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Résumé

Une réthode de dosage de la bupivne par HPLC est soumise a la validation analyti

pour la quantifiation de ce médicamedans le sang des patients.

Cette quantification est réalisée apres extractbhromatographie sur une cone Protecol C8
et détectiorune longueur d’'onde de 2 nm. La phase mobile est composée d’'un mél constitué

d’'un tampon phosphate (0,01kk=4) et acétonitrile, € :35.

La validation est réaliséa utilisant I'approche du profil d’exactitL qui consiste a combin
les estimés de la justesfl@ais % et la fidélité (CV%)pour calculer les wx intervalles de
tolérance a une attente de 90¥s résultats futurs soient inclus danslimites d’acceptabilité de

+15% dans l'intervalle de concentration étudié dka 2 pg/ml.

Les résultats obtenus montreiue la méthode chromatographicest valide dans un interval
de concentration de 0,1892 pg/ml. Par ailleurs, I'incertitude de mesukte@également estimee
chaqgue niveau de concentration. Les valeurs trauwéentrent I'exactitude et la fiabilité de
méthode bioanalytique.

Mots clés: Validation Analytique, Profil d’Exac titude, Erreur totale, Incertitude de mesure
Bupivacaine, Plasma humain.
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Annexes

INTRODUCTION

La bupivacainest un anesthésique local amide le plus puissameliEmment employé du fait ¢
sa longue durée d’action. Elle est utilisée dars @@érationschirurgicales. Les effets de ce
molécule sont tres dépendants de sa. Des concentrations veineuses dépassant le peuvent
provoquer des signes de toxicité neurolue et cardiaque. C’est pour cette ra sa détermination

est souvent demandée.
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La maitrise de la qualité des anal biologiquesest une préoccupation importe pour le
laboratoireD’ou la nécessité de validla métho@ de dosage de ce composeé chirr.

Ainsi notre travail porte sur la validation anadyte d’'une méthodchromatographique liquic
de dosage de la bupivanaidans ne matrice plasmatiquear I'approche du profil d’exactitud
fondée sur I'estimé des intervalles de tolérangecaine proportiolp de futurs mesures incluses
dans les limites d’acceptati@mui est fixé en fonction des contraintes du domaraemlication

Dans le présent rapport nous présentons d’aberdaldoratoire d’analyse (Lieu de stg,
ensuite unétude bibliographiqu qui porterasur la méthodologie de validatianalytique basée sur
la notion de I'erreur totale est préseu.

Dans la partie expérimentale, le domaindinéarité et la sélectivitde la méthode sont vérifié
puis nous élabororises plans d’étalonnage et validation, ce qui nous pern de choisir le modéle
d’étalomage adéquat aprées la génion de plusieurs modelepour pouvoir en fin de calculer |
différentes critéres de validation et de détermiaetomaine de validité de la méth.

Finalement,l'incertitude de mesu est estimée, en exploitant les résis de validation, a

chaque niveau de concentration.
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I-Présentation du LCAM :

Le Laboratoire Central d’Analyses Médicales offreeugamme élargie d’analyses médici

introduites pour la premiére fois au niveau régi@taational
Le LCAM estconstitué de trois niveaux le rez de chausséaglmipr étage et le deuxiéme ét:
ou on peut trouver I'accuell, les salles de prétéets, les locaux administratifs et les laborat

Les spécialités qui se trouvent dans le LCAM :
Biochimie et narmacotoxicologi

Immunologie et sérolog
Bactériologie et parasitolo¢
Hématologie cytologie et HEmost
Cytogénétique et Oncogénétis
Biologie moléculair

Anatomie patholog

Macroscopie

Microscopie

Immuno-histochimie

$ 6868864646444

Figurel : laboratoire central d’'analyses médic. du CHU Hassan

Le Laboratoire de Pharme-toxicologie effectue principalement de la recherchae
l'identification et du dosage des médicaments»agjtes pour «€CHU Hassan |
Le laboratoire de pharmacologiexicologie posséde deux domaines principaux diaé!

« L’activité hospitaliere de pharmacologie toxicologi
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Le suivi thérapeutique pharmacologique consisteapi@r individuellement la posologie
certains médicaments dans des situations medicaleésque a partir de la mesure
parametres d'exposition du patient au médicameat &:tivités sont assuréesur les
patierts hospitalisés au CHU de | ainsi que pour des hopitaux,rétjues et laboratoires (
la région.

- L'activité toxicologique qui vise a diagnostiquer les principales causestodication
médicamenteuses ou autres tel que l'alcool, ledufie stupéfiants, certains pesticides
herbicides...

Des activitésle recherche sont associées a ces activités dataire

« L’ activité de recherche et développeme
Les praticiens du laboratoire dévelop} de nouvelles méthodes d'analyses permettal
suivre le progrés thérapeutique (nouveaux médictsyetle mesurer des concentrations
plus en plus faibles de toxiques ou médicamentt ales méthodes de plus en ¢
spécifiques.

lI- Les difféerentes méthodes d’analyses médicamenteusksLCAM :
Le laboratoire pose de nombreuses méthod'analyses spécifiquessavoi :

« Méthodes Immuna@hromatographiqu :

Elles sont basées sur le principe de l'immr-chromatographie sur membrane avec

nanoparticules naturellement colorées en
« Méthodes chrontagraphique

* CCM : Chromatographie sur couche mi: Les molécules a séparer sont entrainées p
fluide qui en montant dans la phase stationnaaesntrainer le composé que I'on avait déy Il 'y
a donc distribution ou partition des composientre ces deux phases.

* HPLC: Chromatographie en phase liquide a haute perfoce : La chromatographie ¢
phase liquide a haute performance est une méthamalgse physic-chimique, qui sépare e
constituants d'un mélange par entrainement au md'une phase mobile llong d'une phase
stationnaire.

« Méthodes immun@nzymatique :

Ce sont des méthodes analytiques quantitativescopsistent a mesurer I'absorbance o

densité optique d'une substance chimique donnéeletion.
« Méthodes coloriméiques :
Elles se basent sur une recherche colorimétrigeend&icaments dans les urines et/ou da

liquide de lavage gastrique.
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I-Méthode analytique :
1-Définition :

Une analyse chimique peut étre définie comme unie sd’opérations eélémentaire
statistiquement indépendantes les unes des agtriespmmencent au moment de la prise d’e
(prélevement d’'un échantillon analytique sur I'édillon de laboratoire) et aboutissent
'expression d'un résultat d’analyse qu'’il faudralider pour pouvir disposer enfin d’une donn
analytique [1].

Une méthode analytique est définie de la manieneaste dans le proje de norme FD V 01-
0001L: « procédure écrite décrivant I'ensemble des meyt modes opératoires nécessaires
détecter et/ou doser l'analyte, c-a-dire : domaine d’application, principe et/ou réaws,
définitions, réactifs, appareillagr modes opératoires, expressidas résultats, fidélité, rappc
d’essai (selon I'ISO/DIS 78-2)»

2-Cycle de vie d’'une méthode analytigu :

D’abord, il convient de préciser a quel momenaitfvalider une méthode. En effet, comme
processus, les méthodes d’analyse naissent, ét et disparaissent ; ce périple peut étre rés
sous la forme d'un cycle de vie, concept déja laey@ employé dai I'approche systeme. L
figure 2 résume le cycle de vie d’'une méthode d’analysecBavention, on a représenté les éte

principales et soustapes dans des rectangles et les outils assac@ae des ellipsi [12].

Etape 1 :Sélection de la méthod:

D’abord il faut sélectionner une technique analygiqc’es-a-dire choisir parmi les diverst
meéthodes publiées dans la littérature ce«qui, a priori, permettra de résoudre le proble
analytique posé. Cette démarche repose entieresuetg savo-faire et I'expertise u laboratoire.
Selon le Cofracon peut distinguer trois types de méthodes, it distinction ne signifie pi
gue k besoin de validation soit différel

— les méthodes normalisés
- les méthodes adaptées de normes ou de texteedencd

— les méthodes développées par le labora

Lorsque le laboratoire applique intégralement unghade normalisée, certains considé
parfois qu'il est possible de passer directemdigtape 4 et qu'il n’est pas nécessaire de proce:

une validation complete : une simple vérificaticapditude suffirait.
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Etape 2 :Développement de la méthod

Ensuite, il convient de mettre au point la métharles-a-dire optimiser les étapes du mc
opératoire pour les adapter a la matrice et awditions pratiques ou elle sera utilisée.
particulier,il faut préciser I'ensemble des matrices auxqueallkss’applique ainsi que la gamme
concentrations utilisables. En général, le dévedapgnt d'une méthode est synony
d’optimisation. Pour cela la méthodologie de lafswe de réponse est maintendargement

reconnue comme l'approchertdeux adaptée a cet objectif].

Etape 3:Validation de la méthode

Comme l'indige tres explicitement la figure, la validation ne doit intervenir que sur
méthode completement mise au point. Son but edémontrer que la méthode employée pel
effectivement d’atteindre les objectifs de perfonoce exigés par un client. On disting
classiguement deux types de validation, validaitnb@rne et exterr. La validation intri laboratoire
ou interne. Elle estanduite dans un seul laboratoire. C’est surtoutype de validation qui e:
traité dans ce travalil.

