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Mesures de grandeurs diverses,
avec des objectifs variés
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Mesures de grandeurs diverses,
avec des objectifs variés

Exemple de poste de mesure

Mesure dactivité Le poste de mesure est
-alpha, constitué dun puils entoLre
de biocs de polyéthyléne
“beta dans lesquels sont répartis
-gamma 38 détecteurs
“neutron
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Qu’est-ce que la mesure ?

La mesure est définie comme «l’attribution de nombres (de
valeurs) a des choses matérielles (produit, échantillon, une
picce...) pour représenter leurs relations par rapport a des
propriétés particulieresy.

Le processus d'attribution des nombres est défini comme
processus de mesure et la valeur attribuée est définie comme
valeur de mesure.

Qu’est-ce que le systeme de mesure?

Le processus de mesure est l'ensemble des instruments,
normes, méthodes, opérations, matériels, personnel,
environnement, logiciels et des hypotheses utilisés pour établir
une évaluation de la caractéristique a mesurer.

Voir un systéme de mesure de cette maniere est utile, car il
nous permet de faire appel a tous les concepts et outils qui ont
déja démontré leur utilit¢ dans le domaine de la maitrise
statistique des processus : MSP




Les résultats obtenus par le systéme
de mesure sont-ils fiables ?

Deux composantes essentielles :

_— e ~ insertitude,
A et i biais
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@ Un résultat de
METHODES MAINDOEUVRE mesure découle
2% d’un processus de
5 G mesure.

Des mesures effectuées dans des conditions
identiques ne donnent pas en général des résultats
identiques

Part Injecteur

Nr Référence=10 Biais

1 9.9 -0.1
V{?Igur de Movenne 2 9.61 -0.39
reference oyE 3 10.08 0.08
4 9.82 -0.18
5 10.27 0.27

6 10 0

7 10 0
8 10.16 0.16
9 10.18 0.18
= = 10 10.03 0.03

Erreur systématigue ] 1" 104 0.4
Biais 12 9.82 -0.18

13 10.1 0.1

14 10.3 0.3
15 9.87 -0.13




Analyse du systeme de mesure

Boite & moustaches

‘Carte X par Part njecteur

a20

Latintiques résumess pour Part Injecteur
Eredi 5
Hayene 10035
Ecarifyoe 310578
W sesiur 1
Waimoim LE}
7

Intarvalies o confiance pour Part injsctaur
Intervaes de conlimice a 95 0% poui la iroeme 1038 +/- 0
Irtarvale de confiance 3 95 0% pour

79 (997622, 10.1526]
searyps [0 154306, 0322677

Tosts d'nypathaces paur Part Injesteur
Charilon = 1006

Wadane de Fécharllon = 1033

Ceanype de Méchardilon = 0210076

Pt
ypethése pule: mayerne = 100
Aterame nor egal

Statistigue t cacuide = 0.0017E3
Broba = 0.£10020

Vi o repte Ptk s ot apha =035

Adéquation entre le résultat de mesure et la
valeur de référence : exactitude (ISO 5725)
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Les résultats obtenus par le systéme
de mesure sont-ils fiables ?

Norme ISO 5725
Cela signifie dans le langage du métrologue, sont-ils exacts,

c’est-a-dire justes et fidéles ? B
YR_#+gg+(c;rép

Exactitude : adéquation (étroitesse de I’accord) entre le résultat de 1’essai et
la valeur de référence acceptée.

Le terme « exactitude », appliqué a un ensemble de résultats d’essai,
implique une combinaison de composantes aléatoires et d’une erreur
systématique ou une composante de biais, (IS0 5725).

0y, =0,+0,

Les concepts de justesse et de fidélité décrivent les performances
essentielles du processus de mesure.

