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1 Geénéralités

Un transfert analytique est un processus complet qui consiste a transférer
physiqguement une méthode analytique préalablement validée d’un laboratoire
émetteur a un laboratoire receveur mais aussi et surtout a s’assurer que ce dernier
maitrise cette méthode dans son environnement. Ces transferts de méthodes
analytiques sont pleinement inclus dans le développement de nouveaux produits
chimiques, pharmaceutiques, cosmétiques, agroalimentaires... En effet, la progression
des produits de R&D vers les opérations industrielles et leur commercialisation
nécessite le transfert des méthodes de contrble de production. D’autre part, des
contraintes socio-économiques particuliéres impliques le transfert de méthodes
analytiques, telles que la rationalisation des sites de fabrication, la sous-traitance
analytique, les achats/ventes de produits en cours de développement et la

consolidation/fusion des groupes pharmaceutiques.

Les autorités réglementaires demandent, de plus en plus, la formalisation des
transferts de méthode, processus devenu notamment obligatoire pour la Food and
Drug Administration (FDA) [1]. En effet, la formalisation du transfert permet aux
autorités ainsi qu’aux laboratoires de garantir que la méthode qui sera utilisée en
routine au sein du laboratoire receveur est maitrisée. Une autre raison, plus technique,
est que le transfert permet de tester une nouvelle fois la méthode analytique et

simultanément le laboratoire receveur.

A T’heure actuelle, aucun document officiel ne présente une stratégie
expéerimentale pour conduire un transfert. Cette absence de document de reférence
entraine différents types d’interprétations (autorités, Industries Pharmaceutiques...).
Pour le moment, toutes les approches sont acceptées, et acceptables, du moment
qu’elles sont basées sur un rationnel et sur les résultats de validation. Cependant, afin
de répondre a la demande croissante de 1’industrie pour un protocole de transfert
géneralisé, différents groupes de travail ont été mis sur pied, notamment sous 1’égide
de I’International Society for Pharmaceutical Engineering (ISPE) [2] et de la Société
Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) [3], afin d’éditer des
recommandations et des guides décrivant clairement, et de fagcon concise, la maniére

de conduire un transfert analytique dans le secteur pharmaceutique.
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Dans sa forme la plus commune, le transfert de méthode implique un
laboratoire émetteur et un laboratoire receveur réalisant, conformément a un protocole
pré-approuvé, des analyses répétées du méme lot d’échantillons. Ces essais sont
accompagnés de critéres d’acceptation également pré-déterminés avec lesquels les
résultats de ces analyses sont confrontés afin de vérifier 1’équivalence des résultats et,
dés lors, de déterminer 1’habilitation ou non du laboratoire receveur a utiliser la

méthode transférée.
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2 Méthodologie du transfert analytique

Dans le secteur pharmaceutique, le but du transfert est de transmettre dans une
autre unité tout ce qui a trait au controle d’un produit. On peut ainsi transférer toutes
les techniques et/ou procédures spécifiques, concernant un principe actif, une forme
pharmaceutique (solide, semi-solide, liquide, a administration transdermique,
parentérale, ophtalmique ou par inhalation), des excipients et/ou des échantillons de

nettoyage.

De maniére générale, on considére qu’un transfert s’effectue d’une unité qui
maitrise vers une unité qui devra maitriser. Le transfert analytique d’une procédure
analytique dans sa totalité et/ou d’une méthode peut s’effectuer, par exemple, d’une
unité de recherche vers une autre unité de recherche ou de développement, d’un
laboratoire de développement au controle qualité d’un site de fabrication, d’un site de

production a un autre, vers ou a partir de sous-traitants.

La mise en place d’un processus de transfert peut avoir divers objectifs tels
que qualifier un laboratoire receveur en y apportant formation et expertise, prouver
que le laboratoire receveur sait mettre en ceuvre les méthodes décrites, prouver
I’équivalence des résultats entre les laboratoires, démontrer que les résultats sont
indépendants du site qui les génére, confirmer les sources de variations intra-sites et,
enfin, évaluer la robustesse de la méthode. Notons que ces deux derniers objectifs font

idéalement partie de la validation d’origine.

On remarque qu’il existe un lien étroit entre la validation et le processus de

transfert. En effet,

- si nous adoptons la proposition de Hubert et al. [4, 5] qui revendiquent que
I’objectif de toute méthode analytique quantitative est d’obtenir des résultats
suffisamment proches de la vraie valeur (inconnue) de la quantité mesurée,
alors ’objectif d’un transfert est similaire a celui de la validation, a savoir de
garantir que I’objectif de la méthode analytique est toujours atteint au sein du
laboratoire receveur. En d’autres termes, a I’issu du transfert, il faut garantir
gue chaque nouvelle mesure effectuée par le laboratoire receveur sera
effectivement suffisamment proche de la vraie valeur de 1’analyte contenue

dans 1’échantillon,
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- la comparaison des résultats d’analyse d’un méme lot ou d’un méme groupe
d’échantillon, obtenus dans les laboratoires émetteur et receveur, permet
d’appréhender a la fois la justesse et la fidélité d’une méthode et I’exactitude

de ses résultats,

- la fixation des critéres d’acceptation, qui est un pré-requis a tout transfert, doit

tenir compte des résultats de validation.

La méthodologie proposée ci-dessous s’applique aux transferts de méthodes
analytiques impliquant un laboratoire émetteur qui maitrise la méthode a transférer et
un laboratoire receveur. Par « maitriser » nous entendons ici que le laboratoire
émetteur a validé la méthode analytique a transférer. En effet, 1’étape préalable a tout
transfert de méthode est la validation de celle-ci par le laboratoire émetteur. Dans le
cas ou la méthode devrait étre transférée vers plusieurs laboratoires receveurs, il est
conseillé¢ de traiter les transferts indépendamment, toujours entre 1’émetteur et le

receveur ou d’effectuer une étude inter-laboratoire proprement dite.
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2.1 Critéres d’acceptation du transfert analytique

La définition des critéres d’acceptation pose fréquemment probléme mais n’en

est pas moins une des étapes importantes dans le transfert des méethodes.