Etape 4 :Utilisation en routine.

La vie de la méthode se poursuit par son utilisaga routine. L'obligation de maitrise de
gualité implique urcontrdle des performances dans le temps. Pourteffece controle, il exist

des outils spécifiques que sont les cartes dedergt les essais d’aptitu

Optimisation

Plan d’expénences ou empiigue
Robustesse

Caleuls requis

Description de la procédure

probléme analytique

choix des analytes

choix de la methode

choix du signal

tion
_g:ment

i Systéeme qualite

.“ f
s, | Eguipement qualifieé
*« Operateur qualifie
ation | Protocole de valldation‘
| Cntéres d'acceptation

N i

révalidation

routine ..

Test de conformite
Transfer & 1 autre labao

Figure 2 : Cycle de vie d’'une méthode analytique [3].
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I- Généralités sur la validationanalytique:
1-Définition et principe :

La Validation d’'une méthode est la procédure pquédie on démontre, preuves experiment
a I'appui, que les performances de la méthode pegntede répondre aux exigences de I'us
auquel elle est destinée [4l]faut donc démontrer que la méthode mise en oquarrde laboratoirt
est apte a 'empl@révu (besoin du clier [5].

La validation d’'une méthode d’analyse entraine égexdnination de plusieurs parametres
limite de détection d’une méthode (), la limite de gantification d’'une méthode (L), la limite
de linéarité (LL), la fidélité rgpétabilité, fidélité intermédiairg la justesse, la sensibili et
finalement, la récupération [@les caractéristiques a déterminer différent suivarmt le dosge est quantitatif ou
qualitatif.

La validation est donfondée sur une analyse statistique basée sur taircaombre de critére
aboutissant a des méthodes analytiques permetaidrther des résultats fiab

2- Aspect réglementaire :

Dans la littératuren trouve différents textes réglementaires, or a titre d’exempl :
« Deux guidelines ICH (International Conference on Hamonization) ont été dediés a la
validation analytiqgue Q2: «Analytical Validation:

o Q2A: «Text on Validation of Analytical Procedurd®résente une discussion sur
caractéristiges qui doivent étre prises en compte au coura galidation des méthod
analytiques

o Q2B: «Methodology» : Son but est de fournir desseda et recommandations sut

maniere d’appréhender les différentes caracténistigde la validation pour chee
méthode analytique. En outre, le document fourné& indication sur les données 1
devraient étre présentées dans un dossier d’etresgent
« SFSTP (Société Francaise des Sciences Technigue®learmaceutiques présentent les
recommandations réglemaires communément admises et appliquées dans dlinel
pharmaceutique nationale et une démarche stagstigur la validation d’'une procédt
analytique.

3-Critéres de validation :

La validation d’'une méthode analytique consist@&fier certainscritéres a savoi :

« Spécificité
+ Sélectivité
« Linéarité
« Justesse

MST CAC agiq - BENSAGHROUNE Haya Page 10
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- Fidélité :
o Répétabilité (intr-laboratoire)
o Fidélité intermédiair
o Reproductibilité (inte-laboratoires)
« Exactitude
+ Limite de détectio
« Limite de quantificatio
« Intervalle de dosa
« Fonction de répon
Les parametres faisant partie de la validation e@’'oréthode analytique dépenden type de
cette méthode (ICH Q2) :
> Tests d’identificatio
> Test limite de recherche d’'impur
> Test quantitatif de teneur en impul
> Test quantitatif de teneur en principe actif (f

Le tableau suivant renseigne les différentes cératijues a évaluer en fonction du type
procédure analytique a valider. Cette liste daie &onsidérée comme un guide et une bas

référence.
Type detesis Dosage Impuretés Identification Dosage
Caracteristiques bicanalyse
Quantitatif Essais limites
i ¥ 4
Exactitude J J J
J | i
o v v v
répétabilité J J /
Fiaéie v v ¢
fidalité intermédiaire 4 4 4/ / {
Spécificité « «
Sélectivité j V; v q i
Limite de ,/ V J
détection i 4
Limite de ¢ J
guantification r q
Linéarité J J Fonction de
F J reponse
Intervalle de V J
mesure § J F.
T v v v /

Tableau 1: Les critéres a évaluer en fonction du type dedulare analytique a valic
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a. Spécificité-sélectivité

La spécificité d’'une procédure analytique est spac#e a établir de maniere univoc
'existence de la substance a analyser en préstautres composants potentiellement prés
Cette caractéristique est étudiée en premier, feh effe permet de vérifier que le signal mes
correspond bien a I'analyte rechert

La sélectivité peut se définir comme l'aptitudun élément de lanéthode d’analyse (appar
de mesure, milieu de culture, etc a discerner un analyte donné dans un mélange cre:

Selon ces définitions, il s’agit bien de démontpee la ou les substance(s) analysée(s) au s¢
la matrice est bien le ou les analyte(s) reches}hdDr, en ce qui concerne les technic
chromatographiques, cellessont plutot sélectiveque spécifiquesLe degré de sélectivité de
procédure de dosage dépend dailleurs de la quaditea séparation chromatographique et ¢
sélectivité intrinséque du mode de détec Tres souvent la spécificité/sélectivité se fondeune
absence d’interférences [7].

En chimie analytique, la cause principale d'un mengle spécificité est la préser
d’interférences. Les interférences sont une desdgsacauses d’erreur de justesse. Lorsqu'il s
de la spécificité et des interférences, on a aefaivec des errelt systématiques qui so
directement liées a la méthode. La littératuradran abondance les divers mécanismes chimi
physiques, physicohimiques ou biologiques qui sont a la source difiégrences spécifigueme
lies a un type de méthode.

Dans ndre cas, on soupconne l'existence d'interférenagssdaux composés du plasma,
conséquent, on parle d’effets de mat Pratiquement, les interférences ont deux conségs
néfastes :

- soit, elles entrainent une surestimation de la@atnation de échantillon, car la réponse ¢
plus élevée que ce qu’elle devrait &

- soit, elles causent une s-estimation de la concentration, car le signal estigllement
masque.

Dans les deux cas, elles occasionnent donc undegisstess

On peut proposeaie représenter graphiquement I'effet du manquepédeificité en considéral
la droite de justesse

MST CAC agiq - BENSAGHROUNE Haya Page 12
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Effet additif

Linéarita
100 g w de la justesse »

Effet
multiplicatif

Concentration retrouvée 2

0 100
Concentration de référence X
Figure 3: La représentation graphique de la concentratiboduite en fonction de
concentration retrouvée, visualisant I'effet de meatsousces différents aspects, additif

multiplicatif.

La figure3 illustre cette droite de justesse selon trois sibna hypothétiques
- les cercles pleins produisent une droite conforadige la premiere bissectrice ; la spécifir
est parfaite ;
- les carrés illustrent un décalage systématiqueaiesentrations retrouvées ; on p«d’effet
additif ;
- les losanges illustrent une autre situation dawgide le biais est proportionnel a
concentration ; on pard’effet multiplicatif .
En conservannos notations, a savcX la valeur de référence gtla concentration retrouve
par étalonnage inverse, ces trois droites correpuraux équations suivant
— absence deffetz =X
— effet multiplicatif | Z =b; X
- effet additif :Z=bg+X
Mais, on peutussi supposer qu'il existe des situations ou ffetsese combinen
— combinaison des effet Z =bg +b; X
Ainsi, le coefficientb; peut étre assimilé a l'inverse d’'un taux de recemant moyen, tel gt

défini dans la littérature.
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b. Linéarité
La linéarité d’'une procédure analytique est sa capat l'intérieur de l'intervalle de dosage
fournir des résultatdirectement proportionne a la concentration (quantité) substance présente

dans I'échantillon. [3]

c. Justesse :

La justesse représeniiétroitesse de I'accord entre la valeur moyennéeobe a part d’'une
large série de résultats d’essais et la valeuraainnellement vraie (I'échantillon (la valeur di
référence acceptée). La mesure de la justessem@anée el termes de biaiscelui-ci représentant
la différence entre la moyendes résultats d’essais &t Vvaleur de référence accep[1].

d. Fidélité :

La fidélité exprime I'étroitesse de I'accord (degte dispersion, coefficient de variation) er
une série de mesurgsovenant de multiples prises d’'un méme échantilomogene (résulta
d’essais indépendants) dans des conditions presciifa fidélité fournit une indication sur |
mesures liées au hasard. La fidélité peut étreuéead trois niveaux : la répétaté, la fidélité
intermédiaire (intrdaboratoire) et la reproductibilité (in-laboratoire).

La fidélité traduit uniquement la distribution deseurs aléatoires et n’a aucune relation avi
valeur vraie ou spécifiée. La mesure de fidélite oadculér a partir de I'écart type des résult
d’essais.