11

La justesse (Norme ISO 5725)

Justesse : adéquation (étroitesse d’accord) entre la valeur
moyenne obtenue a partir d’une large série de résultats d’essais
et la valeur de référence acceptée, (IS0 5725)

12




Biais : 1a justesse

Valeur de
référence

Moyenne

VAN

| Erreur systématique |
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Exemples : biais

k=] Temps
H

N7

Valeur de référence
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Linéarité / justesse des mesures

Graphique du modéle ajusté
Measurement = 0.7 36667 + 0.868333*Reference

Measurement
E 10 12 14

6 38 10 12 14

Reference
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Linéarité / justesse des mesures

Graphique de la linéarité pour Measurement
Y =0.736667 - 0.131667X

R-carré=71.432%

6 8 10 12 14

Reference
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Fidélité (ISO 5725)

¢ Le terme général pour la variabilité entre des essais
répétés est fidélité

¢ La fidélité est une combinaison de composantes aléatoires
dépendant des conditions prescrites,

¢ Dans la plupart des cas pratique deux composantes de la
fidélit¢ sont jugées nécessaires pour la description de la
variabilit¢ d’un systeme de mesure : la répétabilité et la
reproductibilité

17

La fidélité (ISO 5725, ICH....)

YRZﬂJrgngg,ép O, =0,+0;,

YR&R:ﬂ+80p+8rép

Valeur de référence

18



Le processus de mesure

Y = le résultat / la valeur mesurée

Y = F(objet/étalon, instruments, materiels, conditions
d’ambiace, procedures, opérateurs/acteurs, temps écoulé,...)

Y=F(A,B,C,D,E, ...) F()=2?

Modéle: Y=1+A+B+C+D+E+...+ AB+ ...

YR&R:/U_’_gap-’_grép YR:#+gg+(c;rép

19
Quelles sont les caractéristiques qui
permettent d’évaluer les performances
d’un systéme de mesure ?
Les caractéristiques principales permettant d’évaluer les performances d’un
systéme de mesure comprennent, entre autres :
+ l’intervalle de mesure
. la llnéarlté 1! Référentiel utilisé !!
¢ l'exactitude (1) (la justesse) + 18017025, 150 5725
* la fidélité (répétabilité, reproductibilité,) T guides [H1: The Infermational
¢ hmlte de déteCtion ¢ AIAG -MSA : Automotive Industry
P ]lmlte de quantiﬁcation gcti;)n'croup-Measurement System
nalysis
‘ rObuStesse ...............................
‘ .................
20
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Validation des performances
d’un systeme de mesure

Méthodes d’analyse

21

21

Remarque

Une méthode d'analyse est un processus de mesure
qui est utilisée pour mesurer la quantité d'analyte
(substance/produit  d'intérét)  présente  dans
I’échantillon.

La validation d'une méthode d'analyse est une étape
indispensable permettant de garantir l'obtention
d'un résultat aussi proche que possible de la valeur
vraie de référence d'un échantillon.

22
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Remarque

Les dosages biologiques ne permettent généralement
pas d’obtenir directement un titre (une estimation du
titre) a partir d’'une mesure individuelle. Il y a !
pratiquement toujours intervention :

+ de gamme d’étalonnage
* de doses progressives
+ de réepétions

pour obtenir en final un résultat unique valide de la
concentration de substance présente dans
I’échantillon.

23

VALIDATION OF ANALYTICAL PROCEDURES:
TEXT AND METHODOLOGY

Q2(R1)

Texte ICH Q2A
Texte ICH Q2B

Liste des caractéristiques considérées comme les plus importantes
pour la validation des différentes types de procédures analytiques

24

24
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Principales caractéristigues de la validation

ICH Q2

Toute méthode d’analyse doit étre validée pour démontrer
que la méthode choisie correspond bien a 1’usage pour
lequel elle est prévue.

Les principales caractéristiques de validation décrites dans
les gnides sont les suivantes :

- la spécificité
- la linéarité de la méthode | i e
. | Liste des caractéristiques considérées comme
- I’intervalle de mesure les plus importantes pour la validation des
- Pexactitude différentes types de procédures analytiques
_ la fidélité
- 1a limite de détection
- 1a limite de quantification
- robustesse

25
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Méthodes statistigues nécessaires :

Estimations

Intervalles statistiques
Tests statistiques
Méthodes de régression
ANOVA

Modéle linéaire général
Plans d’expériences

+++++++++++++++++++++++++++

26

Statistiques descriptives —

26
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Objectif: démontrer que la quantité mesurée par la méthode est
proportionnelle avec la quantité attendue