Les critéres d’acceptation sont choisis au moment de 1’¢laboration du
protocole de transfert et spécifiés dans celui-ci. lls doivent permettre de vérifier
I’équivalence des résultats et de conclure sur 1’habilitation du laboratoire receveur,

avec un risque accepté et acceptable.

Les criteres d’acceptation devraient étre basés sur 1’usage prévu de la
méthode, sa validation et les données historiques générées par le laboratoire émetteur.
IIs dépendent aussi de la méthode et de la forme des résultats générés. Nous
distinguerons les méthodes générant un résultat qualitatif (identifications,
caracteres...), les essais limites et les méthodes générant un résultat quantitatif

(spectroscopies, HPLC, GC, titrimétrie...).

Pour la bio-analyse comme pour une recherche d’impuretés, se pose le
probléme des faibles quantités. Il est alors judicieux de fixer des critéres d’acceptation
sur les seuils de détection et de quantification qui doivent étre ré-estimés sur le site
receveur. Lorsque les impuretés, produits de dégradation, métabolites et/ou
interférences potentielles ne sont pas « naturellement » présents dans les échantillons
et que I’on dispose de ceux-ci, le Guide ISPE recommande, afin de démontrer
I’équivalence entre les laboratoires, d’utiliser des échantillons chargés. Si ces
molécules ne sont pas disponibles, on dilue trés fortement les échantillons pour avoir
de tres faibles concentrations de principes actifs ou d’analytes imitant par exemple le

métabolite.

Les valeurs limites dépendent du type de composé étudié (produit fini [PF],
principe actif [PA], conservateur, produits de dégradation [PdD], anti-oxydant...), de
sa concentration, de la matrice dans laquelle I’analyte ou le composé est dosé mais
également de la technique analytique utilisée et des données de validation. Dans tous
les cas, I’historique de la technique a transférer doit étre pris en compte, lors de

I’examen de la documentation, pour fixer ces critéres d’acceptation.

Une sélection rigourcuse de limites d’acceptation pertinentes permet de se

protéger contre d’éventuels problémes futurs causés par un mauvais procédé de
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mesure (large biais ou large CV de fidélité intermédiaire) lors du travail de routine

aux sites de production.

Bien que I’on puisse éventuellement évaluer les données de fagon subjective,
I’utilisation des statistiques va amener 1’objectivité dans 1’analyse des données et
permettre des comparaisons non biaisées des jeux de données. Toutefois, il est
essentiel de noter que c’est seulement en utilisant les outils statistiques que 1’on peut
gérer les risques associés au transfert d’une méthode. La décision d’utiliser les
statistiques doit faire partie du plan d’essai. Remarquons qu’il n’est pas acceptable de

n’utiliser les statistiques que comme moyen d’expliquer un transfert qui a échoué.

Deux groupes de méthodes statistiques se distinguent pour évaluer un transfert
de méthodes analytiques : les statistiques conventionnelles qui évaluent de maniere
distinctes le critére de justesse (biais) et de fidélité (variance de fidélité intermédiaire)
et les statistiques basées sur I’erreur totale de mesure qui évaluent via un seul critére
I’exactitude des résultats (biais et variance simultanément). Nous passerons en une
revue critique les méthodes conventionnelles et décrirons les avantages des approches
erreurs totales dans les sections qui suivent. Mais précisons déja qu’a la place
d’échantillons spécialement préparés avec des concentrations nominales « connues »
comme lors de la validation, on utilise des lots produits pour le secteur
pharmaceutique ou des échantillons de concentration nominale inconnue provenant
d’¢tudes de pharmacocinétique, de biodisponibilit¢ ou de bioéquivalence. Et
rappelons que l’objectif d’une méthode analytique est d’obtenir des résultats

suffisamment proches de la vraie valeur (inconnue) de la quantité mesurée.
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2.2 Approches statistiques conventionnelles

Usuellement, avec des résultats quantitatifs, les critéres de décision portent sur
les deux types d’erreur que sont I’erreur systématique ou justesse (biais) et 1’erreur

aléatoire ou fidélité (variance). Il faut ainsi montrer que

- en moyenne, les résultats dans le laboratoire receveur sont comparables a

ceux fournis par le laboratoire émetteur (justesse),
- lavariabilité des résultats (fidélité) du laboratoire receveur est acceptable.
Si ces deux criteres sont remplis, alors le transfert de la méthode peut étre accepte.

Suivant le guide élaboré par la SFSTP, trois approches statistiques sont

envisageables pour analyser les résultats quantitatifs de méthodes non normalisées [3].

e La premiére approche statistique est purement descriptive : elle est basée sur
I’estimation et la comparaison des moyennes et des coefficients de variation

des résultats.

e La seconde, qui est la plus utilisée actuellement, est 1’approche par la

différence.
e Latroisieme est I’approche par I’équivalence.

Ces deux dernieres approches utilisent des tests statistiques différents mais ont
toutes deux pour objectif, d’une part de comparer statistiquement les moyennes des
résultats des deux laboratoires (controle de la justesse), et d’autre part de vérifier,
comme dans 1’approche descriptive, que les fidélités sont acceptables. On peut des
lors comprendre que les risques de ne pas détecter qu’un site est inacceptable et/ou de

rejeter un site acceptable sont fonction de I’approche choisie.

221 Fidélite

2.2.1.1 Approche descriptive

Dans cette méthode, la fidélité est estimée par une comparaison de
I’estimation du CV du laboratoire receveur a une valeur limite A définie a priori par

I’équipe de transfert. En fonction de la planification expérimentale, ces coefficients de
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variation calculés caractérisent la répétabilité d’une étape de 1’analyse ou la fidélité

intermédiaire du receveur.

Si le CV observé est inférieur a A, alors le transfert peut étre accepté au niveau

de la fidélité.

2.2.1.2 Approche par I’équivalence

Cette méthode consiste a comparer la borne supérieure Lg de I’intervalle de
confiance unilatéral & (1-a) du coefficient de variation de fidélité intermédiaire du

receveur a une limite d’acceptation A fixée a priori.