Le terme « résultats d’'essai indépendants » s@ des résultats obtenus d’'une facon
influencéepar un essai précédent sur le méme matériau olagm compte tenu des contraint
liées au sectewut’activité concernt

Les mesures quantitatives de la fidélité dépendentacon critique des conditions stipulé
Peuvent ainsi étre distinguées les condition:

— répétabilité : conditions ou les résultats d’essai indépendsoitg obtenus par la mér
méthode sur des échantillons d’essai identiques taméme laboratoire, par le mé
opérateur, utilisant le méme équipement et penglacburt intervalle de temp

— fidélité intermédiaire : conditions ou les résultats d’essai indépendsmit$ obtenus p:
la méme méthode sur des échantillons d’essai miegdi dans le méme laboratoire, a
différents opérateurs et utilisant des équipemdiitérents et pendant un intervalle

temps donné ;
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— reproductibilité : conditions ou les résultats d’essai sont obtgrarda méme méthoc
sur des échantillons d’essais identiques dans reiffé laboratoires, avec différel

opérateurs et utilisant des equipements différ

e. Exactitude

L’exactitude d’une procédure analytique exprime I'étroitessd'atcord entre la valeur accep
comme conventionnellement vraie, ou comme valeurétirence, et la valeur trouvée valeur
moyenneobtenue en appliquant la procédure d'analyse un c&@in nombre de fois) [3].

Cette notion est la combinaison d’'une erreur syatigue, liee a la justesse de la méthod:
d’'une composante aléatoire, liée a la mesureméme et qui dépend dc de la fidélité de la
méthode [1].

f. Limite de quantification

Elle correspond a la limite a partir de laquelle la rndthest suffisamment précise pour dor

une estimation quantitative satisfaisante d’uneceatration inconnue de la substance a dt

g. Intervalle de dosage

L'intervalle de dosage d’'une procédureanalyse est la région entre les niveaux supériet
inférieurs (ces valeurs incluses) pouquelle il a été démontré que mocédure est appropri
guant a son exactitude (justesse+fidélité) etrgztité, en utilisant la méthode déc

h. Fonction de réponse

La fonction de réponse traduit a I'intéri de l'intervalle dedosage, la relation existant entre
réponse et la concentration en subse a examiner dans I'échantillon [3].

La fonction de réponse monotone la plus simpleeypirime cette retion est appelé courbe

d’étalonnage ».
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I1l- Méthodologie globale au moyen du profil d’'exactitué :

La validation a pour but de démontrer que la praogdinalytique corresponc 'usage pour
lequel elle est prévuela stratégie couramment utilisée g la validation d'une procédul
analytique esbasée sur les critéres d’acceptation qui consitiéiemaniére dissociée le biais e
variance. Cependant, dans I'étude présente, noussaappliqué une nouvelle stratégie b sur
l'intervalle de tolérane d’espérancf de l'erreur totale d’'une mesure (en anglaig expectation
tolerance intervals for the total error measuremsgnérreur qui prend en com la justesse (biais)
et la fidélité intermédiaire (écatype).

Cette stratégie donnka possibilité de contréler le risque d’acceptatibone méthode no
adéquate et ce, au moyen des profils d’exactitudeautre avantage présenté par cette stratég
de fournir la garantie que les résultats des mesyuieseront obtenus lors depplication future de
la méthode validée seront inclus dans les limitasagptation fixées a priori selon les exiger
définies.

En conséquence, le profil d'exactitude peut étresizeré comme un outil de décis tres utile
pour accepter ou rejeter umggthode selon son usage prévu. De plus, le d’exactitude peut étre
utilisé pour sélectionner le modeéle de régressmrplus approprié po la calibration, pour
déterminer les limites de quantification supériewee inférieure, ¢ subséquemment pour
sélectionner l'intervalle de concentration pouddsage

1-Principe :

La validation au moyen du profil d’exactitucest la combinaison, sous la forme d’un graphi
de plusieurs intervalles de tolérancp-IT) calculés a partir de mesures réaliséer des
échantillons a différents niveaux de concentragipd’un intervalle d’acceptabilit

Cette méthodologie s’appuie sur deux concepts cemmghtaire:

« la limite d’acceptabilitéA) qui serta chiffrer les objectifs de la méthode. C’est lailsde
pefformance globale fixé par l'utilisateur du résultiaa plupart du temps, elle s’exprir
comme un pourcentage autour de laur de référence, par exemple %.

~5 l'intervalle de tolérancef-IT) qui délimite un intervalle dans lequel se tretas une
proportion moyenn@ % de futures mesur:

Les 10 étapes pour valider une méthode avec |d grexactitude :

1.Disposer du mode opératoire et définir le mesurg

2.Définir le domaine de validation (gamme de conaiins) et I'objectif attendu de
meétode sous la forme d’un intervalle d’acceptabi

3.Sélectionner des échantillons de validation daswhdeurs de référee sont connues ;

4.Choisir un plan d’expérience de validatit

5.Pour les méthodes indirectes, choisir du plan ddeepce d’étalonrge
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6.Collecter les données ;

7.Pour les méthodes indirectes, calculer les conatoiis rerouveées par étalonnage inver

8.Calculer les critéres de validation a partir descemtrations retrouvées : principalement
écartstypes de fidélité de fidéli intermédiaire et des biais de justes

9.Calculer les intervalles de tolérance et constriginerofil d’exactitude

10. Interpréter les résultats et décider si la métresievalide ou no

L’objectif de la méthodologie globale est fournir des garanties que chaque résultat qui s¢
obtenu en routine sesalffisamment prochede la valeur vraie de I'échantillon tra
A la lecture de cet objectif, deux notions fondatakss se dégagent, & sav:
- « suffisamment proche » signifie que le résultatrfié en routine sera a une distar
raisonnable (ou exigée par le client) de la valeare
Si I'on appelleZ le résultat fourni en routine « X la valeur vraie de I'échantillon, la notion de

suffisamment proche » peut s’écrire sous la foraieasite

~A<Z-X<+A| |1Z-X| <2

Les quantitésx-et +. représentent ces « distances raisonnables » masmalun client est pri
a accepter. Elles forment ce que nous appelonemialle d’acceptabilitt Elle peut aussi s’écrir

sous la forme d’un écart relatif :

M{A %

— « fournir des garanties » signifie qu’il faut cdeula probabilité de produire des résuli
situés a cette distance raisonne
Quant a l'idée de « fournir une garantie », elletpgécrire sous la forme d’'une probabil
supérieure ou égale aaiproportions:

Prob (Z-X|<4) =

Le risque associé d'une procédure s'évalue par lagotiom attendue de mesures en dehor:
limites d’'acceptationLe risque associé dépend des estimés du biais ¢4 @eécisiol de la

procédure analytique obtenus en phasvalidation comme lenontre la figure .
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M1

-A

Figure 4 : Profil d’exactitude comme outil de décision pouatya méthodes M1 (fidele juste), M2 (fidéle mais no

juste), M3 (non fidele et non juste) et M4 (norefiel mais just)

Ainsi, le profil d’exactitude est un outil de décision basée sustpie associé a la méthc La
notion de risque est liée a la garantie conceraafutture analyse des échantillons inconnus tot
appliguant la méthode validée. Par conséquentrdél m’exactitude peut servir a accepter
rejeter une meéthode analytique suivant 'usagenditie

Une autrenotion relative a cette nouvelle stratégie de waiah importante dans le cadre
notre travail est sa possibilité d'estimer l'indeerde de mesure sur la b des données de

validation [1].

2-Analyse de la fonction de réponse et sélection duoahéle de régression appropri

Cette étape constitue I'une des plus importantesitigue la fiabilité des résultats validation
qui seront obtenus dépend dudéle de régression sélectionné.

Une fois les expériences réalisées et les donnéksctées, il convient tout d’abord
déterminer, sur la base des standards d’étalon(igg la relation entre la réponse (signal
réponse de l'instrument) Y et la quar (concentration) X. Cette relaticge caractérise a l'aide
d’'une fonction f qui doit étrestrictement monotone (strictement croissant décroissante) sur
l'intervalle de dosage envisageé:

Y=f(X)+¢ (EqQ.1)
ou e~N (0, o?) estl’erreur associée a la fonction réponse f appelée communément er

résiduelle.
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Il faut donc ajuster la fonction de réponse, « a-dire évaluer les parametres du modele

maniéerea ce que l'erreur résiduelle soit minimis
Différentes fonctionsle réponse peuveétresélectionnées lors de la validation de la méth

dont on peut citer quelques exemples comme ill@sir&ableau -dessous :

Type Equation Paramétres
Droite passant par l’'origit Y=B X B
Droite Y=o +3 X a, B
Fonction quadratique Y=a+ [ X+y X2 a, B,y
Fonction logistique a 4 paramét Y=ot {X‘}E a, B, v, 0
-
. - R R Y= ot+t———
Fonction logistique a 5 paramet [H{E}E] o, B, v, 6,y

Tableau z : Exemples de fonctions de réponse.