Evaluation de la linéarité
d’une méthode analytique

27
Etude de linéarité d'une méthode analvtique
Définition :
La lincarit¢ d’une procédure analytique donnée est son
aptitude a fournir des résultats directement proportionnels
i la concentration de substance présente dans I'échantillon
(on utilise un échantillon de titre connu)
[l faut déemontrer la proportionnalité entre :
e résultat obtenu (quantité mesuré par la méthode)
e résultat attendu (quantité introduite)
28
28
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[l faut démontrer la proportionnalité entre :

e résultat obtenu (quantité mesuré par la méthode)
* résultat attendu (quantité introduite)

|
Lingarité requise
04 F =
=] [ 1
g o3 - 3
= - ]
]
:@ oz .
a o1 —
~1) [
= 5
o E -
o a1 0z 03 0.4
resultat attendu
(on utilise un échantillon de titre connu)
29
29
Recommandations ICH :
Pour évaluer Ia linéarité de la techmnique il est
recommandeé :
¢ de tester 5 concentrations réguliérement espacées avec
3 déterminations indépendantes par concentration de
maniére a obtenir une estimation pertinente de la
variabilité et une puissance satisfaisante des tests
statistiques
¢ d’analyser les résultats par des méthodes statistiques
appropriées
e de faire une évaluation visuelle des diagrammes de la
réponse en fonction de la concentration de la
substance dans I’échantillon
30
30
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dans certain cas d’appliguer une transformation

mathématique aux résultats d’essais avant d’effectuer
Panalyse de la régression, (donce si la relation ne
semble  pas linéaire, faire wune transformation
appropriée des données)

¢valuer la courbe de régression par la méthode des
moindres carrés

le coefficient de corrélation, 'ordonnée a I'origine, la
pente de la droite de régression, la somme des carrés
résiduelles, le diagramme de dispersion....doivent étre
inclus dans le dossier de validation...r, by, by, S58L, ...

L.’ utilisation d’autres approches doit étre justifiée.

31

31

Schéma expérimental d’évaluation de linéarité:

Concentrations Concentrations obtenues
attendues Séance1 | Séance 2 | Séance 3

1 r21 ri
mn2 ra2 ri2
] 23 ri3
rn4 r24 ri4
5 r25 ris

;o W M=

« Seances différentes » : des séries de dosages effectués
dans des conditions refléetant la variabilité maximale de la
technique (différents lots de réactifs, différents opérateurs.
différents jours....)

Remarque :

Ces résultats pourront également étre exploités pour
évaluer I’exactitude de la méthode.

32

32
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C1 estérase circule dans le sang a des

Exemple 1 : ’
concentrations variables

i ) L Le déficit en cette protéine signifie le
Méthode @ dosage de 'inhibiteur | gonflement des vaisseaux sanguins.

I.chantillons testés : concentré de protéines plasmatiques ==

La concentration est calculée (estimée) par rapport 4 un
¢talon plasma calibré en U/ml

Les  gammes (doses) réalisées pour [étalon et les
cchantillons a tester (titrer) sont les mémes :

o trois doses : d=3 {en progression arithmétigue)
e (uatre répétitions par traitement : n=4

Dosage multiple : un étalon et quatre échantillons

33
33
Le caleul du titre d'un échantillon (I'estimation) est
effectu¢ a partir de 24 essais
Douze essais pour "étalon : (3 doses) x (4 répétitions)
Douze essais pour I'échantillon : (3 doses) x (4 répétitions)
Les _réponses (unités de DO par minute) sont analysées
selon le modele a rapport de pente.
Les  resultats  obtenus  (les  estimations)  sont  des
concentrations en U/ml de solution
34
34
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Le domaine de linéarité

Le domaine de linéarité étudié est concentré sur 0,240
U/ml. L'intervalle s’étend de 33% a 167%, soit de 0,08

U/ml 4 04 U/ml bornes inféricure et supéricure incluses. =
‘ Dosage de l'inhibiteur C1 estérase ‘
Les données de linéarite :
Concentrations Concentrations obtenues
aftendues Seance 1 Seance 2 | Séance 3
0.08 0.081 0.038 0.047
0.16 0101 0.128 0.163
024 0.158 0.214 0.301
032 0.303 0321 0.269
0.4 0417 0.329 0.34
35
35
Ex1 linearite.sf3
C1 estérase
36
36
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Lests des VATIANCES [ Dosage oo rmmbion o estrese

Test C de Cochran: 053699 Proba, = 0.22979]
Test de Bartlett: 1.45574 Proba, = 0,536428

Test de Hartley: 10,0933
Test de Levene: L3851% Proba, = 0.68070Y

Le test de Cochran n'identific_pas d'hetérogéncite
significative entre les eing varianees.

