sources d’incertitude, comme plusieurs appareils, plusieurs
opérateurs et plusieurs jours. Pour I’estimation de la composante d’incertitude de la reproductibilité
intra laboratoire, urw , L’approche suivante est adoptée et décrite comme suit : Les échantillons de
contrble qualité (QC) stables, subissant I’intégralité du processus et la démarche pour réaliser un

controle interne est la suivante :
¢ Réalisation au moins huit mesures pour un essai donné ;
e Entrer les données dans les colonnes du tableau de calcul ;

e Avant de passer au calcul de I’écart type de fidélité intermédiaire, il est indispensable de vérifier
au préalable I’homogénéité des valeurs trouvées par le test de Grubbs autrement dit, la détection de
valeurs aberrantes pourra étre étudiée a travers le test de Grubbs comme suit : On lit la valeur de C
table dans la table de Grubbs qui se trouve en annexe pour un risque o généralement choisi a 5% et

pour n, nombre des échantillons analysés et k, nombre des répétitions par échantillons.

Apres I’application de 1’équation citée en annexes, si la valeur mesurée est plus petit ou gal a la
valeur tabulée, alors on accepte la valeur. Lorsque 1'on rencontre des valeurs extrémes ou aberrantes,

il faut les supprimer et les différents calculs se feront sur les résultats acceptables.

e Calculer la moyenne et I'écart-type de ces données en appliquant les formules utilisées dans la

macro relative au calcul de la fidélité ;

e La composante d’incertitude de la reproductibilité intra laboratoire, urw ,est estimée a partir de

I’écart-type de ces résultats QC comme suit :

e Dt
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Ou srw est 1’écart-type des résultats QC

I1.7.3 Calcul de ’Incertitude du Biais de la méthode et du laboratoire

Les résultats des comparaisons inter laboratoires sont utilisés de la méme manicre que ceux des
analyses des matériaux de référence. Pour déterminer une estimation du biais a partir des résultats
de la comparaison inter laboratoires, le laboratoire doit analyser au moins six échantillons différents

provenant d’une campagne de comparaisons inter laboratoires.

Plus le nombre d’échantillons est ¢levé, plus le niveau de confiance dans I’estimation augmente.
L’incertitude du biais est calculée a partir de deux composantes, la premicre, les différences, Di,
entre les résultats de mesure et les valeurs assignées aux différents échantillons et la seconde est
I’incertitude moyenne des valeurs assignées aux échantillons des comparaisons inter laboratoires
qui ont été calculées sous forme de moyenne robuste ou de moyenne arithmétique a partir des
résultats des laboratoires participants. La composante d’incertitude du biais peut étre négligée si elle

est < urw /3

= Toutes les valeurs de différence servent a estimer la moyenne quadratique des différences,

Drms, est calculé comme suit :

FaF
e

gy P %

Ou
Di : est la différence entre le résultat de mesure et la valeur assignée au iéme ¢échantillon provenant

de la comparaison inter laboratoires ;

nitc : est le nombre d’échantillons analysés lors de la comparaison inter laboratoires.

# L’incertitude moyenne des valeurs assignées aux échantillons est calculée comme suit:

B = :ET’

ou
uci réf, est ’incertitude de la valeur assignée a I’échantillon 1 inter laboratoires ;
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njic est le nombre d’échantillons analysés lors de la comparaison inter laboratoires.

Enfin, la composante d’incertitude-type associée au biais de la méthode et du laboratoire, up, est

calculée comme suit :

&, E - - E
ﬁ:':l'.,_:ar '-:1.1:"-'2:‘1"5,1'411 b ?.i?-

i

Drms : est la moyenne quadratique des différences ;

ucrer : est ’incertitude moyenne des valeurs assignées aux échantillons des comparaisons inter

laboratoires.

I1.7.4 Calcul de P’incertitude-type composée :

L’incertitude-type composée est calculée selon I’Equation

iy 'F.?-J‘m@m *T’Eﬁfﬁ

I1.7.5 En appliquant un facteur d’¢largissement k = 2 avec approximativement a un intervalle de

confiance symétrique de 95 %, I’incertitude ¢largie, U, est calculé selon 1’équation suivant :

-l":i-"'.'.'.;

Uhel = 2 He rel

ANNEXE

Exemple de présentation des résultats de lecture en microbiologie avec estimation de 1’incertitude
sur 10 matrices différentes de denrées alimentaires : lait reconstitué, semoule, eau de boisson, viande
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hachée, lait en poudre, fromage a patte molle, lait cru, farine panifiable, pattes raviolis, viande de
poulet. Chaque essai est répété 2fois

Facteur de dillution (d) / Coloniés comptées C Somme des
0 Prise d'essai "
di Cy dy Gy coloniés
A 2 29 3 6 35
1 B 3 59 4 4 63
A 5 61 6 6 67
2 B 5 66 6 8 74
A 4 168 5 18 186
3 B 4 86 5 7 93
A 5 266 6 25 291
4 B 5 140 6 16 156
A 6 45 7 5 50
> B 5 129 6 15 144
A 4 129 5 12 141
6 B 4 117 5 10 127
A 2 92 3 8 100
7 B 2 131 3 13 144
A 3 139 4 13 152
8 B 3 143 4 15 158
A 1 49 2 5 54
? B 1 129 2 13 142
A 4 142 5 13 155
10 B 3 227 4 26 253

Ecart-type de reproductibilité intralaboratoire sgj
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