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RÉSUMÉ 
Lors des études de pharmacocinétiques, toxicocinétiques et 
lors du suivi thérapeutique des patients, il est important 
d'utiliser une méthode analytique correctement validée pour 
obtenir des résultats fiables qui pourront être ainsi interpré­
tés de façon satisfaisante. Dans ce manuscrit les différentes 
étapes de la validation sont développées ; leurs buts étant de 
démontrer la fiabilité des résultats à la fois pour les prin­
cipes actifs et les metabolites. A cet effet, les problèmes liés 
à la qualification de l'équipement analytique et au pré-trai-
tèment de l'échantillon (effet matrice) seront abordés. Les 
critères de validation comprennent la spécificité, la fidélité, 
Vexactitude, la linéarité, les seuils de quantification et de 
détection, la robustesse mais aussi tous les essais de stabilité. 

MOTS-CLÉS 
Validation analytique, Bioanalyse, Fidélité, Exactitude, 
Spécificité, Robustesse, Essais de stabilité. 

SUMMARY 
Validations of analytical methods are important for the gene­
ration of data for pharmacokinetics, toxicokinetics and 
during therapeutic drug monitoring. It is essential to use 
well defined and fully validated analytical methods to obtain 
reliable results that can be satisfactorily interpreted. This 
manuscript is intended to provide guiding principles for the 
evaluation of a method's overall performance. For this pur­
pose, problems due to instrument qualification and to sample 
pretreatment (matrix effect) are considered. The criteria 
considered are as follows : selectivity, accuracy, precision, 
linearity, recovery, limits of quantitation and of detection, 
ruggedness and stability essays. 
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Introduction 
Les méthodes analytiques sont indispensables pour 
quantifier les médicaments et leurs metabolites dans les 
prélèvements biologiques. Pour pouvoir être utilisées, 
ces méthodes doivent être validées. L'objectif de la 
validation est de produire des résultats fiables et repro­
ductibles. En effet, les données fournies sont cruciales 
lors de la réalisation d'études de pharmacocinétique, de 
bioéquivalence, de biodisponibilité ou encore au cours 
des études toxicologiques chez l'animal puis chez 
l 'homme. La validation des méthodes en bioanalyse est 
une étape clé du développement de nouvelles molé­
cules jusqu'à l'enregistrement auprès des autorités. 

La maîtrise de la qualité des analyses est une préoccu­
pation importante. La démarche à suivre ne se limite 
pas à la production de procédures dont le suivi assure 
la traçabilité totale des résultats, conditions nécessaires 
à l'accréditation. Elle intègre également la qualification 
de l'appareillage utilisé, son suivi et surtout la valida­
tion de la méthode de dosage qui permet de prouver 
que cette méthode répond bien aux besoins pour les­
quels elle a été développée, avec la possibilité de la 
transférer dans un autre laboratoire. Ceci impose une 
caractérisation précise des critères de la méthode : 
sélectivité, spécificité, exactitude, répétabilité, repro-
ductibilité, linéarité, seuils de quantification et de 
détection, et robustesse (1-6). 

Les systèmes analytiques sont aujourd'hui capables de 
générer une très grande quantité de données. Cette pro­
fusion d'informations parfois redondantes peut nuire à 
l'exploitation et à l'interprétation des données. La mise 
en œuvre d'outils mathématiques et statistiques avan­
cés se révèle alors indispensable afin d'extraire l'infor­
mation la plus pertinente. 

Le but de cet article est de présenter les différents cri­
tères de validation d 'une méthode de dosage en bio­
analyse, en vue de son application à l'analyse d'échan­
tillon en routine (études pharmacocinétiques et toxico-
cinétiques, études toxicologiques, suivi thérapeutique). 
Nous traiterons essentiellement la validation des 
méthodes chromatographiques qui sont les plus utili­
sées puis nous dirons quelques mots sur la spécificité 
de la validation des méthodes immunologiques. Les 
principales difficultés rencontrées et les solutions envi­
sagées seront discutées. 

Qualification de l'équipe­
ment analytique 
Dans le cadre de l 'assurance qualité et des bonnes pra­
tiques de laboratoire, avant toute validation de métho­

de, il est nécessaire de qualifier l 'équipement analy­
tique du laboratoire et de vérifier régulièrement l'apti­
tude des appareils (7). Ceci permet de garantir que le 
système est correctement étalonné et testé. Un docu­
ment concernant la validation de l 'équipement par le 
fournisseur, la fiche de vie et les opérations de mainte­
nance doit être disponible pour chaque appareil. 

Le processus de validation commence chez le fournis­
seur. A cette étape, l'équipement analytique et le logi­
ciel sont développés et validés selon les normes 
ISO/IEC 17025 (8) et la norme 21 CFR part 11 de la 
FDA (9) relative aux systèmes informatiques. 

Lors de la mise en service d'un appareillage, il faudra 
effectuer la qualification à l'installation, la qualification 
opérationnelle et la qualification des performances. Il 
s'agit d'une qualification fonctionnelle réalisée sur le 
site de l'utilisateur. La qualification à l'installation doit 
permettre de détecter les défauts de livraison et de l'en­
vironnement de l'installation. La qualification opéra­
tionnelle a pour but de vérifier les fonctions qui seront 
utilisées lors des analyses. Si celles ci sont conformes, 
l'utilisateur peut effectuer une série de mesures afin de 
qualifier les performances, c'est à dire de déterminer si 
l'appareil répond à ses besoins (7). 