3-Calcul de la justesse et de la fidéli
3-1-Modele :

L’estimation de la justesse et de la fidélité deméthode s’ffectue avec les concentratic

calculéegrovenant des standards de validation en phasalidiaton. Cette estimation est réali
a chacun des j niveaux de concentration cérésa I'aide du modéle statistiqisuivant :

Xiw =pj +aj+ei  (EQ. 2)

Avec
i indice de série,
j : indice de niveau,
k : indice de répétition
X ik est la kieme concentration calculée du niveau j de-éme série,
y; est la moyenne des concentrations calculées daunige concentratior
a;j est au niveau j I'écart entre la moyenne de-eme série et la moyentyj ; oj est considéré
comme une variable aléatoire ayant une distributiemmale de moyenne 0 et deriances?,
gjk est I'erreur expérimentale, considérée comme un&blae aléatoire ayant une distributi
normale de moyenne O et de varie 62y,.
Les variances?s j etc?y; représentent les variances i-séries et intra-sese respectivement.
A fin de lesestimer, une analyse de variance (-way balanced ANOVA) a chaque nive
de concentration est réaliséénsi les carrés moyens M) suivants CMhterserie €6 CMntra-serie SONt

calculéspar les formules suivant:

. L]
W = E 1Z - Xijk.calc (Eq.3)
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_1 vp = = 2
CM inter-série,j —?:25:1 nij (xij.,cuh:' - x.j.,n:'alr) (EQ-4)
Py = 2
CMintra-sériej =ep—— iz 12 ’ (quruh: xij.,catr) (Eq.5)

Ef 11’1 i—p

Si CMintra—série,j< CI\/linter—série,jalorE :

EZW,J' = CMintra-série,j (Eq.6)
= CMF:'H- er—sarie, '_CMiﬂ ra—seriej
G2 = (Eq.7)
Sinon :
. _ _ 2
D-ZWJ pn Z: 12 1(x1_;k calc x.j.,ra,lr) (Eq-8)
6%,=0 (Eq.9)

3-2-Calcul de la justesse :

La justesse fournit une indication sur les erreystématiquede la procédure analytig. Elle
peut s’exprimer de différentes facons. Les troisapetres présentés ici, mesurent réalité des
défauts de justesse :

— biais absolu: B=2Z-X (avec X la valeur de référence d’'un écharmtik Z la moyenne ¢
mesurages répétés sur ce méme échan

— taux de recouvrement ou de récupération

R%=§ £100 (Eq. 10)
— biais relatif :

B%=2"2: 100 (Eq. 11)
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3-3-Calcul de la fidélité

La fidélité fournit une indicatiorsur les erreurs dues au hasadfile peut étre estimée en
calculant la répétabilité et la fidélité intermédkaa chaque niveau de concentration utilisé
validation.

L’estimation de la variance in-série donne une estimation de la variance de féitd¢aandis
gue la somme des estimations dariances intra- et intexérie donne une estimation de la varie

de fidélité intermédiaire :

Répétabilité - 625 =62
Et CV,= i—: 100 (Eq. 17)
Fidelite intermediaire G2 =62y + G2
Et CVr=2 + 100 (Eq. 19

d

4-Calcul des intervallesde tolérance :

Ce qui nous importe cependant en validation, cetrpas la validité des résultats obtenus
nous obtenionavec I'Erreur Totale, mais plutét la garantie une représentation de ce que
méme procédure analytique pourra donner comme tagsutlans le futur, C'est le role
l'intervalle de Tolérance.

L’estimation des parametriis 6% j etG?y, ; a chaque imeau de concentration j a pour but
permettred’estimer la proportion attendue d’observation digs limites d’acceptation prédéfinic
[-A, A], C’est-a-dire :

E,ﬂ,rﬁ JIiX o Hr" < }*Ihj_.u *02_-1-! }E ﬁ

Cependant il nexiste pas de solution exacte pstimer cette proportion attendue. solution

déja poposée par plusieurs auteurs [13] est de calculer I'intervalle de Toléran@3-Expectation
Tolerance Interal) tel que proposé par Mee :
i, —Q, (Uilz_g )‘Hlll + ﬁ Grp, il +Q, (Uilz—g )‘Hlll + % Grr; (EQ.14)
Ou k est choisi afin que la proportion attendue dssiltats fuurs tombant dans les limites
l'intervalle soit égale 8.
Si cet intervalle de tolérance est totalement mdans les limites-A, +A], c’es-a-dire si
fiyy — kGyy > —A et fiy + kG = +4

Alors la proportion attendue de résultats dans les Igmtacceptation sera supérieurp.
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L'estimation des paramétres de justesse et ficii;, 8%, ; et 6%y, j, et & chaque niveau |

concentration j, n’est pas une fin en soi, mais éapeindispensable pour calculer la proport
attendue de résultats qui se situent dans lesknditacceptatio

L’intervalle de tolérance sera calculé pour chagiveau de concentration envisagé avec
standards de validation. Pratiquement, l'intervde toBrance se calcule comme suit [15] en

valeur absolue:

~ N,
E, & [u -ko, <X <u,+ko,,u,.0, ]; = ( Eq. 15)
ou
02 j=0%y,+ 0%
5%, R;+1
R; = . B; =
78 nR;+1
(R+1)2
V=73,
(r+l) 1-1
=~ # ., #H
p—1 B
Q. v ( ; E) est le quantilgd de la distribution t de Studeav degés de liberte
Le méme intervalle que Eq. &h échelle relative devier
o 1+ | 1 o 1+8 | 1
biais (%j - Qr (U:T) |1 +m CVF.I.,_;-': biais (%) + Qr ('U: 5 )1‘| 1 +m CVF.{,}'

(Eq. 16)

Deuwx termes sont contenus dans l'intervalle de tol&an’un étant la justesse et I'autre étar
un facteur preés, le coefficient de variation deéliig intermédiaire. C’est la raison pour laqueks
intervalle peut ainsi étre considéré comme une ession de l'exactitude des résultats. M
l'intervalle de tolérance intégre une dimensiongémentaire, celle de chance (ou risque) poul
résultats futurs, conditionnellement a des résufiassé

La méthode peut dés lors étre considérée commde au niveau de chanfepour le niveau d
concentration en question, si l'intervalle de tatére esinclue dans les limites-A,\] définies a

priori en fonction des objectifs de la méthc
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5-Profil d’exactitude et décisior
5-1-Calcul

Selon I'équation Eq. 1kes bornes de ces intervalles sc

., 14 1
L}. = hiais [:%j — Qr {U:ngwlll +';J?!B.-z CVF.I.J
U, = biais (%) + Q (u-—H‘B) |1+—1 cv,
i A2 | pnB‘f il

Le profil d’exactitude de la méthode s’obtient efiant d’'une part le bornes Lj entre elles ; —

L,—...— Lm) et d'autre part les borneg entre elles (Y- U, — ... — Up).

5-2-choix de la fonction de répons :

La bonne fonction de réponse doit permettre a dadmture analytique d’atteindre ses objec
autrement dipour chaque niveau de concentra, les limites de tolérance ne doivent pas sortt
limites d’acceptations retenues au préal;

En outre, il est nécessaigeie le coefficient de détermination Foit étre toujours supérieur
0,99 mais ce coefficiem’est pas en rapport avla qualité des résultats

Seulementle profil d’exactitude, qui est le reflet diredé ce que la procédure analytique

capable, permet de juger 'adéquation de difféeptatiques et permet de prendre des déci:

6-Calcul de la Imite de guantification :
Elle est calculée par simple interpolation linéaérdre les points ou lintervalle de toléran

coupe la linte d’acceptabilité. La Figure sert a illustrer ce calcul.

0.3 -
0.2 //
. s
H el L . i
E A Limite de quan%
: 0.0 - - I“/ E—— . TGN AT ! e P— ’ a—
E 2|0 ; 3.0 35 | 4.0 4
s 1 ]
2|01 E _,i__._———
]
/m | -0.2 :
i 1
-0.3 - |Va[eurs de référem:e|
-0.4

Figure 5: Calcul de la limite de quanication par interpolation
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La LQ peut étre obtenue en calculant I'abscisggotht d'intersection de la droite de la lim
d'acceptation et de la droite de l'intervalle déramce.