37
37
Lstimation des paramétres de la droite de régression, par
la méthode des moindres carrés, entre N et Y :
(Graphique du modéle ajuste
u o ogsp
g 5
Q4R
g i
0 g
5' u.zf-
[= E
8 u.1;-
}_I |:|:_I . , N -
i 01 02 [k} 04
A_concirAttendue
38
38
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Test de D'écart a la linéarité (le test de mangue
d’ajustement ou le test « lack-of-fit »)

Analvse de vanance avec mangue d'adeéquation

Source Somune des carres Dl Carré moven F Proba.
Modéle 0.182676 1 0. 182676 118,42 D.0000
Résidu 0.020054 13 000154261

Manque adéquation 00007153 3 0000238433 01z 0.9442
Erreur pure 0.00193387 10 000193387

Total {Core.) 020273 14

(Test de Fisher au seuil a = 0,05= 5%)
Le test de I'écart a la linéarité n’est pas significatif.

Le modéle semble adéquat.

39
39
Conclusion :
La linéarité de Ia méthode, dans le domaine étudi,
(intervalle de mesure) est démontrée.
NB. : !!! Verification des hypotheses du modele
40
40
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Evaluation de ’exactitude
d’une méthode analytique

41

41

Etude de I’exactitude d’une méthode analvtique

Deéfinition : (ICH) (Accuracy)

L’exactitude_d’une procédure analyvtique donnée exprime
Pétroitesse de D’accord entre la valeur acceptée
conventionnellement commme vraie ou valeur de référence,
et la valeur trouvée.

Remarque

L’ « exactitude » selon ICH correspond a la « justesse » de
PISO 5725.
défaut d’exactitude = biais

ISO 5725 : « Exactitude (justesse et fidelité) des résultats et
méthodes de mesure ». Exactitude : Justesse - Fidélité

42

42
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Objectif

Démontrer que la quantité mesurée est équivalente a la
quantité attendue

Méthodologie
Plusieurs approches sont possibles :
e Application de la procédure analytique a un
échantillon de titre connu ou estimeé
e Comparaison des reésultats respectivement obtenus
par la methode a valider et par une seconde
procedure de référence (ou bien caractérisée)
e Comparaison de résultas a ceux obtenus par un
laboratoire de référence
L ’utilisation d’autres approches doit étre justifiée.
43
43
Recommandations ICH :
Pour évaluer Dexactitude de la technique il est
recommande :

o (’évaluer D’exactitude sur la base d’au_moins 9
déterminations, avec au minimum 3 concentrations
couvrant I'intervalle de mesure spécifié

o (’analyser les résultats par des méthodes statistiques
appropriées

44
44
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Schéma expérimental d’évaluation de ’exactitude:

Concentrations

attendues

Concentrations obtenues

Séance 1 | Séance 2 | Séance 3

1
2
3

M r ri
12 r22 r32
13 r23 r33

« Séances _différentes » : des séries de dosages effectués
dans des conditions reflétant la variabilité maximale de la
technique (différents lots de réactifs, différents opérateurs,
différents jours,...)

45

45

Analvse des résultats et critéres d’acceptabilité

Les résultats expérimentaux (obtenus) sont comparés a la
quantité attendue

1. soit par exploitation des résultats de l’étude de
linéariteé.

2. soit par le calcul des recouvrements,

3. soit par comparaison directe avec le titre théorique

Dans tous les cas un test de conformité doit étre réalisé. Si
celui-ci est non significatif, la méthode est exacte.

48

46
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I. Exploitation des résultats de I’étude de linéarité

On considére que la linéarité de la méthode a été
démontrée et on dispose les données de linéarité

On reéalise un test de conformité par rapport a la valeur 1
pour la pente de la droite de régression, et par rapport a la
valeur 0 pour I’'ordonnée a l’origine

1'i=ﬁ0 + B]Xi + gj (i=19'--=1l)

‘,;" =byg+b; X
Graphique du modéle ajusté

05 F 3

04 £ =

03 |

0z |

01 F

Y Concrt Obtenues

47

47

Trois cas sont possibles :

Casl: Pi=1 B=0
La technique est exacte

La quantité mesurée est équivalente a la quantité attendue

48

48
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Cas2: Bi=1 o= 0
La technique n’est pas exacte !