Après une période d'utilisation, il est nécessaire de 
mettre en place des procédures de maintenance. Il est 
également recommandé d'effectuer un test vérifiant 
l'efficacité du système d'analyse au début et au cours 
d'une étude. Les différents paramètres d'un système 
chromatographique à valider sont (6) : 

- le facteur de capacité (k'= [ t r ( a n a l y t e ) - t r ( n o n retenu)]/tr(non retenu) 

avec tr = temps de rétention) le pic de l'analyte doit être 
bien séparé du pic du non retenu, généralement k ' doit 
être > 2, 
- la répétabilité de l'injection (coefficient de variation 
< 1 % ; nombre d'injection n = 5), 
- le temps de rétention relatif, 
- la résolution (Rs = 2 x (tr 2-tri) / (L 2+L]) avec t r b tr 2 

temps de rétention des composés 1 et 2 et L l 5 L 2 largeur 
du pic à la base des composés 1 et 2) a) entre les pics 
d'intérêt (par exemple analyte et étalon interne ; molé­
cule mère et metabolites ; énantiomères) et b) avec les 
composés interférents de la matrice. Généralement Rs 
doit être > 2, 

- la symétrie des pics (As = L 5 % / (2xF) avec L 5 % lar­
geur du pic mesurée à 5% de la hauteur et F distance 
entre la perpendiculaire abaissée du maximum du pic et 
le bord d'entrée à 5% de sa hauteur) qui doit être com­
prise entre 0.8 et 1,5, 
- le nombre de plateaux théoriques (N = 16(tr/L)2) qui 
doit être calculé pour chaque nouvelle colonne en utili­
sant l'analyte ou l'étalon interne. 
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Choix de la méthode de 
dosage et élimination des 
composés interférents de la 
matrice 
Le choix de la méthode d'analyse et surtout le pré-trai­
tement de l'échantillon biologique sont des étapes clés 
qui précèdent la validation proprement dite. En effet, 
les matrices biologiques contiennent une multitude de 
composés endogènes (protéines dans le plasma, acides 
gras dans l'urine) souvent en concentrations bien plus 
fortes que les analytes ou leurs metabolites qui peuvent 
interférer avec les composés à doser. Le développe­
ment d 'une méthode de dosage comprend : 

- Le choix du solvant dans lequel l'analyte sera solubi­
lisé et sa stabilité. Il faudra vérifier le risque d'interac­
tion contenant/analyte. Il est ainsi possible de sylaniser 
la verrerie afin d'empêcher l'adsorption de l'analyte 
sur le verre. 

- Le choix de la matrice. La méthode devra être validée 
dans chaque matrice dans laquelle le composé sera 
dosé. Il faudra ensuite s'assurer que les prélèvements 
soient conservés dans de bonnes conditions. En effet, 
toutes variations de pH du plasma ou du sang ex vivo 
peut modifier le pourcentage de liaison aux protéines 
plasmatiques (10-12) et la stabilité des composés (13). 
De même, il faudra s'assurer que l'anticoagulant choi­
si n 'a pas d'influence sur les performances de la métho­
de analytique utilisée pour quantifier le composé 
(14,15). 

- Le choix de l'étalon interne. Généralement, l'étalon 
interne est un composé de même série chimique que 
l 'analyte. L'étalon interne doit s'extraire dans les 
mêmes conditions et doit avoir un temps de rétention 
différent de l 'analyte. Il est recommandé d'utiliser des 
analogues deutérés de l'analyte lorsque le système de 
détection est la spectrométrie de masse (SM). 

- Le choix des conditions de pré-traitement de l'échan­
tillon à partir de la matrice choisie. Il peut s'agir d'ex­
tractions solide-liquide, liquide-liquide ou d 'une 
simple précipitation ou démixtion. 

- Le choix du système d'analyse (chromatographic 
liquide haute performance (CLHP) ou chromatogra­
phic en phase gazeuse (CG)). 
- Le choix du système de détection (SM, UV, fluores­
cence...). 

- Le choix de la relation entre concentration de l'analy­
te dans la matrice et réponse du détecteur. 
- Le temps d'analyse. 
Les différentes étapes du développement de la métho­

de analytique doivent être écrites et archivées afin de 
justifier les choix et d'être consultables pendant l'étape 
de validation. 