Si la borne supérieure Ls est inférieure a A, alors le transfert peut étre accepté au

niveau de la fidélité.

2.2.2 Justesse

2.2.2.1 Approche descriptive

La justesse est évaluée par la comparaison de 1’estimation du biais relatif a une

valeur limite (limite d’acceptation A), définie par 1’équipe responsable du transfert.

2.2.2.2 Approche par la différence

L’approche décrite dans ce paragraphe est celle qui est classiquement utilisée
pour comparer des moyennes. La comparaison des moyennes de résultats obtenus
dans deux laboratoires se base sur le test t de Student classique. On construit un
intervalle de confiance de niveau de confiance (1-a)) pour la différence entre les deux
moyennes ¢’est-a-dire un intervalle dans lequel on a de bonnes raisons de croire qu’il

contient la vraie valeur de la différence.
La décision s’effectue comme suit :

- si l’intervalle de confiance de la différence entre les moyennes calculé

contient 0, la justesse est alors satisfaisante ;

- sinon le transfert est rejeté pour ce critere.
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2.2.2.3 Approche par I’équivalence

La comparaison des moyennes se base cette fois sur deux tests unilatéraux.
Les limites A; (négatif) et A, (positif) sont fixées a priori par 1’équipe responsable du
transfert et correspondent aux différences maximales tolérées entre les moyennes de
I’émetteur et du receveur ou encore aux différences entre les vraies moyennes qui

seraient considérées comme « analytiquement » importantes.

En pratique [6], on construit un intervalle de confiance (1-2a) pour la

différence entre les deux moyennes que 1’on compare aux limites A; et A;.
La décision sur I’équivalence des moyennes se prend alors comme suit :

- si intervalle de confiance a (1-2a) pour la différence entre les moyennes
n’est pas inclus dans I’intervalle [A1, Az], alors les moyennes ne peuvent

étre considérées comme équivalentes ;

- sinon les moyennes sont considérées comme equivalentes.
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2.3 Analyse comparative des approches statistigues conventionnelles

L’approche employée a une influence directe sur la décision de qualifier ou
non un laboratoire receveur. Avant de choisir une des approches, il convient de bien

considérer les risques associés a une prise de décision.

Le premier risque encouru est celui d’habiliter a tort un laboratoire receveur
(faux positif ou risque du consommateur). En effet, une méthode inadéquate étant
utilisée pour les tests de stabilité et de libération, la qualité du produit étudié peut étre
remise en cause, ce qui est inacceptable pour raisons de santé publique. L’autre risque
est de rejeter a tort un laboratoire (faux négatif ou risque du producteur). Ce second
risque n’a que des conséquences financieres liées aux analyses réalisées a perte
(Figure 1). Une analyse précise de ces risques inhérents au transfert est disponible

dans I’article de Kringle et al. [7].

Figure 1 : Matrice de décision pour les études de transfert de technologie
Situation réelle du transfert

Réussite Echec
L L Le mauvais site M est passé (risque
s Réussite Décision correcte q f (risq
Décision concernant u consommateur)
le transfert Le bon site M a échoué L
Echec . Décision correcte
(risque du producteur)

Outre cet important probleme du contrdle des risques, Kringle et al ont
également abordé, pour chacune des trois approches pré-citées, celui de la puissance
(ou probabilité) de conclure a I’acceptabilité du biais relatif lorsqu’il est réellement
acceptable. Ils ont évalué cette probabilité au moyen de simulations, lors d’une étude

de transfert.

L’approche descriptive est la plus simple a mettre en ceuvre. Elle permet de
réaliser un transfert rapide lorsque I’on dispose de peu de données, mais cette

approche « intuitive » n’est pas suffisante pour garantir la qualité du transfert car
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aucune notion de risque d’erreur n’y est associée. L’approche descriptive ne controle
ni le risque consommateur ni le risque producteur. En particulier, Kringle et al. ont
montré par simulations que cette approche accepte les transferts une fois sur deux
lorsque la différence moyenne entre les laboratoires émetteur et receveur correspond a
la limite d’acceptation A.Ajoutons également que le travail effectué est trop
largement dépendant de ’expérience de 1’analyste, de son jugement et de la stratégie
intrinséque du laboratoire d’analyse. Une telle approche ne peut donc pas étre

raisonnablement entérinée par les autorités réglementaires.

L’approche par la différence, la plus utilisée actuellement, ne répond pas
réellement, pour sa part, a I’objectif du transfert en termes de justesse. D’une part, si
la décision prise est de ne pas rejeter statistiquement I’hypothese que les deux
moyennes sont égales, cela ne signifie pas pour autant qu’il n’y a pas réellement de
différence analytique importante. En effet, un manque de puissance statistique
(pouvant étre di a un effectif insuffisant) peut expliquer ce non-rejet. Cela se produit
lorsque la différence entre les moyennes est importante et que la variabilité de cette
différence est élevée. Afin de contréler ce risque du consommateur, il sera important

d’avoir un nombre de résultats suffisamment grand.

D’autre part, méme Si cette approche par la différence contrdle le risque du
producteur (risque de premiére espece), une différence détectée comme étant
statistiquement significative entre les deux moyennes n’a pas toujours un sens
analytique. C’est notamment le cas lorsque la différence entre les moyennes et la

variabilité de cette différence sont faibles.