La quantité mesurée est décalée par rapport a la quantité
attendue

La droite estimée est paralléle a la droite théorique, mais
elle est décalée. Par exemple vers le bas lors d’une perte
systématique a ’extraction.

L’ordonné a l'origine by, est une estimation du défaut
d’exactitude.

49
49
Cas3: [B1=1 (quel que soit B;)
La technique n’est pas exacte
La quantité mesurée est décalée par rapport a la quantité
attendue, le décalage n’est pas constant dans tout
Pintervalle de mesure étudié. C’est le cas par exemple
d’une perte d’extraction proportionnelle au résultat
attendu : B; <1
Le défaut d’exactitude varie en fonction de la
concentration du produit dosé.
Si possible réduire ’intervalle de mesure, ou retour au
développement de 1a méthode.
50
50
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C1 circule dans le sang a des concentrations
variables. Le déficit en cette protéine signifie le
gonflement des vaisseaux sanguins.

Application 1 dosage d’un inhibiteur
Meéthode : dosage de I’inhibiteur C1

Echantillons testés : concentré de protéines plasmatiques

La concentration est calculée (estimée) par rapport a un
étalon plasma calibré en U/ml

Les gcammes (doses) réalisées pour Détalon et les

—_—

échantillons a tester (fitrer) sont les memes :

e trois doses : d=3 (en progression arithmétique)
¢ (uatre répétitions par traitement : n=4

51
51
Le domaine de linéarité
Le domaine de linéarité étudié est concentré sur 0,240
U/ml. L’intervalle s’étend de 33% a 167%, soit de 0,08 L
U/ml 40,4 U/ml bornes inférieure et supérieure incluses.
Les données de linéarité :
Concentrations Concentrations obtenues
attendues Séance 1 | Séance 2 | Séance 3
0.08 0.081 0.038 0.047
0.16 0.1 0.128 0.163
0.24 0.158 0.214 0.301
0.32 0.303 0.321 0.269
0.4 0.417 0.329 0.34
52
52
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Tests d'hvpothéses

Hypothése nulle: valeur a l'origine égale 4 0.0
Hypothése alternative: valeur a l'origine non égale 4 0.0

Statistique t calculée = -0.845146 |
Probabilité = 0.413314
Pas de rejet de I'hypothése nulle pour alpha = 0.05.
Hypothése nulle: pente = 1.0
Hypothése alternative: pente non égale a 1.0
Statistique t calculée = -0.27426
Probabilité = 0.788194
Pas de rejet de I'hypothése nulle pour alpha = 0.05.
Conclusion :
La méthode est exacte dans le domaine étudié [0,080 ;
0,400] U/ml.
YR:#+gg+(c;rép
53
53
Evaluation de la fidélité
d’une méthode d’analyse
54
54
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Etude de la fidélité d’une méthode analvtique

Définition :

La fidélité d’une procédure analytique donnée exprime
I’étroitesse de I’accord entre une série de mesures obtenues
a partir de plusieurs prises d’essais provenant d’un méme
échantillon homogéne, dans les conditions prescrites.

Dépendant des conditions
considérée a trois niveaux :

 Reépetabiliteé
e Fidélité intermédiaire

e Reproductibilité

prescrites elle peut étre

Série de mesures ...plusieurs
prises d’essais = il s’agit de
mesures répétées ... : la viabilité

55

55

Répétabilité (ICH)

La répétabilité est la fidélité obtenue dans des conditions
opératoires identiques et dans un court intervalle de

temps, (appelée aussi « fidélité intra essais »)

Sous des conditions de répétabilité les dosages sont réalisés

avec ]a méme méthode sur un échantillon initial homogéne,
dans le méme laboratoire (sur le méme lieu), par le méme

opérateur utilisant le_méme équipement, dans un court

intervalle de temps.