Effet matrice 
Le but du pré-traitement des échantillons biologiques 
est l'élimination des composés endogènes de la matri­
ce qui peuvent soit interférer avec les composés à doser 
soit être à l'origine d'effet matrice. Durant ces dix der­
nières années, les techniques de chromatographic liqui­
de haute performance couplées à la spectrométrie de 
masse (CLHP/SM et CLHP/SM/SM.) sont devenues 
un outil analytique puissant. Ces techniques sont sen­
sibles et spécifiques et permettent l'analyse de traces 
dans des mélanges complexes ; elles pourraient, grâce 
à ces caractéristiques, permettre de s'affranchir de 
l'étape préalable de pré-traitement des échantillons. 
Mais une des limites de ces méthodes est leurs suscep­
tibilités à l'effet matrice (16,17). L'effet matrice est 
défini comme l'effet de substances résiduelles de la 
matrice, co-éluées, sur l'ionisation de l'analyte d'inté­
rêt. La suppression ou la potentialisation de la réponse 
de l'analyte est accompagnée d'une diminution de la 
fidélité et de l'exactitude de la méthode. L'effet matri­
ce est dépendant du type d'ionisation, du pré-traitement 
de l'échantillon et du type de matrice biologique (plas­
ma, urine, salive). Lors d'une étude réalisée sur la mor­
phine (18) les effets matrices sont observés pour tous 
les types d'ionisation mais la technique APCI 
(Atmospheric pressure chemical ionization) semble 
moins sensible à l'effet matrice que la technique élec­
trospray (ESI). Bien que l'échantillon soit plus propre 
après une étape d'extraction sur phase solide, l'étape de 
pré-concentration augmente la concentration de l'ana­
lyte d'intérêt mais aussi celle des substances interfé-
rentes provenant des fluides biologiques. Ainsi l'injec­
tion directe ou après une simple dilution peut limiter 
l'effet matrice. Cependant cette étape de pré-concen­
tration peut être nécessaire pour obtenir une sensibilité 
satisfaisante. L'effet matrice dépend aussi de la nature 
du fluide biologique, les composés de la matrice inter­
fèrent à différents temps d'élution et avec une intensité 
différente tout au long de l'analyse. Dans l'urine les 
interférences proviennent de composé hydrophiles et 
très souvent de sels inorganiques. Dans la salive et le 
plasma, l'intensité des interférences est plus importan­
te et concerne à la fois des dérivés hydrophiles et 
hydrophobes. Normalement, l'utilisation comme étalon 
interne, d'un analogue isotope stable qui sera co-élué 
avec l'analyte, peut permettre de s'affranchir des réper­
cussions sur la fidélité/exactitude puisque le rapport 
des réponses analyte/étalon interne sera conservé. Mais 
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Stabilité de 
l'analyte en 

solution 

Optimisation des conditions de 
séparation (CLHP, CG...) 

et des conditions de pré-traitement 

Choix de l'étalon interne 

Choix du domaine de concentrations 
de la gamme d'étalonnage 

Choix du modèle mathématique 
relation réponse / concentration 

Répétabilité : 
5 gammes le même 

jour, minimum 

- ( ^ j â â i s ^ ) * 

Échantillons contrôle-qualité 
3 niveaux de concentrations 
(bas, milieu, haut de gamme) 

Exactitude 
Fidélité 

X 
Échantillons contrôle-

qualité au seuil de 
quantification 

Reproductibilité : 
6 gammes à des jours 

différents, minimum 

Test statistique du bon 
ajustement de la courbe aux 

concentrations ajoutées 

- Relation : 

• Distribution des résidus 

- Calcul du biais 

Etude du 

biais 

Fidélité / Exactitude 

Coefficient 
d'extraction analyte 

et étalon interne 

Absolu 

Relatif 

Seuil de quantification 
Seuil de détection 

Stabilité dans la matrice 

Rédaction de la procédure 

une étude récente (19) concernant le dosage de l'acide 
mévalonique dans le plasma et l'urine a montré que 
dans certaines conditions, l'utilisation d'analogues 
deutérés comme étalon interne ne suffit pas à s'affran­
chir de l'effet matrice. 

Procédure de validation 
La validation d 'une méthode en bioanalyse comprend 
une succession de procédures afin de démontrer que la 
méthode utilisée permet de quantifier un analyte dans 
une matrice particulière pour une application précise. 
Différents paramètres permettent de définir l'accepta­
tion d'une méthode analytique : l'exactitude, la fidéli­
té, la sélectivité, la spécificité, la répétabilité, la repro­
ductibilité, la robustesse et enfin la stabilité de l'analy­
te au cours des différentes étapes de pré-traitement et 
dans la matrice (1-6). La validation est un événement 
dynamique et adaptable en fonction de son application 
et des conditions opératoires. Ainsi, la sélectivité de 
l'analyse vis à vis des composés endogènes de la matri­
ce, des metabolites éventuels, des comédications ou de 
l'anticoagulant choisi pour collecter l'échantillon bio­
logique doit être évaluée. 
Parmi les différents niveaux de validation, on discerne 
la validation complète, la validation partielle et les vali­
dations croisées. 

Une validation complète est nécessaire dans les condi­
tions suivantes : 
- Dosage d'un analyte pour la première fois. 
- Utilisation de la méthode mise au point pour le dosa­
ge de la molécule mère au dosage des metabolites. 
Les différentes étapes d 'une validation complète sont 
schématisées Figure 1. 
Une validation partielle est une modification d'une 
méthode déjà validée qui ne requiert aucune validation 
complète (1-3). Les changements qui nécessitent une 
validation partielle peuvent être : le transfert d 'une 
méthode analytique entre laboratoires, une modifica­
tion d'appareillage ou de logiciel de gestion, un chan­
gement d'espèce pour une matrice donnée ou un chan­
gement de matrice dans une même espèce. Les para­
mètres qui devront faire l'objet de cette validation sont 
1) l 'étude de la relation concentration / réponse (6 
gammes d'étalonnage à des jours différents) et 2) la 
vérification de l 'exactitude et de la fidélité (dosage 
d'échantillons contrôle-qualité : bas, milieu et haut de 
gamme à des jours différents (n = 6) ). 

Une validation croisée est réalisée si deux méthodes 
analytiques différentes sont utilisées pour générer des 
données dans une même étude (1-3). La validation 
croisée s'effectue par une comparaison statistique des 

Figure 1 : Différentes étapes d'une validation complète. 

paramètres de validation de chacune des méthodes. 
L'une d'elles servant de référence et l 'autre de test, puis 
inversement. Si l 'étude est conduite de façon multicen-
trique, la validation croisée s'effectue par le dosage 
d'échantillons contrôle-qualité de concentrations 
connues et d'échantillons de plasma de patients dans 
chacun des laboratoires concernés. Les résultats sont 
ensuite analysés statistiquement. 