Il est également important de noter le manque de logique scientifique de cette
approche. En effet, lorsque le vrai biais relatif est faible mais acceptable (0,5 ou 1%),
la chance de correctement conclure a 1’acceptabilité diminue lorsque la taille de

I’échantillon augmente.
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Figure 2 : Matrices de décision relatives a ’approche par la différence (a) et a I’approche

a)

Transfert
accepté : Hg
Décision concernant vraie

le transfert

Transfert non
accepté : Hg
fausse

b)

Transfert
accepté : Ho; et
Décision concernant Ho fausses

le transfert

Transfert non
accepté : Ho; et
Ho, vraies

d’équivalence (b)

Situation réelle du transfert

Transfert acceptable : Hg vraie

Transfert non acceptable : Hy
fausse

Décision correcte

Mauvaise décision : risque du
producteur = risque de 1°°
espece o

Mauvaise décision : risque du
consommateur = risque de 2%
espece

Décision correcte

Situation réelle du transfert

Transfert acceptable : Hy; et Hy,
fausses

Transfert non acceptable : Hy; et
Ho, vraies

Décision correcte

Mauvaise décision : risque du
producteur = risque de 2%
espece

Mauvaise décision : risque du
consommateur = risque de 1°°
espéce a

Décision correcte

L’approche d’équivalence répond mieux a I’objectif d’un transfert en ce qui

concerne ce critére, a savoir 1’équivalence entre les résultats moyens obtenus par le

laboratoire receveur et ceux obtenus par le laboratoire émetteur.

Cette approche permettra d’accepter un transfert dans lequel les variances et la

différence entre les moyennes sont faibles et permettra de rejeter un transfert pour

lequel les différences entre les moyennes et entre les variances observées sont

importantes. 11 s’agit de la seule approche statistique conventionnelle qui controle

strictement I’important risque du consommateur (risque de premiére espéce) (Figure

2b). Le risque du producteur est également contrdlé pour autant que le nombre de

résultats soit suffisamment important. En outre, elle fonctionne d’une fagon

scientifiquement logique. En effet, si le vrai biais est faible, la probabilité de conclure

correctement augmente avec la taille de 1’échantillon.
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Toutefois, il est important de noter qu’évaluer séparément le critére de justesse
et de fidélité ne permettra de garantir que chaque nouvelle mesure effectuée par le
laboratoire receveur sera effectivement suffisamment proche de la vraie valeur de
I’analyte contenue dans I’échantillon. De plus, la combinaison de ces critéres ne
permet pas d’accepter des situations ou il n’y a pas de biais mais une variabilité
excessive. En effet, une telle situation, I’absence d’erreur systématique pourrait
compenser I’erreur aléatoire et toujours fournir la garantie que les futurs résultats
seront suffisamment proches de la vraie valeur. La situation inverse, ou I’erreur
systématique est inacceptable mais la cette garantie de résultats est satisfaite grace a

une erreur aléatoire faible.

Le Tableau 1 reprend de maniére synthétique les différences en matiere de
risque des trois approches statistiques conventionnelles.

Tableau 1 : Résumé de trois approches possibles pour le transfert de méthodes analytiques

Approche Risque du producteur (le bon Risque du consommateur (le
Approche site M a échoué) mauvais site M est passé)
Approche descriptive Pas contrdlé Pas contrdlé

Approximativement controélé

Approche par la différence Strictement contrdlé selon la taille de 1'échantillon

Approximativement contrélé

selon la taille de I’échantillon Strictement controle

Approche par I’équivalence
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2.4 Approches basées sur ’erreur totale

Récemment, une nouvelle approche statistique a été proposée par Dewé et al.
[8] pour statuer sur la validité d’un transfert analytique. Cette approche est née sur le
constat d’une part des limitations des approches statistiques conventionnelles et,
d’autre part, qu’une méthode juste et fidéle ne donne pas nécessairement des résultats
exacts. Rappelons que 1’objectif de toute méthode analytique quantitative est d’obtenir
des résultats suffisamment proche de la vraie valeur (inconnue) de la quantité mesurée
[4, 5]. Dés lors, I’objectif d’un transfert est de donner des garanties suffisantes aux
laboratoires ainsi qu’aux autorités que les résultats obtenus par le laboratoire receveur
seront proches de la vraie valeur. Un transfert ne se borne donc plus uniqguement a
I’évaluation des critéres de justesse et de fidélité du laboratoire receveur.

Nous devons donc montrer que, pour la plupart des échantillons analysés par
le receveur, 1’écart entre le résultat obtenu (X) et la vraie valeur (p) est inférieur a une
limite d’acceptation A qui peut étre variable suivant la finalité de la méthode. En
langage statistique, il faut s’assurer que la probabilité d’avoir un écart entre le résultat

et la vraie valeur inférieur a A est supérieure a un niveau f:
Pr(X-pl<»>8.
Pour ce faire, la premiére nouvelle approche se base sur ’estimation de
I’erreur totale, c'est-a-dire la combinaison des erreurs systématique et aléatoire, du
laboratoire receveur en utilisant un outil statistique appelé « Intervalle de Tolérance »

dans lequel nous nous attendons & trouver B% des futurs résultats (fB-expectation

tolerance interval en anglais) :

[/UR_kGFI,R;IuR +kUFl,R]
OU /1, est ’estimation de la moyenne des résultats du laboratoire receveur, Gz,

variance de fidélité intermédiaire du laboratoire receveur, et k est déterminé de telle

fagon que la proportion attendue 3 de la population soit dans cet intervalle.

L’objectif étant de prouver que la plupart des résultats sont proches de la vraie

valeur, nous devons comparer cet intervalle de tolérance a la valeur de référence.

Or la valeur de référence est donnée par le laboratoire émetteur puisqu’on
conduit toujours un transfert analytique en utilisant un lot d’échantillons de

concentration en analyte inconnue et rarement des échantillons reconstitués. La
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différence entre les résultats et la valeur nominale du lot pourrait étre due par exemple
a son instabilité, particuliérement s’il n’est pas récent. De plus, la référence ne doit
pas étre la moyenne des résultats obtenus chez I’émetteur mais plutdt I’intervalle de
confiance de la moyenne. En effet, méme si I’émetteur maitrise la méthode, il effectue

néanmoins des erreurs et la moyenne des résultats est entachée d’incertitude.