Z les valeurs absolues lues sur I'axe des ordoy

X les valeurs deéférence fournies par l'axe des absci

Xa €t x5 les abscisses des deux niveaux A

Xat €t %5t les ordonnées de la limite supérieure (ou inféekde l'intervalle de toléran

Xaa €t X35 l€es ordonnées de la limite supérieure (ou inféepdacceptabilité

Les équations de deux droites (intervalle de tolgeaet limite d'acceptabilité) sont respectiven

Z=ty+5,X (Eq. 17)
Z=ayg+a,X (Eq. 1B
L'égalité entre les deux droites permet de caldaléQ.
ty +t,X = ay, +a,X (Eq. 1P
X(ty—a) =ay—t, (Eq. Zp
La limite de quantification s’exprime comme ::
_ E-u—tu
xLQ = P (Eq 21)

7-Construction graphigue et interprétation :

Le mode de représentation est le plus liset le plus facile a interpréter est celui consiste a
exprimer tous lesésultats en valeurs relatives, ramenées a la vdieuéférence « niveau. Les
limites d’acceptabilité sont aussi exprimées deff relative et se situent entre 90 et 11(

Sur I'axe des abscisses, on représente la contientthéorique des nivea ; tandis que sur
I'axe des ordonnées on représente simultane :

» les limites des intervalles de tolérance d'espérsf calculés sur es concentrations
retrouvées et exprimées pourcentage sous la forme d’'un tauxrecouvremer ou d’'une
exactitude relative ;

» les intervalles d’acceptabilité, définis en fonatie I'objectif de la méthode, exprimés dt
méme facomue les intervalles de tolérar

Les limites dacceptabilité et la proportiof qui serta calculer les intervalles de tolérar
dépendent strictement du contexte d’utilisatiotad@éthode

Sur la figure 6 dans le domaine de validité, délimité par traits verticaux discontinus,
méthode est capable de produire une proportion nmeyattendue de résultats égap comprise
entre les limites d’acceptabil : la méthode est dite valide dans ce domaine. Lmailte

d’application représente le dome initialement choisi pour conduire la validati
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Figure 6 : Exemplede profil d’exactitude construit avec 3 niveauxcd@centration (0 ; 2 et 4 mg/L) qui délimitent |

domaine de validation (ou d’application) de la noglta & valide

8-Estimation de I'incertitude de mesure :

L’expression de l'incertitudéype composée de Z est a peu prés €g:
u,(Z) & \Ju2(6)+S2 + 52 (Eq. 22)

Dans lequel Z est le résultat obse et 5 est une expression du manque délité de la méthode

(biais).L'intérét de cette formulation est de retrouveraemtain nombre de résultats déja prése
précédemment. Par exemple, la variance de fidéteémédiaire est égale
SE =82+ 5? (Eq. 29
Ou S représente la variance de l'effet e et SZla variance de répétabilité. Par ailleurs,

montre facilement que la variancedestégale a la variance de la moyemyémérale et on trou :

w3 (8) = S% (=) (Eq. 24)

np =52

Avec p est le nombre de sériest le nombre de répétitions.
Si on additionne ces deux variances, comme ladgprdpagation des incertitudes le propose

trouve que l'incertitude composée de Z est ég :

1

i 55

1

)=Su [1+ Sy (Eq. 25)

np=B2 m -
Donc l'incertitudetype composée de Z est proche de I'e-type de l'intervalle de toléran (Sr).

Une grande partie de lincertitude peut donc éstemete directement a partir des calculs effec
lors de la construction du profil d’exactitude pdes différents niveaux de concentra retenus
dans le plan de validation. D’un point de vue ppai, on utilise I'incertitude élargie a 95%, nc

U(2)=2 Sr.
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I\V-La bupivacaine :

1-Propriétés physicoehimigues :

La bupivacaine est uanesthésique loc de la famille des amino-amidégoir figure 7)le plus

puissant actuellement employé du fait de sa lorlywée d’actio, commecialisé sous le nom ¢

Marcain€.Sa forme pharmaceutique est une solution injee. Ses principales propriétés phys«

chimiques sont [17] :

>

YV V. V V V

Nom chimique : n-butylt diméthy-2',6'pipéridincarboxanilide-2

Formule brute : ¢H2sN20

C’est une poudre blanche inodore ayant une saveera

Elle est soluble dans 'eau et I'alc

Elle est Iégérement soluble dans I'éther, dangt@weou dans le chloroform
Son pka=8,1

CH, (CH,),CH,

QCDNH@ «HCl « H,0

Figure 7: Structure chimique de la Bupivacaine.[16]

2-Propriétés pharmacologiqgue :

2-1-Propriétés pharmacodynamique :

La bupivacaine fait partie du groupe des anesthésig liaison amid

L'activité anesthésiqude la bupivacaine se caractérise [18]:

>
>
>

Un délai lent de l'installation de I'anesthé

Une longue durée d'action (allongée lors de aailon de la forme adrénaliné

L’obtention d'un bloc sensitif presque exclusif @@ concentration a 2,5 mgl ou associé
a un bloc moteur plus ou moins importavec la concentration a 5 mg/ml/flacon/pat

Les premiers signes de toxicité neurologique etliague interviennent a 1ug/ml, des

4ug/ml le patient convulse

2-2-Propriétés pharmacocinétique :
En pharmacologie, la pharmacocinétique est caraétepar quatre étay :

» Absorption: L’absorption et la diffusion de la bupivacainepédédent de tre
nombreux parametres: type d'injection, profil duigrd, concentration, dose tot:

injectée,
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> Distribution : Fixation aux protéines plasmatiques (préférentisdiet les alpha
glucoprotéines) tres élevee: de l'ordre de 95 poemt aux doses utilisées
thérapeutique.

» Meétabolisme Métabolisme hépatique par systeme monooxygénasigoehrome -
450

> Elimination : Elimination rénale, principalement sous forme deainélite: .La demi-
vie apparente d'élimination est de 3 h

3-Données cliniques :

3.1. Indications thérapeutique:
» Anesthésie locwoégionale lors d'intervention chirurgicale: anest@ééronculaire,
plexique, caudale, péridure
> Analgésie péridural
* En obstétrique;
 Dans le traitement de la douleur au cours d'algla®rses: néoplasique
postopératoires, pc-traumatiques, artéritiques;

* Dans la préparation a certains geghérapeutiques douloureux (kinésithére

postopératoire, po-traumatique).

3.2. Posologie et mode d'administratio
La bupivacaine devra étre uniquement utilisée parsous la responsabilité de méde«

expérimentés dans les techniques d'anesttoco-régionale.

Le chlorhydrate de bupivacaine existe sous forméradinée ou non, aux concentrations de
mg/ml et 5 mg/ml et dans différentes présentat

La forme, la concentration et la présentationsé#s varient en fonction de l'indicatio du but
recherché (anesthésie chirurgicale ou analgése e I'age et de I'état pathologique du pa

L'emploi des formes adrénalinées allonge la duréetidn. Les formes les plus concentr

procurent un bloc moteur plus constant et plusst.
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3.3. Contre-indications

> Voie intraveineuse, y compris l'anesthésie loaatiaveineus:
Hypersensibilité connue aux anesthésiques locdiaisan amide
Patients sous anticoagula
Porphyries.

vV V V V

Troubles de la conduction auric-ventriculaire nécessitant un entrainent
électrosystolique permanent non encore ré
> Epilepsie non contrélée par un traitem

3-4-Effets indésirables :

La bupivacaine comme tous les anesthésiques lagitien bloquant la conduction nerveuse
niveau du canal sodiqué&es effets adverses, trés rares mais gravegnsentrent en cas |
passage intravasculaire accidentel. lls sont désnpar une tres forte toxicicardiaque (troubles
du rythme graves, arrét cardiaques) et une fonteité neurologique. Une technique rigoure
d'injection permet d'éviter la survenue de telsidmeds. L'allergie a la bupivacaine

exceptionnelle.
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I-Méthode de dosage du bupivacne :

1-Réactifs :

» Solution de la bupivacaé pure(Bupivacaine hydrochloride 1gH2gN,O, HCI Analytical
Standard, for drug analysis, Fluka Analytical, Rrcidof Italy)

» Tampondihydrogénophosphate potassium, 0.01 M, pH=dualité analytiqu

> Héxane mélangé a 5% isopralcool qualité analytique (Rlexan CHROMASOLV (Hag,
isojropyl alcohol for HPLC Propi-2-ol GHgO, Germany)

» Acétonitrile qualité gradelPLC (pureté>99,9%, Germany)

> Eau purifiée

2- Conditions chromatographiques :

> La quantité de bupivacaine est déterminée dansuehé@chantillon pi I'appareil HPLC qui

est constitué dplusieurs élémentcomme est montré dans la figure 7

>
s
-
[
it
&

Figure 8 : Image de I'appareil HPLC Shimadzu.

1 : Réservoides solvants de la phase mao
2 : Dégazeur DGU-20A5

3 et 6: Pompes quaterna LC-20AD

4 : Injecteur automatiquelL-20AC

7 : Chambre de laotonne CTO-20AC

5 : Détecteur UV-Visibl&SPD-M20A
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» 8 : Enregistreur

Les chromatogrammes sont enregic et les calculs des airesffectues a l'aide d'un

intégrateur D2500. Tous ces matériels sont commercie par la Sociéet& COMEDICA

L’acquisition et I'intégratiordes résultats ont été réalisées a I'aide du ldcLCSOLUTION.