Pour les matrices biologiques impossibles à se procurer 
en quantité suffisante pour une validation (par exemple 
liquide céphalorachidien, sang de nouveaux-nés, etc.), 
une matrice de remplacement peut être utilisée (3). 
Dans ce cas, la validation est réalisée dans la matrice de 
remplacement puis une validation croisée est réalisée 
avec la matrice à étudier. La procédure est la suivante : 
des échantillons contrôle-qualité incluant le seuil de 
quantification sont préparés dans la matrice de rempla­
cement et dans la matrice à étudier ; ils sont dosés par 
rapport à une gamme d'étalonnage préparée dans la 
matrice de remplacement. La méthode est considérée 

121 



Annales de Toxicologie Analytique, vol. XVI, n° 2, 2004 

validée si la fidélité et l 'exactitude sur l'analyse des 
échantillons contrôle-qualité répondent aux critères 
cités ci-dessous. De plus, il est important de vérifier la 
spécificité de la méthode avec la matrice à étudier. 

Spécificité / Sélectivité : 
La spécificité est la capacité de quantifier un analyte 
sans équivoque en présence de composés endogènes de 
la matrice. La sélectivité est l'aptitude d'une méthode 
analytique à quantifier l 'analyte et à le séparer des pro­
duits de dégradation, des metabolites et des composés 
coadministrés. 

L'examen de la sélectivité s'effectue par l'analyse d'un 
blanc matrice (plasma, urine,...) en démontrant l'absen­
ce de réponse au temps de rétention de l'analyte par 
comparaison avec une solution pure de l'analyte. Il est 
recommandé de l'évaluer sur au moins 6 sources diffé­
rentes d 'une même matrice. Une autre approche, dans 
le cas d 'une relation linéaire non pondérée, entre 
concentration de l'analyte et réponse du détecteur, est 
d'effectuer un test de Student sur l 'ordonnée à l'origi­
ne qui doit être non statistiquement différent de 0. 

En présence de metabolites et de produits endogènes, 
se pose le problème de la pureté du pic de l'analyte. 
Différentes méthodes peuvent être employées pour 
s'assurer de la pureté du pic et de la spécificité de la 
méthode : 

- l 'emploi d 'un détecteur à barrette de diode 

- l 'emploi d'un détecteur plus spécifique type spectro-
mètre de masse 

- L'emploi de différentes colonnes chromatographiques 
de sélectivités différentes dans différentes conditions 
chromatographiques (chromatographic multidimen-
sionnelle) 

- L'étude d'échantillons de patients ayant reçu le médi­
cament, collectés à des temps de prélèvements diffé­
rents par comparaison au plasma de ces mêmes patients 
recueilli avant administration 

- Le rajout de quantités connues d'analyte à l'échantillon 

La sélectivité est un paramètre important notamment à 
la concentration correspondant au seuil de quantifica­
tion de la méthode analytique (4). 

Gamme d'étalonnage : 
Il est nécessaire d'utiliser un nombre de points de 
gamme d'étalonnage suffisant pour définir la relation 
entre la concentration de l'analyte dans la matrice et la 
réponse correspondante du détecteur. Ces points de 
gamme sont obtenus en supplémentant la matrice d'une 
quantité croissante connue de l'analyte en solution pure 
(solution de travail). Le volume ajouté doit être inférieur 
ou égal à 2 % du volume total de l'échantillon de façon 

à conserver l'intégrité de la matrice. En ce qui concerne 
la quantification de(s) composé(s) dans un échantillon 
tissulaire, il est nécessaire au préalable d'homogénéiser 
l'échantillon (ultraturax, congélation dans l'azote liquide 
puis broyage (21)). Lors de la réalisation de gammes 
d'étalonnage dans des tissus, après ajout de l'analyte, un 
temps de contact est nécessaire afin de permettre la liai­
son de l'analyte aux protéines tissulaires (un bon procé­
dé est un contact de 2 h à 4° C (21)). 

Il est nécessaire d'établir une gamme d'étalonnage 
pour chaque analyte à quantifier dans la matrice (molé­
cule mère, metabolites, énantiomères...). Cette gamme 
d'étalonnage doit être composée d'au moins 6 à 8 
points (sans le blanc matrice, qui est un échantillon de 
la matrice biologique exempt d'analyte) ; le point le 
plus faible de la gamme correspond en général au seuil 
de quantification. La courbe d'étalonnage décrivant la 
relation entre la concentration de l'analyte et la répon­
se doit être décrite par le modèle mathématique le plus 
simple possible (relation linéaire pondérée ou non pon­
dérée ; quadratique ; log-linéaire....). 

Au moins 5 gammes d'étalonnage sont réalisées le 
même jour, à partir de la même solution mère, pour tes­
ter la répétabilité de la méthode (variabilité minimum) 
et au moins 6 gammes sont réalisées à des jours diffé­
rents, à partir de solutions mères différentes, pour tes­
ter sa reproductibilité (variabilité maximum). 