Par conséquent, en notant, d’une part, Lg et Ug respectivement les bornes
inférieure et supérieure de I’intervalle de confiance de la moyenne du laboratoire
émetteur, et d’autre part, Lg et Ug les bornes inférieure et supérieure de I’intervalle de
tolérance des résultats pour le laboratoire receveur, nous devons exprimer ’intervalle

de décision comme suit [U. (1—A), L. (1+ A)]ou I’intervalle de tolérance des résultats
du receveur [LR,UR] doit se trouver pour accepter le transfert [8]. Sinon, il n’y a pas

de garantie suffisante que le receveur donne des résultats suffisamment proches de

ceux donnés par I’émetteur et nous rejetons le transfert.

La seconde approche basée sur I’erreur totale consiste elle a estimer la

probabilité d’avoir des résultats chez le receveur hors des limites d’acceptation :
P[Xr <@-AUe]+P[Xg > @+ A)Lc]

Si cette probabilité est plus petite que 1-B, nous avons dés lors suffisamment
de garantie que le receveur fournira des résultats proche de la vraie valeur et le

transfert est accepté. Sinon, le transfert est rejeté.

Il est important de souligner que si I’analyste dispose ainsi d’un outil, la
décision d’accepter ou non le transfert d’une méthode analytique reste toujours sous

sa responsabilité en fonction du risque qu’il est prét a prendre.

Ces nouvelles approches suivent les réflexions actuelles que 1’on retrouve dans
plusieurs secteurs du monde pharmaceutique, a savoir la bioéquivalence [9], la
validation des méthodes analytiques [4, 5, 10] et bioanalytiques [11], qui ne
s’intéressent non plus aux estimations des moyennes et des varianceS obtenues a partir
des expériences mais aux résultats individuels de ces dernieres ou a I’erreur totale de

mesure.
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2.5 Planification expérimentale

La planification expérimentale d’un transfert de méthode est élaborée a partir
de la documentation échangée, et en particulier des données de validation qui
permettent d’identifier les sources de variation pertinentes a mettre en ceuvre. La
performance du processus de transfert est fortement dépendante de la quantité et de la

qualité des données.

Afin de déterminer la taille des échantillons requise - et, par-la méme le
nombre de séries nécessaires - pour que la probabilité d’accepter un transfert
analytique lorsque le laboratoire receveur maitrise effectivement la méthode soit
suffisamment grande, la premiere solution est d’utiliser des formules décrites dans la
littérature. C’est ainsi, par exemple, que la formule de Chow et Liu [12] nous permet
de déterminer le nombre de séries nécessaires pour prouver 1’équivalence des
moyennes des deux laboratoires avec ’approche d’équivalence si cette équivalence
est effective. Il s’avére cependant trés important de vérifier la pertinence de ces
formules car elles peuvent parfois s’avérer trop générales et n’étre que des

approximations.

Une série est constituée par un ensemble
indépendant d’échantillons et permet d’estimer la
variabilité inter-série de la procédure analytique
nécessaire a la détermination de sa fidélité
intermédiaire. L’effet série peut dans certains cas
étre un effet « jour », un effet « opérateur » ou un
effet « appareillage », voire la combinaison de ces
effets. Il est important de noter qu’entre chaque série
la procédure analytique est recommencée dans son
intégralité  (préparation des échantillons, des

différentes solutions, des réactifs, de 1’étalonnage).

La solution consiste alors a réaliser des simulations du transfert semblable a

celui qui va étre effectué. En d’autres termes, avec les mémes informations que pour
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le calcul par formule (variances, vrai biais relatif et limite d’acceptation), il est
possible de générer des données qui pourraient étre celles du transfert effectif. Ce sont
ces données qui forment une simulation. Il est recommandé d’effectuer un grand
nombre de simulations et, pour chacune d’elles, il convient de réaliser 1’analyse qui
sera utilisée en réalité. Au terme de 1’exercice, on peut calculer la proportion de
simulations pour lesquelles la conclusion a été positive (puissance). Si on fait un
exercice pour différentes combinaisons de nombres de séries et de répétitions, on peut

déterminer celle qui est idéale.

Pour assurer une qualité adéquate des données, il est important d’introduire
dans 1’étude de transfert de technologie autant de sources de variation aléatoire inter-
séries que ce qui sera rencontré lors du travail de routine. Généralement, lors du
transfert de méthode, on prend en compte toutes les sources de variations non
contrdlables (facteurs jour, opérateur, équipement...) afin d’estimer la fidélité
intermédiaire tandis que les facteurs contrélables (colonne, pH de la phase mobile...)

ne font pas 1’objet d’une attention particuliére.
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3 Les approches statistiques appliquées aux

transferts

Dans cette section, nous nous proposons de décrire exhaustivement les 2

approches statistiques les plus adéquates relatives au transfert de méthodes

analytiques que nous avons succinctement présentées dans I’introduction, a savoir

I’approche conventionnelle dite par équivalence et les approches erreur totale.

Quelle que soit 1’approche choisie, une analyse de variance (ANOVA)

hiérarchisée doit étre préalablement réalisée, pour chacun des laboratoires considérés,

afin de permettre 1’estimation de différents paramétres utiles lors de 1’évaluation de la

fidélité et de la justesse de la stratégie de transfert. Cette ANOVA doit contenir un

effet fixe pour le laboratoire et un effet aléatoire pour la série par laboratoire. L’effet

fixe permettra d’estimer les moyennes de chaque laboratoire (u;) et, I’effet aléatoire,

d’estimer les variances intra- et inter-séries des deux laboratoires (o et o2,).

Le modéele ANOVA utilisé est le suivant :

Xijk = Hi * o) + &jk(i

ou

- Xijk est la k-ieme repétition de la série j du laboratoire i ;
- Wi est la moyenne générale des résultats du laboratoire i ;

- 0ji) correspond a I’écart entre la moyenne de la série j du
laboratoire i et pi; o5 est considéré comme une variable
aléatoire ayant une distribution normale de moyenne 0 et de

variance o2, oji) ~ N (0, o2,) ;

- Mi + 0y est la moyenne dans la série j du laboratoire i ;

- gjk() est I’erreur expérimentale qui correspond a la différence
entre 1’observation xijx et la moyenne de la série j du laboratoire
I ; gjkg) est considérée comme une variable aléatoire ayant une

distribution normale de moyenne 0 et de variance o, ;> €k ~

NQO a,);

- o2, représente la variance inter-série du laboratoire i ;
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- oy représente la variance intra-série du laboratoire i.