» La séparation chromatraphique est réalisée par l'intermédiaire d’'une -colonne
«SYMMETRY C18 »et d’'une colonne « ProteCol C8 HZ&BOmmx4.6 mm ID Eum
120A » ;

» La phase mobile est un mélange de drogénophosphate de potassiun01 M, pH=4) et
acétonitrile (65v :35v) ;

» La bupivacdie absorbe dans le spectre ‘et la détection se fait a une longueur d’ondt
210 nm ;

» Latempératurée la chambre de la color est de 25°C ;

» Le débit d’élution est de 7 ml/min maintau par une pression de 154 | ;

» Le volume injecté est de0 ul de chaque extrait plasmatic ;

3-Solutions étalons:

» Une solution d'étalon de bupivacaine est prépaméelipsolution du médicament dans I
purifiée (1Img/ml)puis cette solution est diluée pour avoir un stashdke concentration 1
png/ml a partir de la quelle on effectue la gammérdsarité

» La solutiona ensuite été dilu successivement avec deall purifiéepour préparer des
solutions étalons de trav dans la plage de concentratide 0,1 a 2,5 pug /ml pour
l'analyte. Toutes lesolutions ont été stocké a 4°C et ont ét@amenés a températ

ambiante avanttilisation

4-Méthode :
» Les prélévements veineux sont recueillis sur tHi2FA et centrifugeé.
» Apres centrifugation et séparati 05 ml de plasma est transféré dans un tube conig!
15ml de matiere plastiqt
» Ajouter 3ml d’Hexane (contenant 5% Isoprc-alcool)

A\

Vortexer pendant 2 miragitateur IKAvortex genius 3)

» Apres centrifugation 850( rpm pendant 10 min (Cerftrgeuse UNIVERSAL 320 Hettic
ZENTRIFUGEN) la coucheorganique supérieurest transférée quantitativem dans un
tube en verre de 10 rat évaporé en utilisant un évaporateur a 50 $@us courant d'azote
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» Le résidu a étéeconstitué dar 100 ul de la phase mohileuis mélanger avortex.

FST FES

I1- Etude préliminaire et détermination du domaine d’application de la méthode
1-Domaine de linéarité :

En ce qui concerne le signal analytique, I'errayslls répandue lorsqu’«cherche a le convertir

en un résultat d’analyse, consiste a croire aipgigon se trouve dans le domaine de linéaritkau

meéthode alors qu'on en est sorti.
Il s'agit donc en premier lieu d'avoir parfaitemel@terminé le domaine de linéé de la

méthode pour 'analyteonsidéré

Aire de pic (ua)
& Saturation
- »

Domaine de linéarité

-
»

Concentration (pg/ml)

Figure 9 : Domaine de linéarité

L’étude du domaine de linéarité, est évaluée gésr@ent par la qualité de la régress Elle
permet de définir les limites haute et basse deldion linéaire existant entre la concentratier
'analyse observée et la dilution effectu

Elle a été réalisée par diluti d'une solution mere de 1mg/rdans la phas mobile, dont la
concentation a été ajustée afin de couvrir la gamme détzg (0,0:—2,5 pg/ml). Chaque

dilution a été analysée en trigdeon a calculé la moyer.

Concentrationy(g/ml) 0,01 | 0,05 0,1 0,2 0,5 1 15 2 2,5
Sérum (mi) 05 | 05| 05| 05| 05| 05| 05| 05| 05
;i’é"g‘)?fr;f;%is"pmpy' 3 3 3 3 3 3 3 3 3
[ei“fdlv)aca‘”e] alygmi 1 3 15 | 30 | 60 | 150| 300 450 | 600 | 750
Phase mobile (u) 997 | 985 | 970 | 940| 850/ 700 550 | 400 | 250
Volume total (ml) 4.5 4.5 45 45 45 45| 45 45 4.5

Tableau 3 :Gamme d’étalonnage
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La détermination de lintervalle de linéarité dégate la qualité de la régression statistique
évalué a partir du coefficient de déterminatiorgRPreprésente le pouvoir explicatif du modele

régression reteniLe tableau suivarreprésente les résultats obtenus :

N° Solution | Concentration (ug/ml) Réponseg(ua)
1 0,01 926
2 0,05 6211
3 0,1 247567
4 0,2 503221
S 0,5 1454529
6 1 3122345
7 1,5 4678873
8 2 7238742
9 2,5 15272645

Tableau 4: Résultats obtenus a partir de la gamme d’étal@nag

Le graphique suivant rapporte les valeurs trouegegrimentaleme :

3,5
y=2E-07x+0,243

3 R2=0,885

2,5 A 4

1,5 A 4

1 .
s //
o & . . . .

0] 5000000 10000000 15000000 20000000

Concentration {ug/ml)

Aire du pic (ua)

Figure 10: Courbe de linéarité d'une gamme s’étendant entre 0,015%f18/m
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En prenant les aires entre 0,01 et 2,5 pg/ml, minienons un domaine de linéarité avec
coefficient dedétermination R2? égale a 0,& Pour obtenir une meilleure sensibilié et un meil
coefficient R2, nous avons écarté le dernier p@htjous avcs obtenu une linéarité meilleure ¢

la premiere,avec un cdifient de détermination R2=(91, comme il a été montré sur la cou

suivante :
2,5
y=3E-07x+ 0,061
R?=0,991
= 2 e
E
=
= 1,5 L 4
2
e
[
£ 1 /
1]
(=)
c
o
“ 0,5
0 T T T 1
0 2000000 4000000 6000000 8000000
Aire du pic (ua)

Figure 11: Courbe de linéarité d’'une gamme s’étendant entre 0,01&i/gh

Un coefficient de détermination 99%, satisfait largement nos attentes, vu que (& se
toxicité est de 1,6 pg/ml, ces données nous pousséaqarter les intervalles les plus larges, ¢
choisir l'intervalle de concenttian s’étalant entre 0,01 e pg/ml.
2-Sélectivité:

C’est l'aptitude d’'une méthode a quantifier un gteakans équivoque et a le séparer des prc
de dégradation, des métabolitesdes composés co-administr@satiquemel, ce critére est fondé
sur une démonstration, dans un blanc matrice (@asnire), de I'absence de réponse au temp
rétention de I'analyte par comparaison avec solution pure de I'analytéiinsi, on a analysé ur
phase mobd seule (figure 12), un plasma (figure), et un plasma contant de la bupivacaine
(figure 14). Le premier pic (®4min) correspond aux éléments non spécifi@ la colonne. Le pic
de notre molécule apparait isolé a Tr=12,582
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AL iz Imtensity @ 11,529
E1onm d4nm 1 .000

Figure 12 : Chromatogramme d’un blanc (phase mobile)

ALl hax Imtensity @ 56 555
JET0nmanm 1 .00

=0

40

30

20—

10—

i

r T T T T T T T T T T T T T T T T
=0 100 150 -

=
m]

Figure1l3: Chromatogramme d’'un sérum (phase mobile+pla
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AL hax Inten=sity - 162,027
J210nm anm .1 .0070 |

150

19624

oo so 1o Adsmo o min

Figurel4: Chromatogramme d’'un sérum contenant cbupivacaine 1pg/m

Conclusion :
La méthode est bien sélective car le pi la bupivacaine est bien isolé a un temps de rée
Tr=12,582 min.
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I1l- Validation au moyen du profil d’exactitude

Notre travail porte sur la validation d’'une méthaedosage de la bupivacaine dans une me

biologique (plasma) par HPLC. C’est une méthode indirecte ripgessite un étalonnage pi

réaliser la quantification.
Le domaine de la validation s'étend

d’acceptation a = 15% autour de la valeur de camagon introduite

1-Plan expérimental de validatior

~ Plan d'étalonnage :

l'intervalle [0,12 pg/ml] en fixant les limite:

Le plan d’étalonnage comporte= 3 séries (jours) pour m& niveaux de concentration et n

répétitions/jour/niveau.

Séries Niveaux Concentration (ug/ml) Aire (ua)
1 0,1 26161°
1 0,1 27541:
2 0,3 76979
2 0,3 79461¢
Jour 1
3 1 322605.
3 1 360342:
4 2 756253,
4 2 812217.
1 0,1 22598°
1 0,1 25429¢
2 0,3 74789:.
2 0,3 77511¢
Jour 2
3 1 312520«
3 1 329132
4 2 789164
4 2 795422!
1 0,1 26758:
1 0,1 29512
2 0,3 74591°
2 0,3 75962
Jour 3
3 1 329407
3 1 354984
4 2 765449,
4 2 799698

Tableau 5: Plan d'étalonnagd,es concentrations introduites sont expriméeug/ml et les aires en

unité arbitraire.
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« Plan de validation :
Le plan de validation se déroule e jours c'est-a-dire on a p=s&ries. En ce qui concerne
nombre de répétitions=n3 répétitions/jour/niveau. Pour les niveaux decemtration, le pla

comporte m5 niveaux répartis sur le domaine de validat

S Niveaux Concentration (ug/ml) Aire 1 (ua) Aire 2 (ua) Aire 3 (ua)
1 0,1 305236 250789 237757
2 0,3 750666 810547 798327
Jour 1 3 1 3127526 325061. 3450514
4 15 4316859 472052: 4819527
5 2 7502943 715261! 7004247
1 0,1 255043 249053 296720
2 0,3 747858 716590 795478
Jour 2 3 1 3118346 317059: 3216759
4 15 4915243 453121 4459213
5 2 7260619 752642: 7122578
1 0,1 226547 265891 231568
2 0,3 736235 752689 740746
Jour 3 3 1 3092541 3325211t 3514293
4 15 4720985 451495 4452799
5 2 7523948 710525- 7394857

Tableau 6: Plan de validation, les mesures instrumentalesesqgarimées en (uet les concentrations de référence
pag/ml.