Pour chaque point de gamme réalisé le même jour et à 
des jours différents, à partir de l'équation reliant répon­
se et concentration ajoutée ( C R E F ) , une concentration 
est recalculée ( C C A L C ) ainsi que l'erreur relative (ER% 
= [(CREF " C C A L C ) / C R E F ] * 100) correspondante. 
Pour chaque concentration ajoutée, une concentration 
recalculée moyenne est déterminée ainsi que le coeffi­
cient de variation correspondant. Ce coefficient doit 
être inférieur à 15 %, mais on tolère 20 % au seuil de 
quantification (1-5). 

Afin de vérifier le bon ajustement de la courbe aux 
points expérimentaux, dans l'intervalle des concentra­
tions fixées, les tests statistiques suivants doivent être 
réalisés : 
- Etude de la distribution des résidus (concentrations 
ajoutées-concentrations calculées) qui doit suivre une 
loi normale et centrée sur zéro. 
- Comparaison des concentrations calculées aux 
concentrations ajoutées par régression linéaire (compa­
raison de la pente à 1 et de l'ordonnée à l'origine à zéro 
par un test de Student) 
- Calcul du biais et de son intervalle de confiance à 
95 %. 

Biais = - ]T [CCALC -CREF] 
« M 
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Dans le cas de relation linéaire entre réponse et concen­
tration, le test du «lack of fit» doit être vérifié. La pente 
de la droite d'étalonnage doit être statistiquement dif­
férent de zéro, l 'ordonnée à l'origine non statistique­
ment différente de zéro et le coefficient de corrélation 
non statistiquement différent de 1. 

Il est possible d'exclure des points de gamme, cepen­
dant un minimum de 5 points (sans le blanc) doit être 
conservé. Ce choix s'effectue à partir du calcul de l'er­
reur relative sur les concentrations recalculées (>15 %) . 

Coefficient d'extraction : 
Le coefficient d'extraction absolu est mesuré par le 
pourcentage de l 'analyte retrouvé après pré-traitement 
de la matrice par comparaison à la même concentration 
de l'analyte en solution pure. Afin d'étudier les effets 
de la matrice, il est possible de calculer le rendement de 
l'extraction (ou coefficient d'extraction relatif) par 
l'utilisation de blancs matrices prétraités, supplémentés 
à la concentration théorique étudiée. 

Le rendement de l'extraction doit être étudié à trois 
niveaux de concentration (bas, moyen et haut). Chaque 
concentration est analysée au moins 3 fois. Le rende­
ment doit être indépendant de la concentration étudiée. 

Le coefficient d'extraction doit aussi être déterminé 
pour l'étalon interne. Ce rendement doit être égal à 
+/- 15 % celui de l 'analyte (4). 

Fidélité et exactitude : 
La fidélité et l 'exactitude mesurent l'erreur de la mesu­
re analytique et sont les premiers critères étudiés pour 
apprécier la qualité d 'une méthode. L'exactitude est 
une valeur absolue. Elle correspond au pourcentage 
retrouvé par rapport à la concentration théorique : 
(concentration recalculée / concentration théorique) 
xlOO. L'exactitude doit être comprise entre 85 et 115 
%, sauf pour la concentration du seuil de quantification 
où elle doit être comprise entre 80 et 120 % (1-5). La 
fidélité décrit la différence des mesures obtenues en 
appliquant à partir d 'un lot homogène de matrice une 
même procédure. Elle fournit une indication sur les 
erreurs liées au hasard (6). La fidélité est donnée par le 
coefficient de variation affecté à la moyenne des 
concentrations recalculées. Elle ne doit pas excéder 15 
% sauf pour l'échantillon correspondant au seuil de 
quantification où une valeur de 20 % est admise (1-5). 

La fidélité et l 'exactitude sont déterminées par le dosa­
ge d'échantillons contrôle-qualité de concentrations 
connues du produit à doser dans la matrice, par rapport 
à une gamme d'étalonnage, six fois le même jour et au 
moins six fois à des jours différents. Trois niveaux de 
concentration sont étudiées : un bas de gamme (1.5 le 
seuil de quantification), un milieu de gamme et un haut 

de gamme (3/4 du point de haut de gamme). Ces échan­
tillons contrôle-qualité sont préparés à partir de solu­
tions de travail différentes de celles utilisées pour pré­
parer la gamme d'étalonnage. 

Tout échantillon de concentration supérieure au dernier 
point de gamme, ne peut être extrapolé à partir de la 
gamme d'étalonnage. Pour des concentrations supé­
rieures au plus haut point de gamme, il est nécessaire 
de diluer les échantillons biologiques par de la matrice 
non traitée. Ces essais de dilution doivent au préalable 
être validés en terme de fidélité et d'exactitude à l 'aide 
du dosage d'échantillons contrôle-qualité, dilués dans 
les mêmes proportions. Ces échantillons sont dosés au 
moins 6 fois chacun par rapport à une gamme d'éta­
lonnage. Les concentrations calculées ne doivent pas 
être différentes de plus de +/- 15 % par rapport aux 
concentrations théoriques corrigées du facteur de dilu­
tion (4). 

Seuil de quantification, seuil de détection 
et sensibilité : 
Le premier point de la gamme d'étalonnage correspond 
le plus souvent au seuil de quantification (1). A cette 
concentration, la fidélité doit être de 20 % et l'exactitu­
de doit être comprise entre 80 et 120 %. Le dosage 
d'échantillons contrôle-qualité (n = 6) à la concentra­
tion du seuil de quantification permet de calculer ces 
deux paramètres avec précision. La concentration cor­
respondant au seuil de quantification ne doit pas être 
confondue avec le seuil de détection, qui correspond à 
la quantité minimale d'analyte que l'on peut observer 
mais pas quantifier de façon précise. Des concentra­
tions inférieures au seuil de quantification peuvent être 
notées comme présentes mais ne doivent pas être inter­
prétées. 