56

56
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Yi=ute re,
Fidélité intermédiaire ICH) oi=0i+0;
La fidélité intermédiaire est ’expression de la variabilité L
infra_laboratoire (mesures effectuées dans des jours
différents, par des analvstes différents, avec des
équipements différents, ...)
Reproductibilité (ICH)
La reproductibilité est I’expression de la variabilité inter
laboratoires  (études  collaboratives,  généralement
conduites aux fins de standardisation de la méthode).

57
57
Objectif de I'étude de fidelite:
L'objectif de I'étude est d’évaluer la variabilité de la =
méthode dans des conditions normales d"utilisation
La_fidélité d’une procédure analytique, ainsi que ses
composanfes, sont exprimées en fermes de variance,
d’écat-type
Yi=ute re,
0;=0,+0;
58
58
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Recommandations

Pour évaluer les composantes de la fidélité, (répétabilité et
intermdédiaire), il

fidclité

méme schéma expérimental

est recommandé  d’utiliser

Schéma expérimental d’évaluation de la fidélité :

le

Groupes d'essals

-

Niveaux d’un

facteur aléatoire

Essais

Groupe 1

Groupe 2J...

Sroupe K

r11
rz
r13

fn

r21
r22
r23

21

rk1
rk2
rk3

rkn

kn >=18

59

59

Application 1

Méthode : dosage de I’inhibiteur C1

dosage d’un inhibiteur

C1 circule dans le sang a des
concentrations variables. Le déficit en
cette protéine signifie le gonflement

des vaisseaux sanguins.

Echantillons testés : concentré de protéines plasmatiques

La concentration est calculée (estimée) par rapport a un
étalon plasma calibré en U/ml

Les

JAININES

= —————

(doses)

¢ frois doses : d=3

(en progression arithmétique)
¢ quatre répétitions par traitement : n=4

réalisées pour [D’étalon et les
échantillons a tester (titrer) sont les mémes :
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Objectif : incertitude sur un résultat de routine doit étre
inféricure a 5% de la concentration (de la valeur) estimée :

{la demi-amplitude de Mintervalle de confiance du titrage
doit ¢tre inféricure 4 5% de la valeur estimée)

Schéma expérimental et les résultats obtenus ¢

Séances
Essais 1 2 3 4 5
1 0.202 0.203 0.192 0.200 0.183
2 0.200 0.208 0.198 0.201 0187
3 0.199 0211 0.187 0.202 0.180
4 0.200 0.210 0.196 0.202 DM

DM : donndée manquante, (tube cassé)

Remargue : Toute donnée manquante

doit étre |

Fidélité a la
valeur :
0.200 U/ml

D. routine
k,n?

0.2 +/-0.01

61
61
Analyse de variance a facteurs imbrigues
Variable a expligquer: Concentration Obtenue
Facteurs:
"Groupe" |
Eepetabilite
Nembre d'cbservaticns ccmplétes: 19
Analyse de la variancs pour Concentration Cbtanue
Souroe Somme des carrés Ddl Carré moyen Comp. Var. Fot.
TOTAL (CORRIGE) 0.000714737 14
*droupa’ 0.000630487 4 0.000157622 0.0000400066  86.92
Bapatabilite 0. 00008425 14 0.00000601786 0.0COODE01TESE 13,08
62
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2
2, Caleul de la variance de fidélité intermédiaire : )

! l !
S;; - S, ' Sﬁ 0.00000601786 + 0.0000400066
) .
g = 0,000046 Ox =0+
ceart-type de fidéhité intermédiaire = S = 0,007
63
63
Intervalle de confiance des résultats de routine
L’ intervalle de confiance est donné par :
[C = résultat obtent Tt
k = nomhre de séances {4 déterminer)
n = nombre de répétition par séance (a déterminer)
v=N-1=18 ddl (N est connu )
k
.\'—;ni =(20-1)=19  (nombhre total d’essais pour I"évaluation de
la fidélité intermédiaire)
64
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Table d'intervalles de confiance calculés pour un résulia
obteni= 0,200 Uiml ; et ditférentes valeur de k et n ;

et | k2 _/

n=1_ \{0.186 -- 0.21400.190 -- 0.210 D. routine

n=2  0.186 - 0.2140.190 - 0.210 k.n?