Nous utilisons la méthode de maximum de vraisemblance restreint pour

estimer les parametres Wi, o2 et o7 du modele. Cette méthode de maximum de

vraisemblance consiste & trouver les valeurs des parametres qui maximisent la

fonction représentant la vraisemblance d’observer les données générées.

Une fois cette analyse de variance effectuée, nous pouvons calculer le biais relatif par
la formule suivante :

BR(%) = 100 x 2 #4 Equation 1
H
ou 1 correspond au laboratoire émetteur et 2 au laboratoire

receveur.

D’autre part, la variance de fidélité intermédiaire dans chaque laboratoire est estimée

par la somme des estimations des variances intra- et inter-séries :

N A n

Uéu i szv,ﬁr Gé,i Equation 2
et, le coefficient de variation de fidélité intermédiaire (CVs;) exprimé en pourcent par

la relation suivante :

n

OF i )
CVs5ii =100 x —= Equation 3

Hi
A partir de ces différents parameétres, il est ensuite possible de comparer les résultats

des sites donneur(s) et receveur(s) et d’estimer, au moyen de trois approches
statistiques classiques, la fidélité et la justesse du transfert réalisé ainsi que par la

nouvelle approche basée sur I’erreur totale, d’évaluer I’exactitude du transfert.
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3.1 Approche par I’équivalence

3.1.1 Fidelité

Comme nous I’avons vu, cette méthode [13] consiste a comparer la borne
supérieure Ls de I’intervalle de confiance unilatéral a (1-a)) du coefficient de variation

de fidélité intermédiaire du receveur a une limite d’acceptation A fixée a priori.
Si MSERr < MSMR,

avec MSEgr: carr¢ moyen de [Derreur résiduelle du
laboratoire receveur obtenu par | ’ANOVA et MSMg, : carré

moyen du modele ANOVA pour le laboratoire receveur ;

alors

2 2
. _ MSM , \? - ’
L. , =O'§| rRT — -1 ) R - (1_1j MSE;
S.0F R ' Q;(Z (a’J —1) K le (Ofl\]K_‘]) K

Equation 4

ou Q. (23 -1) €L Q (2K -J) correspondent aux quantiles de la loi Chi-
x

carré a respectivement J-1 et JK-J degrés de liberté.

n

K -1)c?
Sinon Ls,a,%. = (J_ﬁ Equation 5
® Q[ IK 1)

ol Q,(a; JK —1) est le quantile de la loi Chi-carré a JK-1 degrés de liberte.

Cette borne supérieure peut étre exprimee de maniére relative par la relation suivante :

L
SvGéI,R

Ls, CVq = 100 x A Equation 6
Hr

Si la borne supérieure Ls est inférieure a A, alors le transfert peut étre accepté en

terme de fidélité.
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3.1.2 Justesse

La comparaison des moyennes se base pour cette approche sur deux tests

unilatéraux dont les hypotheses sont :

Hoi @ ME - lLR< M1 Ho2 : ME - WR> A2

VS

Hit i HE- WRZ= M Hi2 i He- lRS A2

avec, la plupart du temps, A1 =- 5.

Si les deux hypothéses nulles Ho; et Ho, doivent étre rejetées, cela signifie que

la moyenne du receveur est probablement située a une distance inférieure a A de la

moyenne de 1I’émetteur et par conséquent peut étre considérée comme comparable a

celle de I’émetteur.

En pratique [6], on construit un intervalle de confiance (1-2a) pour la

différence entre les deux moyennes que 1’on compare aux limites A3 et A, :

|:(/UR_:UE

ou

-Q(M-a; U)GH:_”E ;(,UAR - ,uAE j +Q(1-¢; U)Gﬂ:_#E } Equation 7

- Q,(1-a;v) est le quantile supérieur (1-a) de la loi t de Student

av degres de liberté,

2
-V = (8,MS, +...+ a;MS; ) -~ (méthode de Satterthwaite,

a,MS, ) a.MS
1 1 + + 5 5
ddl, 7 ddl

[14])

- MS; correspondent aux carrés moyens qui composent la

variance d’intérét,

- a sont les coefficients des carrés moyens dans la

décomposition des variances,

- ddI; correspondent aux degrés de libertés des carrés moyens,

N N N

2 2 2 2
2 = 42 2 = | OgRr + Ow R Oge . Owe

— G + .
HR—H HR Hg
T Jr JrKp Je JeKe

La décision sur I’équivalence des moyennes se prend alors comme suit :
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si I’intervalle de confiance a (1-2a) pour la différence entre les moyennes
calculé sous Hp n’est pas inclus dans D’intervalle [A1, Ap], alors les

moyennes ne peuvent étre considérées comme équivalentes ;

sinon les moyennes sont considérées comme équivalentes.
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3.2 Approches basées sur I’erreur totale

Comme nous I’avons mentionné ultérieurement, ces approches statistiques
pour analyser les résultats du transfert sont basées sur 1’utilisation de I’exactitude
comme critére de décision. Ceci est tout a fait justifiable puisqu’il est impossible de
décomposer les sources d’erreurs sur un échantillon inconnu. En effet, on ne connait

jamais sa vraie valeur et c’est elle que 1’on cherche a estimer au mieux.

Par conséquent, dans cette approche, la définition des criteres d’acceptation est
réalisée en regroupant la fidélité et la justesse sous un seul concept : I’erreur totale. La
régle de décision repose dés lors sur l'intégration des bornes de I’intervalle de
tolérance, basé sur la notion d’erreur totale (biais + écart-type) associée a la
procédure, dans des limites d’acceptation définies a priori en fonction de I’objectif de
la méthode sous épreuve. L’utilisation de cette approche permet donc de minimiser
considérablement le risque d’accepter une méthode qui ne serait pas suffisamment

performante en terme d’exactitude ou d’erreur totale.