La sensibilité de la méthode analytique, à ne pas 
confondre avec le seuil de détection, est déterminée par 
la pente de la relation réponse/concentration. Une 
méthode est dite sensible si un faible changement de 
concentration provoque une grande variation de répon­
se du détecteur 

Robustesse : 
La robustesse est la capacité d'une méthode analytique 
à rendre des résultats valables en présence de modifi­
cations limitées des conditions expérimentales ou envi­
ronnementales (22,23). Ces changements délibérés 
reflètent ceux qui peuvent se produire quand la métho­
de est utilisée par un autre laboratoire, un autre mani­
pulateur, lorsqu'il y a un changement d'appareillage, 
etc. Une stratégie pour tester la robustesse d'une 
méthode chromatographique a été récemment publiée 
par Nijhuis et al. (22). 
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Stabilité : 
On distingue deux types de stabilité : la stabilité de 
l 'analyte au cours des différentes étapes du pré-traite­
ment et la stabilité de l'analyte dans l'échantillon bio­
logique. 

- Stabilité au cours des différentes étapes du pré-traite­
ment. 

La stabilité d 'un analyte dépend de ses propriétés phy­
sico-chimiques et des conditions de stockage et de 
conservation. 

Les stabilités des solutions mères et de travail des dif­
férents analytes doivent être vérifiées dans des condi­
tions normales de laboratoire en terme de température, 
d 'humidité et de lumière pendant au moins 6 h par rap­
port à une solution préparée extemporanément. Les 
conditions de stockage de ces solutions doivent être 
également clairement définies (4° C, -20° C, etc). Par 
ailleurs, la stabilité des analytes doit être vérifiée au 
cours de toutes les étapes du pré-traitement de l'échan­
tillon (stabilité dans le solvant organique, dans les 
extraits secs, sur le passeur automatique d'échantillons, 
etc). En solutions pures, l 'analyte et l'étalon interne, 
sont considérés comme stables si l'écart par rapport à 
la concentration théorique n 'excède pas 2 %. Une dif­
férence jusqu 'à 5 % est tolérée pour les essais de stabi­
lité dans les extraits secs et sur le passeur automatique 
d'échantillons. 

- Stabilité dans l'échantillon biologique 

La stabilité de l 'analyte dans la matrice est déterminée 
par le dosage d'échantillons contrôle-qualité à trois 
niveaux de concentration (bas, moyen et haut), extem­
poranément, puis après différents temps de conserva­
tion à différentes températures (chaque niveau de 
concentration est dosé au moins 3 fois). 

Il est nécessaire de vérifier deux types de stabilité : la 
stabilité à court terme (+ 20° C, +4° C, -20° C) et la sta­
bilité à long terme (-20° C, -80° C). Ces essais de sta­
bilité seront réalisés dans toutes les matrices dans les­
quelles on sera amené à doser l'analyte. 

Des essais de stabilité de l'analyte dans le sang total 
peuvent également être réalisés afin de valider la pro­
cédure de prélèvement sanguin. 

Des essais de congélation / décongélation (3 cycles) 
doivent être aussi effectués. 

Les concentrations obtenues après stockage ne doivent 
pas varier de plus de 10-15 % par rapport à la concen­
tration théorique. 

Application en routine 
Il est nécessaire de vérifier les performances du systè­
me chromatographique (facteur de capacité, résolution 
et symétrie des pics, nombre de plateaux théoriques, 
etc) avant chaque série d'analyse à l'aide d'une solu­
tion test contenant les analytes. Il est également impor­
tants de définir les critères de changement de la colon­
ne analytique. Généralement on admet que la colonne 
analytique doit être changée lorsque le nombre de pla­
teaux théoriques chute de 40 à 50 % par rapport à la 
valeur initiale de la colonne neuve. Afin de protéger la 
colonne analytique, une procédure écrite doit être mise 
en place concernant le remplacement de la précolonne 
ou du filtre (en CLHP/SM). Une bonne pratique est 
d'effectuer ce remplacement tous les 150 à 200 échan­
tillons. 

La concentration des échantillons inconnus est déter­
minée par rapport à une gamme d'étalonnage. Le 
même analyste doit préparer la gamme et les échan­
tillons à doser. Pour chaque série d'analyse, des échan­
tillons contrôle-qualité (bas, milieu et haut de gamme) 
sont utilisés pour accepter ou non les résultats. Ces 
échantillons contrôle-qualité sont préparés et stockés 
(-20° C par exemple) en même temps que les échan­
tillons des patients. A chaque série d'analyse, des 
échantillons contrôle-qualité sont décongelés puis 
dosés en même temps que les échantillons inconnus. 
Leur nombre dépend du nombre total d'échantillons 
inconnus à analyser. En général, 6 échantillons contrô­
le-qualité sont dosés tous les 20 échantillons inconnus. 
Ils doivent être distribués aléatoirement sur le passeur 
automatique d'échantillons au sein des échantillons à 
doser. Pour que l'analyse soit acceptée, la concentra­
tion calculée pour 4 des 6 échantillons contrôle-qualité 
doit être de +/-15 % par rapport aux concentrations 
ajoutées (20 % au seuil de quantification), de plus un 
contrôle - qualité de chaque concentration doit être cor­
rect (4). 