n=3  0.487 - 0.2430.190 - 0.210 P20

n=4 0187 --0.2130.191 - 0.209

65
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Objectif : I'incertitude sur un résultat de routine doit étre
inférieure a S% de la concentration (de la valeur) estimée :

(la demi-amplitude de I’intervalle de confiance du titrage
doit étre inférieure a 5% de la valeur estimée)

Dosage de routine

Pour que le résultat satisfasse aux objectifs de la méthode
pour (I'incertitude sur un résultat de routine doit étre
inférieure a 5% de la concentration estimée), il est proposé
de réaliser deux dosages répartis en deux séances (k=2) de
un titrage (n=1)
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Limite de détection

67
67
Limite de détection d’une méthode analvtique
Définition (ICH)
I
La limite de détection d’une procédure analvtique est la
plus petite quantité de substance considérée qui peut étre
détectée, dans un échantillon, sans forcement pouvoir étre
quantifiée de facon exacte.
Remarque
La limite de détection est un parameétre intervenant dans
les analyses quantitatives pour les composés présents a
faible concentration dans des matrices échantillons ; elle
est notamment utilisée pour le dosage des impuretés et/on
des produits de dégradations.
68
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34



Meéthodologie et recommandations ICH

Selon que la limite de détection est exprimée en quantité
ou en signal deux approches peuvent étre utilisées :

Limite de détection exprimée en quantité

La limite de détection exprimée en quantité peut étre
évaluée par analyse d’échantillons contenant la substance
a des concentrations connues puis la détermination de lIa
concentration minimale a laquelle une détection fiable est
possible. Si possible le schéma expérimental adopté sera le
méme que celui préconisé pour étudier la fidélité de la
méthode.

69

69

Limite de détection exprimee en sional

La limite de détection exprimée en signal peut étre évaluée
a partir des caractéristiques (résultat moyen, écart-type
des réponses) d’un blanc (ou témoin négatif). Si possible le
schéma expérimental adopté sera le méme que celui
préconisé pour étudier la fidélité de 1a méthode.

70
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Exemple Recherche de traces d’antibiotiques

Meéthode : essai de pureté limite par diffusion selon la
méthode de dosage microbiologique des antibiotiques

Echantillons testés : disques de 10 mm imbibé de (100 ml)

solutions d’antibiotique a des concentrations variables et
déposés a la surface d’un milieu gélosé ensemencé a I’aide
d’un germe sensible
Le milien de culture est emnsemencé avec Micrococcus
luteus
Les antibiotiques étalons somt la pénicilline et
I’ameoxicilline.
Des solutions témoins sont préparées aux concentrations
de :
0.1 : 0.05; 0.01; 0.005 H 0.0025 pg/ml
Aprés un temps donné d’incubation, on constate autour de
chaque disque, un cercle d’inhibition.
71
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Boite de Petri ensemencée
debactéries
¢
Disque d'antibiotique
72
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Les réponses : diamétres des zones d’inhibition

Seules les solutions dont les zones d’inhibition sont
supérieures au diameétre du disque (exprimé en 1/10° de
min) donnent un résultat positif.

Les résultats obtenus : résultat +
résultat —

Le schéma expérimental adopté est le méme que celui
utilisé pour étudier la fidélité de lIa méthode

73
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Recherche de traces de pénicilline
Quantité Résultats observés
théorique - :
Séance | Séance?  Séance3 Séanced Séance 3
0,1 g + + + + +
i 605pz + + +- + +
3,01l pg + + + + +
0,005 ug + + + + +
0,0025 g i . . 2 =
La limite de détection correspond a la derniére quantité
d’antibiotique pour laquelle le résultat est positif dans
toutes les séances, soit 0.005 ng
La limite de détection de la méthode pour des traces de
pénicilline est de 0.005 ng
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74

37



Recherche de traces d’amoxicilline

Quantite Résuitats observes

théorique
. Séance 1 Séance 2 Séance 3 Sgance 4 Séance &
—

0,1 ng + <+ + S +

0,05 ng + + - - +

0,01 pg + + + + +
0,005 ug - - + = -+
0,0025 ug - - - " _

La limite de détection correspond a la derniére quantité
d’antibiotique pour laquelle le résultat est positif dans
toutes les séances, soit 0.01 pg

La limite de détection de la méthode pour des traces
d’amoxicilline est de 0.01 ng
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