2-Modéle d’étalonnage
En vuede transformer les réponses instrumentales meserées®ncentratiol par prédiction

inverse il faut sélectionner le modele convenable d’étabme

Pour choisir lemodele le plus adéquat qui est cap: de produire une proportion suffisante
futures mesures qui se situeront a I'intérieuradedne d’acceptabilité, nous avons généré plus
modeles reliant la surface du pic a la concenmatices deux tableal suivans regroupent les
résultats statistiques de tous les modéles gé :

MST CAC agiq - BENSAGHROUNE Haya Page 37



C

b HASSAN II
U =—

Modeles génér: Séries | Intercept| Pente R2 -%)

1 0 3921177| 99,75

0-max 2 0 3961468 99,99
3 0 3912870/ 99,90

1 -345862 | 4026840 99,30

Linéaire simple 2 -425897 | 4069539 99,16
3 -347950 | 4021653 99,47

1 -182807 | 3835011 99,00

Linéaire pondéré= 2 213720 | 3819919 98,70
3 -176904 | 3820423 98,90

1 -103086 | 3539381 97,60

Linéaire pondéré 2 -126263 | 3495601 97,50
3 -88234 | 3491606 97,00

1 -208 2099 99,50

VY=f(VX) 2 -246 2121 99,50
3 -206 2095 99,50

1 15 1,14 99,70

Iny=f(Inx) 2 15 1,17 99,80
3 15 1,13 99,40

Tableau 7a Résultats statistiques des modeéles générés.

Modeles généreés Séries | Intercept | Coefficient a | Coefficient 41 | R? (%)

1 -83979 2977565 49411¢ 99,70

Quadratique 2 -30129 2483831 74673: 100,00
3 -90265 2989198 48619¢ 99,80

1 -29623 2759781 59667¢ 99,70

Quadratique pondéréx 2 -14388 2420765 77643. 100,00
3 -16214 2692500 62591" 99,80

1 9119 2487836 74758¢ 99,60

Quadratique pondéré— 2 -3169 2342014 82013: 99,90
3 36568 2322016 83150 99,50

Tableau 7b: Résultats statistiques des modeles gé
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A partir des données de plan de validation et gisarit les différents modeles d’étalonnage,
concentrations sontalculées en retour par la prédiction inv. Ces concentrations trouvé
servent a calculer la valeur de biais relatifs,desfficients de variation de la répétabilité etla
fidélité intermédiaire, paramétres combinés et ssaiees pour constru le profil d’exacttude en
appliguant I'équation 16.

Les différents profils construits, utilisant neuf modeles générgsnt donnés par I'annexe I.
Apres avoir examiné soigneusen ces profilsnous avons sélectionné trois modeles qui répor
a nos attentes :

» Modeéle linéaire simple ;
» Modéle racine carré ;
» Modéle logarithmique ;

Le choix est basé sur l'objectif de trouver des recements par niveau, les plus proc
possibles du 100%, avec un intervalle de tolérdaqaus étroit et situé I'intérieure des limite:
d’acceptabilit¢ pour avoir une méthode valide dans l'intervakbecdncentration étudie

Donc mrmi tous ces modeles, le modele logarithmique és&@awlus ou moins proche
recouvrement souhaitéa figure 15 illustre son profil d’exactitudedans ce ceon voit que la limite
inférieure de l'intervalle de toléranceIT sort Iégerementle la limite inférieure d’acceptabil
pour les deux premiers niveaux de concentratioh (@/ml et 0,3 ug/ml) et pour le quatrie
niveau (1,5 pg/ml)

‘ —O— Recouvrement (justesse) Limite bassetolérance (%o)
Limite hautetolérance (%o) — — Limite d'acceptabilité bagze
132% -
122% -
~ 112% -
=~
E 102% -
g
B o
4 92%
82% A
7 2 Df}ﬁ T T T T
0,00 a,50 1,00 1,50 2,00
Niveaux de concentration (ng/1ml)

Figure 15 : Profil d’exactitude de la méthode de dosage deifaMacaine dans le plasma, obtenu par un mc

logarithmique, représenté a partir des valrelatives par nivea=90%\= +15%.
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Ce petit décalage est diu a I'effet de matdonc il faut donc &timer un facteur de correcti

correspondant au biais de la méth

Pour faire ce calcul une équin de type ax+b entre les concentrat théoriques et les

concentrationgalculées en retour est utilisée. La pente de #&gno entr les concentrations en

retour et les concentrations théoriques correspolfidverse du facteur de correction consic La

courbe de la figur&6illustre ce calct.

2,5

y=0,976x-0,007
R?=0,990

1,5

/

Concentration calculée {pg/ml)

0r5 /

0] .

0,0 0,5

1,0 1,5

Concentration introduite {ug/ml)

2,0

2,5

Figure 16 : Droite de régression entre les concentrationsdiuites et les concentrations en retour pour le thec

L’équation de la droite est (Concentration calc)#8e976*(Concentration introduit-0,007

retenu (logarithmique).

Le coefficient de déterminatior?) est de 0,9¢.

Le facteur de correction (FC) a appliquer est dia :

FC=

t =1 -1025

peEnta 0,976

Un nouveau calcul du profil d'exactitude est réaks tenant compte du facteur de correctior

correction est effectuée sur les concentraticcalculées en retour.eLprofil d’exactitude obter

apres corretion est donné par la figul?.
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Exactituﬂe {%%)
2
pe
[=]

80% . . . 1

a.1 .6 1,1 1.6 21
Hiveaux de concentration {(pg/ ml}

—O— Recouvrement (justesse)

Limite basse tolérance (%)
— — — Limite d'acceptabilitébasse — — — Limite d'acceptabilité haute

Limite haute tolérance (%)

Figure 17 : Profil d’exactitude obtenu par un modéle logarithua réalisé avec les donnécorrigées a partir des

valeurs relatives par nivea90%i= +15%.

Dans ce cas, on constate que la limite supériewrel-IT coupe la limite supérieul

d’acceptabilité aux alentours de ' pg/ml. Le poit d’intersection est indig par une fleche rouge
dans la figure n18.

en dessous de 0,2 pg/niianalyste ne peut pas garantir qu méthode sera capable,
routine, de produire, en moyenne moins 9 % de résultats acceptables, -a-dire situés
a + 15 % dda valeur vraie d’'un échantillo

au-dessus de 0,2 pg/negs performances de la méthode devier acceptables. A partir ¢
0,3 mg/L,elle produit sans doute p de 99 %de mesures acceptab

Il faut signaler la présence d’'un risque au quateieniveau car la limite de tolérancoupe
légérementa limite d’acceptabilite

3-Calcul de la justesse, @ la fidélité et de I'intervalle de toléranc :
Le modéle retenu est le modeéle logarithmique, teentratios trouvées par prédiction inver

en utilisant ce modélesont présentées dale tableau8.Ces données vont servir a calculer
criteres de validation et les intervalles de talés
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) Concentration Concentrations calculées Concentrations corrigée:
Niveaux
(pg/ml) XCy XCp XCs XCy XCp XCs
0,10 0,12t 0,113 0,094 0,128 0,116 0,097
1 0,10 0,10t 0,111 0,109 0,108 0,113 0,111
0,10 0,10¢ 0,129 0,096 0,103 0,132 0,098
0,30 0,27t 0,283 0,267 0,282 0,290 0,274
2 0,30 0,29¢ 0,273 0,273 0,302 0,280 0,279
0,30 0,29( 0,299 0,269 0,298 0,306 0,275
1,00 0,96: 0,960 0,952 0,986 0,984 0,975
3 1,00 0,99t 0,974 1,015 1,020 0,998 1,040
1,00 1,04¢ 0,986 1,066 1,074 1,011 1,092
1,50 1,27¢ 1,417 1,384 1,308 1,452 1,418
4 1,50 1,38( 1,322 1,331 1,414 1,354 1,363
1,50 1,40¢ 1,304 1,315 1,440 1,336 1,347
2,00 2,07t 1,978 2,091 2,124 2,027 2,143
5 2,00 1,98 2,040 1,988 2,036 2,090 2,037
2,00 1,957 1,946 2,059 1,999 1,994 2,110

Tableau 8 :Plan de validation. Concentrations calculées pédiption inverse au moyen du modéle logarithmicf

concentrations corrigées.

3-1-Calcul de la fidélité :

Le calcul ddidélité par niveau est résui dans le tableaf.

) Concentration ;
Niveaux de ; } Concentration
] introduite i Sesp CV¢p (%) SqH CVg (%)
concentration calculée (ug/ml)
(ng/ml)
Niveaul 0,10 0,11 0,011 9,55 0,013 11,34
Niveau2 0,30 0,29 0,010 3,41 0,013 4,37
Niveau3 1,00 1,02 0,043 4,24 0,043 4,24
Niveau4 1,50 1,38 0,058 4,23 0,058 4,23
Niveau5 2,00 2,06 0,056 2,72 0,056 2,72

Tableau 9 : Critéres de fidélité pour les cing niveaux de coricior

D’aprés le tableau 9, otonstate que les coefficients de variation de sdplie et de fidélite
intermédiairene dépassent pas 4% sauf pour le premier niveagyi ont respectivement comr
valeurs 9,55 et 11,34%s diminuent au fur et & mesure que la conceminaiugment.