Au cours d'une étude il peut arriver que le nombre 
d'échantillons contrôle-qualité congelés soit insuffi­
sant. Une nouvelle série sera alors préparée ; elle devra 
être validée par rapport aux anciens échantillons. 

Méthodes immunologiques 
Malgré l'utilisation très large des techniques chromato­
graphiques, les méthodes immunologiques (méthodes 
immumunoradiométriques (RIA, IRMA) et immu-
noenzymatiques (ELISA, EIA)) restent très utilisées 
pour certaines applications en bioanalyse supportant le 
développement de nouveaux composés. De nombreux 
critères utilisés pour la validation des méthodes 
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chromatographiques discutés plus haut sont également 
applicables aux méthodes immunologiques.Cependant, 
ces dernières possèdent des particularités qui doivent 
être considérées lors de la validation. Ces particularités 
ont été discutées dans les recommandations de la 
«Food and Drug Administration» (FDA) (1). De plus, 
des recommandations particulières ont été émises pour 
les études pharmacocinétiques et toxicocinétiques 
concernant les macromolécules par une sous com­
mission de « r American Association of Pharmaceutical 
Scientists» (AAPS), le Ligand Binding Assay 
Bioanalytical Focus Group (LBABFG) (24) 

Sélectivité : 
Comme pour les méthodes chromatographiques, les 
méthodes immunologiques doivent être spécifiques de 
l'analyte. Deux types d'interférences peuvent altérer la 
sélectivité. 

1) L'interférence avec des substances ayant des proprié­
tés physico-chimiques similaires à celles de Vanalyte. 
La sélectivité dépend de la spécificité de l'anticorps ou 
de la paire d'anticorps pour l'analyte. Elle sera évaluée 
vis à vis de substances ayant des propriétés physico­
chimiques similaires à celles de l'analyte. Ainsi, la 
réponse des metabolites, des produits de dégradation de 
l 'analyte, des médicaments co-administrés, ou de 
variants endogènes de l'analyte doit être évaluée sépa­
rément et en présence de l'analyte d'intérêt. 

Quand cela est possible, pour les petites molécules, les 
techniques immunologiques doivent être comparées 
avec la méthode de référence (comme par exemple la 
CLHP couplée à la SM). La sélectivité peut être amé­
liorée par l'addition d 'une étape préalable de pré-trai­
tement évitant ainsi les problèmes liés à la variabilité 
de la matrice. 

Les caractéristiques des macromolécules comme les 
protéines thérapeutiques rendent difficile et parfois 
impossible l'extraction avant l'analyse. De plus leurs 
bio-transformations peuvent ou non altérer l'antigéné-
cité de la protéine. Ainsi, une question reste souvent 
posée, est ce que la technique permet ou non de diffé­
rencier les formes pharmacologiquement actives et 
inactives de la protéine. C'est pourquoi les études de 
spécificité peuvent être complétées par des expériences 
permettant d'établir la carte des epitopes ou par des 
techniques de séparation (par exemple, la CLHP, la 
«Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC», l'élec-
trophorèse sur gel) afin de caractériser la nature de 
l ' immunogénécité de l'échantillon biologique. Des dis­
cordances dans la mesure des concentrations entre 
deux méthodes immunologiques résultent le plus sou­
vent de différences entre leur capacité à différencier la 
protéine intacte et les formes clivées par protéolyse. 

2) L'effet matrice 
Des interférences non spécifiques causées par des fac­
teurs non cités plus haut peuvent affecter la réaction 
antigène-anticorps. Ces interférences non spécifiques 
sont regroupées sous le terme «d'effet matrice». Ces 
facteurs incluent l'hyperlipidémie, l 'hémolyse, la force 
ionique, le pH, la viscosité, les protéines plasmatiques 
(par exemple, les protéines du complément et les fac­
teurs rhumatoïdes), les anticoagulants, les proteases, 
les auto-anticorps et les anticorps anti-IgG. Pour éva­
luer ces interférences non spécifiques, il est recomman­
dé lorsque cela est possible de tester au moins 6 lots de 
matrice biologique. Lorsque, les méthodes immunolo­
giques mesurent l'analyte directement dans la matrice 
biologique sans pré-traitement de l'échantillon, l'effet 
matrice est évalué, en comparant les résultats d 'une 
gamme d'étalonnage réalisée dans le milieu biologique 
à ceux obtenus avec une gamme réalisée dans un tam­
pon. La dilution avec des tampons contenant des sur­
factants ou des agents chélateurs (Tween-20, Triton X-
100, ou EDTA) peut être utile pour minimiser les inter­
férences non-spécifiques (25). Si la dilution n'est pas 
suffisante une étape de précipitation des protéines ou 
d'extraction deviendra nécessaire. Dans ce cas, le 
même protocole de pré-traitement sera réalisé pour les 
points de la gamme, les échantillons contrôle-qualité et 
les échantillons à doser. En derniers recours, des prélè­
vements réalisés avant l'administration d'un xénobio-
tique à un sujet, peuvent être utilisés pour préparer les 
points de la gamme d'étalonnage et les échantillons 
contrôle-qualité qui seront utilisés lors du dosage des 
échantillons de ce sujet. 