En pratique, tout comme pour les approches précédemment décrites, une
ANOVA doit étre réalisée pour chacun des laboratoires considérés afin d’estimer les
moyennes de chaque laboratoire (p;) et les variances intra- et inter-séries des deux

laboratoires (o, et &2,). A partir de ces estimations, nous pouvons construire :

» d’une part, I’intervalle de confiance de la moyenne du laboratoire

emetteur :
N o A o
luE_Qt(l_g;nE —1] it ;,UE"'Q{]-—Z;”E —1j FLE Equation 8
2 Ve 2 /n
ou - ;;E = moyenne des résultats,

A

- 9nE = erreur standard sur la moyenne de I’émetteur,
nE

A

- Ope =\ oie+ol. = €cart-type de fidélité intermédiaire des

observations,

- Nng = nombre total des observations,
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- Q{l—zinE _1) = quantile 1_% de la distribution t de Student a

ne - 1 degreés de liberte,
- o = niveau de signification, par exemple 0,05.

» d’autre part, pour le laboratoire receveur, I’intervalle de tolérance des
mesures attendues au niveau [ (en anglais B-expectation tolerance

limits)* dans un schéma équilibré [15]:

~ (14 p T 1+ 8 1 i
_ v | 1+ Of i+ Q| — 0| I+ ——— 0 Equation
{”‘R o j\/ ez i j\/ I } i

9

ou - u, = moyenne des résultats,

A N N

_ 2 2 2
Op R =OwrtOBRr’

_ Rg +1
-Br= o,
KiRs +1

- Jr = nombre de séries,

- Kg = nombre de répétitions par série,

2
e (R, +1) |
[RR“J b
R Kg
Jp -1 JoKe

- QI(M;UJ est le quantile B de la distribution t de Student a v
2

degrés de libertés,

- B = proportion attendues de résultats dans I’intervalle, par

exemple 0,95.

! Intervalle dans lequel on s’attend a observer une proportion B de I’ensemble de la population des
résultats.
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Soient Lg et Ug respectivement les bornes inférieure et supérieure de ’intervalle de
confiance de la moyenne du laboratoire émetteur et Lg et Ug les bornes inférieure et
supérieure de l’intervalle de tolérance des mesures attendues au niveau B pour le

laboratoire receveur, il est des lors aisé de calculer, l’intervalle de décision

Uz @—2), L 0+ A)] sur lequel se base le critére de validité du transfert.

Notons que les estimations des moyennes de chaque laboratoire et des
variances intra- et inter-séries des deux laboratoires sont des éléments indispensables
a I’évaluation de I’acceptabilit¢é d’un transfert analytique, c’est-a-dire que les
estimateurs sont nécessaires pour prendre une décision, mais que la décision ne porte

pas sur les valeurs de ces estimateurs.

L’intervalle de tolérance du receveur est comparé a [U. (1—A), L. (1+ A)]. Si
cet intervalle de tolérance y est inclus. Si ce n’est pas le cas, il n’y a pas de garantie
suffisante que le receveur donne des résultats suffisamment proches de ceux donneés

par I’émetteur.

Pour I’approche évaluant le risque d’avoir des résultats chez le receveur hors

des limites d’acceptations, on calcul :

P[Xg <(@-AU¢]+P[Xg > @+ )]

(1_ﬂ‘pE_:[lR (1+/?“)LE_,[‘R
=P +P >
Q)< JR+1 QW) JR+1

OA_FI,R 1+m &FI,R 1+m
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4 Exemple d’application

Une méthode pharmaceutique ayant pour objectif de quantifier la quantité d’une
substance active dans une formulation a été transférée d’un laboratoire d’assurance
qualité vers un sous-traitant. Cette méthode était basée sur de la chromatographie
liquide a haute performance avec détection UV. L approche par I’équivalence d’une
part et les approches par I’erreur totales seront illustrées pour statuer quand a
I’acceptabilit¢ du transfert. Les résultats obtenus dans chaque laboratoire sont
présentés au Tableau 2.

Les limites d’acceptation pour le critere de justesse et de fidélité intermédiaire ont
tous les deux été fixées a 3% en valeur relative. Pour 1’approche par erreur totale, le
transfert est considéré acceptable si 1’on peut démontrer que au moins 95% des
résultats futurs du receveur seront & moins de 5% de la vraie valeur. En d’autres
termes, B et A valent respectivement 0,95 et 0,05.

La validation préalable de la méthode par le laboratoire émetteur a permis d’obtenir
I’estimateur de sa variance inter-série ce qui nous a permis d’établir un design pour le
transfert. En effet, étant donnée que cette variance est négligeable, seulement une
série de 3 répétitions a été réalisée par I’émetteur. Toutefois, comme il est essentiel
d’estimer la fidélité intermédiaire chez le receveur 5 séries de 3 répétitions ont été

effectuées.

Tableau 2 : Résultats obtenus lors du transfert.

Emetteur Receveur
Série 1 Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5
10.41 10.38 10.41 10.25 10.21 10.49
10.39 10.47 10.46 10.20 10.21 10.49
10.42 10.35 10.51 10.35 10.29 10.50

Pour I’émetteur, la moyenne ainsi que la variance des résultats ont été calculés :
f1. =10.4067 et 6% =0.000233
Pour le receveur, une analyse de variance incluant un effet aléatoire pour la série a été

ajustée sur ses résultats ce qui a permis d’estimer la moyenne ainsi que les variances

intra et inter-séries :

fly =10.3713, 62 . =0.00288 et 57, =0.01220
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4.1 Approche par I’équivalence

Pour le critere de justesse, un intervalle de confiance a 90% de la différence des
moyennes des résultats des laboratoires a été calculé en échelle relative (Tableau 3) et
comparé aux limites d’acceptations [-3% ; +3%]. Etant donné que cet intervalle de
confiance est inclus dans ces limites d’acceptation, les moyennes des deux

laboratoires sont considérés comme comparables.

Tableau 3 : Statistiques calculées pour évaluer le critére de justesse.