De méme, on remarque ql'écarttype de fidélité dépend largement de la concentratiil

augmente avec elle et doit toujours étre reliéGtecentration ou il a été estir
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Mais, pour l'instant nous ne porterons pas de juggensur les valeurindividuelles trouvées
pour chaque critere, étant donné que, par printgperofil d’exactitude va combiner la fidélitélat
justesse et permettre un diagnostic global qurvigadra plus loir
3-2-Calcul de la Justesse :

La justesse peut étre alors calculée a partir desmébs du tableau 6, sous diverses for,
comme un biais moyen absolu ou relaDans notre cas elle est éval a l'aide du taux de

recouvrement moyeR %, le tableau 10 résume les critéres de jus:

Niveaux de _ Concentration Concgntration Biais (%) Recouvrement
concentration introduite (ug/ml) calculée (ug/ml) (%)
1 0,10 0,11 11,76 111,76
2 0,30 0,29 -4,22 95,78
3 1,00 1,02 2,00 102,00
4 1,50 1,38 -7,90 92,10
5 2,00 2,06 3,10 103,10

Tableau 10 :Critéres de justesse pour les cing niveaux de corater

4-Calcul des intervalles de toléranc :

Le tableau 11 présente un récapitulatif des cstéd&exactitude pour les 5 niveaux
concentration. La probabilité associée intervalle detolérance est de ' % et les limites
d'acceptabilité sont de 25, comme décidé auparavi

Pour une concentration de référence égale a 0% @5 futures mesures se situeront €
0,085 et 0,139ug/micet intervalle est dissymétrique car la méthotésente un biais de justes
de 11%. Si on passe en valeurs relatives, on dldasrlimites de tolérance 85% et 139%. Or
limites d’acceptabilité sont entre 85% et 115% meéthode n’est pas capable de produire au n
90% de futures mesures entre limites d’acceptabilité a ce niveau de concentn: elle n'est
donc pas validée aux basses concentrations. Piecelte est valide pour les niveaux 2, 3

Pour le niveau 4, il y a un risque de ne pas trolese90% des futures mesures darntervalle

d’acceptabilité car les limites basses de tolératckacceptabilité se coincide
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Probabilité tolérance (béta) 90%
Limite d'acceptabilité 15%
Niveaux 1 2 3 4 5
Valeur cible (ug/ml) 0,1 0,3 1 15 2
Moyenne (pg/ml) 0,112 0,287 1,020 1,381 2,062
Ecart-type de répétabilité JS 0,011 0,010 0,043 0,058 0,056
Ecart-type inter-séries (B 0,007 0,008 0,000 0,000 0,000
Ecart-type de fidélité (9 0,013 0,013 0,043 0,058 0,056
Intervalle de tolérance basse (pg/ml) 0,085 0,260 0,935 1,266 1,952
Intervalle de tolérance hausse (ug/ml) 0,139 0,315 1,105 1,497 2,172
Biais (%) 11,76 -4,22 2,00 -7,90 3,10
Recouvrement (%) 111,76 95,78 102,00 92,10 103,10
Intervalle de tolérance basse (%) 84,74 86,51 93,48 84,43 97,58
Intervalle de tolérance hausse (%) 138,77 105,05 110,52 99,77 108,62
Limite d'acceptabilité basse(%) 85 85 85 85 85
Limite d'acceptabilité haute(%) 115 115 115 115 115

Tableau 11: Récapitulatif des criteres d’exactitude pourdes] niveaux diconcentratio

5-Calcul de la Imite de quantification :

On a vu sur la figurd7 qu’il existe une concentration dessous deafjuelle au moins une d
bornes de l'intervalle dlérance sort des limites d’acceptabilité.-dessus de ce concentration,
'analyste peut garantir que la méthode quanti de fagon acceptables échantillons recus. Ass
naturellementpn peut proposer de désigner cette limite de cdratén la plu basse comme la
limite de quantification (LQ) de la métde. Si onse réfere a la figurl7 et au tableaull
récapitulatif des calculs, la L&e situerait entre les niveaux 1 .

La LQ peut étre obtenuexactement si on connait I'abscisse de ce pointat$ection ent la

limite de tolérance et la limite acceptabilité
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o -
180% —o=—Recouvrement (justessa) = Limite basse tolérance (%)
——[imite haute tolérance (%) — =Limite d'acceptabilité basse
160% - — —Lirnite d'acceptabilité haute
Limite inférieure de Limite supérieure
o -
140% \ quantification de quantification
—~120% -
S
o
5 100%
=
= 1)
S 80% -
n
Domaine de validité
60% - -
40% - Domaine de validation _
20% - , , |
Niveaux de concentration (ug/ml)
0% -

Figure 18 : Profil d’exactitude établi aprés l'introduction ¢acteur de correction sur les résultats de mesares un

intervalle de tolérance a 90 %, et un intervallecdeptabilité a 15 %.
Les calculs sont réalisés sur les valeurs abstdlies qu’elles sont représentées dans le tadlgau
La LQ est le point d’'intersection entre des droi@s sont respectivement la limite supérieure de
l'intervalle de tolérance et la limite supérieuraateptabilité. L'égalité entre les équations desixd
droites donne la LQ. Le tableau 12 résume le calcul

Niveau 1 2
Concentrations 0,1 0,3
Intervalle de tolérance 0,139 0,315
Limite d'acceptation 0,115 0,345
Droite pente ordonnée
Intervelle de tolérance 0,88 0,051
Limite d'acceptation 1,15 0
Limite de quantification 0,189

Tableau 12: Calcul détaillé de la limite de quantification
On trouve que la LQ vaut finalement 0,1&8@npl. C’est donc une valeur un peu plus petite

gue celle de 0,3 pg/ml. On peut alors dire queolaaine validé s’étend entre 0,189 et 2 pg/ml
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6-Estimation de I'incertitude de mesure :

A partir des données du tableau 11, on peut caloubertitude de mesure a chaque niveau de
concentration. Les résultats de calculs de l'itiicete-type, incertitude élargie et incertitudergia
relative sont résumés dans le Tableau 13. Cestatsuhontrent que les valeurs relatives de
lincertitude ne dépassent 10% a I'exception denper niveau de concentration (U=25%) ;
résultat qui illustre bien I'idée que, qu'a proxignide la LQ , pour les concentrations les plus

basses, I'analyste ne peut plus vraiment gardaticéptabilité de ses résultats.

. Concentration introduite Incertitude type| Incertitude élargie | Incertitude élargie relative
Niveaux q
(Lg/ml) (Lg/ml) (Lg/ml) (%)
1 0,10 0,014 0,027 24,585
2 0,30 0,014 0,027 9,560
3 1,00 0,046 0,091 8,935
4 1,50 0,062 0,123 8,909
5 2,00 0,059 0,118 5,724

Tableau 13 :Incertitudes de la méthode de dosage de la bupivaca
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CONCLUSION

La méthodologie globale du profil dexactitude agpée pour valider la méthode

chromatographique de dosage de la bupivacaine ldapgisma humain est mieux adaptée aux
enjeux de la validation, a savoir la satisfactiaes desoins des services demandeurs tout en
contrblant le risque de laboratoire. Elle permetdédeider la validité de la méthode seulement a
partir d'une illustration graphique sans qu’aucest d’hypothese ne soit effectué.

Une méthode chromatographique a été sujet de Vialidanalytique par I'approche du profil
d’exactitude. Dans un premiers temps, nous avondéuoontrer la sélectivité de la méthode et
déterminer l'intervalle de linéarité qui s’étendtren0,01et 2pug/ml. Puis apres la réalisation d’'un
plan expérimental de validation pour pouvoir estinhe biais, nous avons constaté que le
recouvrement moyen est en sous-estimation Iégerguicnous a poussés a introduire un facteur de
correction (1,025) apres génération de plusieursiédes. Le modele retenu est le modele
logarithmique qui donne des résultats tres satiafds.

L’établissement des deux intervalles de toléraness®é et haute utilisant les parameétres
statistiques tel que le biais relatif et le coediit de variation de la fidélité intermédiaire paure
attente d’'une proportion de 90% des résultats $usoit comprise entre les limites d’acceptation de
+15%, nous a permis de construire le profil d’eitade.

Le profil d’exactitude construit a l'issue de cauail caractérisant la méthode, est valide dans un
intervalle de concentration allant de la limiteénéure de quantification, estimée égale a 0,189
pag/ml vers la limite supérieure de quantificatio® gg/ml en prenant une attention particuliére au
niveau 4 de concentration présentant un risquer Igges de 1,5 pg/ml. Tout en gardant a I'esprit
gu'on espeéere avoir 90% des résultats futures demdtghode qui seront inclus entre les limites
d’acceptation fixées a 15 % avec un risque légrradéentours de 1,5 pg/mi.

En outre, les données de validations sont utiliggms nous servir a estimer l'incertitude de
mesure a chaque niveau de concentration. Les aésutbuvés sont trés encourageants et nous
poussent a élargir la validation de la méthode pesrautres anesthésiques locaux utilisés en

chirurgie.
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ANNEXE N°1

Les différents profils construits a partir des medéénérés avec et sans correction :

Modeéles sans correction Modéles avec correction
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