Quantification : 
Les caractéristiques des techniques immunologiques 
rendent le choix du modèle reliant la réponse aux 
concentrations plus compliqué que pour les techniques 
chromatographiques. Les gammes d'étalonnage ne 
sont pas linéaires. Le plus souvent une équation logis­
tique avec 4 ou 5 paramètres est utilisée. De plus, tou­
jours en raison de cette non linéarité, l 'erreur n'est pas 
une fonction constante de la réponse moyenne (hété-
roscédasticité). Ainsi le nombre de points d 'une 
gamme d'étalonnage nécessaire pour déterminer la 
relation mathématique entre réponse et concentration 
est supérieur à celui nécessaire lors de l'utilisation de 
méthodes chromatographiques. Pour établir le modèle 
lors du développement de la méthode (24), il est 
recommandé de réaliser la gamme d'étalonnage avec 
un minimum de 10 concentrations chacune dosée deux 
fois. Des concentrations en dehors de l'intervalle de 
quantification (point d'encrage ou « Anchoring 
points»), ayant des réponses proches des deux régions 
asymptotiques de la courbe sigmoïde, peuvent être 
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incluses pour faciliter la modélisation et pour améliorer 
l 'exactitude et la fidélité des échantillons inconnus 
ayant des concentrations proches des deux limites de 
quantification (Figure 2). Au cours de la validation, le 
modèle de régression non linéaire devra être confirmé 
par la réalisation d 'un minimum de 6 gammes indé­
pendantes. Ce modèle peut être confirmé au cours des 
analyses réalisées pour déterminer la fidélité et l 'exac­
titude. Un modèle est acceptable lorsqu'à chaque 
concentration de la gamme d'étalonnage, la moyenne 
des erreurs relatives n 'excède pas 10 % (25). 

Limite 
supérieure de 
quantification 

Pas d'effet 
crochet 

Point 
d'ancrage 

fi 1.0 
S 

/ Effet 
/ crochet . 

Limite / 
inférieure de / 

quantification / 

Point \ / 
d'encrage \ / 

1.00 10.00 
Concentration 

Figure 2 : Courbe sigmoïde type concentration/réponse et 
démonstration de l'effet crochet. 

Pour les techniques immunologiques, deux limites de 
quantification déterminent l'intervalle des concentra­
tions que l 'on peut doser (Figure 2). Ce sont les plus 
petite et plus haute concentrations que l'on peut doser 
avec une fidélité et une exactitude acceptables. Etant 
donné la nature de la technique immunologique, l'in­
tervalle de quantification est souvent très étroit, c'est 
pourquoi il est souvent nécessaire de diluer les échan­
tillons. L'effet de la dilution et la linéarité dilutionnelle 
doivent être évalués à partir d'échantillons contenant 
des concentrations 100 à 1000 fois plus élevées que 
celles de la limite supérieure de quantification. Les 
dilutions de ces échantillons doivent être réalisées de 
façon à obtenir 1) une concentration au dessus de la 
limite supérieure de quantification afin d'évaluer «l'ef­
fet crochet» (diminution du signal causé par une forte 
concentration de l 'analyte) (Figure 2) et 2) des concen­
trations dans la partie basse, moyenne et haute de la 
courbe afin d'évaluer la linéarité dilutionnelle. Il est 

admis en pratique que chaque étape de dilution ne peut 
pas excéder une dilution au 100 è m e . 

Exactitude : 
Les critères pour qu'une méthode de dosage soit accep­
table (1) sont les suivants : au moins 67 % (4 sur 6) des 
échantillons contrôle-qualité doivent avoir une erreur 
relative inférieure à 15 % par rapport à la valeur théo­
rique, soit 1/3 des échantillons peuvent dépasser ces 
15 % d'erreur. 

Pour chaque méthode de dosage, l'exactitude des résul­
tats est le point le plus important. Parfois, plusieurs 
dosages du même échantillon contrôle-qualité peuvent 
être réalisés pour améliorer cette exactitude. Dans ce 
cas cette procédure doit être utilisée pendant la valida­
tion et lors du dosage des échantillons de concentra­
tions inconnues. 

Autres recommandations : 
Si un pré-traitement de l'échantillon biologique est réa­
lisé avant le dosage alors qu'il ne l'est pas pour la 
gamme d'étalonnage, il est important de déterminer le 
coefficient d'extraction et de l'utiliser pour exprimer 
les résultats. Plusieurs approches pour déterminer l'ef­
ficacité et la reproductibilité de l'extraction existent : 
1) utilisation de l'analyte radiomarqué à l'état de trace 
et 2) utilisation d'un étalon interne non reconnu par 
l'anticorps et qui peut être dosé par une autre tech­
nique. 

Conclusion 
Dans ce manuscrit, les différentes étapes de la valida­
tion d'une méthode de dosage en bioanalyse sont 
décrites. Ce guide redéfinit les objectifs et les critères 
de la validation tout en permettant une approche pra­
tique. Cette procédure de validation concerne essentiel­
lement les méthodes chromatographiques (CG, CLHP) 
qui sont particulièrement bien adaptées au dosage des 
médicaments et de leurs metabolites dans les milieux 
biologiques. Quelques recommandations sont égale­
ment fournies concernant les méthodes immunolo­
giques. Les problèmes concernant la qualification de 
l'appareillage et le pré-traitement des échantillons sont 
abordés. Disposer d 'une méthode de dosage correcte­
ment validée est un pré-requis, non seulement avant 
toute étude de pharmacocinétique ou de toxicociné-
tique et tout au long du développement d'un médica­
ment mais aussi lors de l'utilisation de ce médicament 
en clinique. 
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