Intervalle de confiance a 90%

Echelle Biais Limite Limite
inférieure supérieure
Absolue -0.0353 -0.01446 0.07393
Relative (%) -0.339 -1.389 0.710

Pour le critére de fidélité, le CV de fidélité intermédiaire du receveur a été estimé a
1.184% avec une borne supérieure de I’intervalle de confiance a 95% de 2.661%.
Etant donné que cette borne est inférieure a la limite d’acceptation de 3%, le critére de

fidélité est accepte.

Dés lors, comme le critére de justesse et de fidélité sont acceptés, le transfert est
considéré comme réussi. Toutefois, notons qu’aucune information quant au risque

d’avoir des résultats loin de la vraie valeur n’a été fournit.

D’autres exemples d’application de I’approche par équivalence au transfert de

méthodes analytiques peuvent étre trouvé dans les références suivantes : [7, 8, 16-19].

4.2 Approches basées sur 1’erreur totale

Rappelons que pour I’approche par erreur totale, le transfert sera considéré
acceptable si I’on peut démontrer que au moins 95% des résultats futurs du receveur
seront a moins de 5% de la vraie valeur. En d’autres termes, B et A valent
respectivement 0,95 et 0,05.

Afin de calculer I’intervalle de décision, calculons I’intervalle de confiance de la

moyenne des résultats de I’émetteur a 50% : L, =10.3995 et U, =10.4139

L’intervalle de décision vaut donc : U (1— 1) =9.8932 et L (1+ 1) =10.9195]
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L’intervalle de tolérance a 95% calculer pour le receveur est de [10.1018 ; 10.6408] et
est inclus dans I’intervalle de décision précédemment calculé. On peut donc s’attendre
qu’au moins 95% des futurs résultats du laboratoire receveur seront & moins de 5% de

la vraie valeur et par conséquent le transfert est accepte.

Dans la seconde approche, la probabilit¢ d’avoir des résultats hors des limites

d’acceptations est calculée comme suit :

P[X, <9.8932]+ P[X >10.9195]
= P[Q, (v =12.1750) < —3.7254] + P[Q, (v =12.1750) > 4.2703]
=0.0014 + 0.0005
=0.0019

Ce risque étant inférieur au risque 1-B=0.05, le transfert est aussi accepté par cette
méthode. On peut donc voir que le risque d’avoir des résultats a plus de 5% des ceux

du receveur est négligeable.

D’autres exemples d’application des approches basée sur 1’erreur totale peuvent étre

trouvé dans les références suivantes : [8, 19].
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Annexe 1 : Diapositives

Cycle de vie des méthodes analytiques
/—)'\

Sélection Développement -7

Laboratoire 1 7 ’
7
R

Routine Validation

\L Transfert

Y AN
e Routi
pa Validation outine

e N
7

" Laboratoire 2

- Développement Sélection

S~———

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg

Transfert : Définition du probleme

Approches conventionnelles:

Evaluation distincte des critéeres de justesse et de fidélité par
rapport a des limites d’acceptation fixées a priori.

= Justesse:

= descriptive: basée sur les estimations des moyennes
uniquement;

= différence: basée sur un test t de Student bilatéral;

= équivalence: basée sur deux tests t de Student unilatéraux.
= Fidélité:

" descriptive: basée sur les estimations des variances
uniquement;

équivalence: basée sur un intervalle de confiance.

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg
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Transfert : Définition du probleme

Critiques des approches conventionnelles:

= Approche descriptive:

= ne contréle aucun des risques producteur et
consommateur.

= Approche par la différence:
= contrdle uniquement le risque producteur

= se comporte de maniére illogique lors d’'une
augmentation de taille de I'échantillon.

= Aucune des approches:

= ne permet de compenser l'erreur aléatoire par I'erreur
systématique et vice versa

= ne répond a l'objectif d’'un transfert !

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg

Transfert : Définition du probleme

Développer une approche statistique adéquate qui:

Est cohérente avec la validation des méthodes analytiques

Consiste en un seul critére a évaluer

Donne des garanties que les résultats du receveur seront
suffisamment proche de la vraie valeur

Minimise les risques de prendre une mauvaise décision :
* Risque consommateur : transférer alors que le receveur ne maitrise
pas la méthode

* Risque producteur : ne pas transférer alors que le receveur maitrise
la méthode

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg
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Objectif du transfert de méthode

Laboratory 1
Analytical Method Life Cycle

Derniére étape avant les analyses de routine
dans un autre laboratoire ! <

nsfer
Raytine
us@
Laboratory 2
Analytical Method Life Cycle

* L'objectif d’un transfert de méthode est similaire a celui de la validation:

L'objectif du transfert est de donner au laboratoire

ainsi qu'aux instances réglementaires des garanties que
chaque résultat qui sera obtenu en routine sera
suffisamment proche de la vraie valeur inconnue

de I'analyte dans I'échantillon.

Mais...

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg

Objectif du transfert de méthode

... la vraie valeur est inconnue (batch)...
... mais estimée par I'émetteur ...
... avec incertitude

[
@) @

—

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg
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Objectif du transfert de methode

1.,

0.95 Ley,

1.05 Ug,,

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg

Objectif du transfert de méthode
095 Ue, | (1051 |
]
Jo

‘ Transfert rejeté

| 095Ue, | (105 Len |
‘ Transfert accepté

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg
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Fénofibrate — Acide Fénofibrique : Transfert

* Plan expérimental

> Laboratoire émetteur

» Laboratoire receveur

Laboratoire de Chimie Analytique, ULg

1
Fénofibrate — Acide Fénofibrique : Transfert
Fénofibrate Acide
. Limjtes d’acceptation ajustées . fénofibrique
| / N
169 — — 0.169
- //intervalle de tolérance & 90% |
’g) ] §
2 7 g
g < &
5 [%2]
] \ —
2 TRésultats du receve g
153 — =
N > 0.144
T AN / T
Receveur | imites d’acceptation ajustées Receveur
Laboratoire de Chimie Analytique, ULg
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