Quel protocole pour valider ses méthodes : NF T90-2 10 ou NF V03-110 ?
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Abstract.

Accredited laboratories following the 1SO 17025 éaw validate their analytical methods. Two maiandards can be used by
laboratories: the NF standard T90-210 and the Hirdstrd V03-110. These two standards were recestigad (respectively in 2009 and
2010) and have both sudden of profound evolutions.

Some evolutions are common to both reference stdadach as the fact of :

- to work on the found quantity (for example thencentration) rather than the values of informat{as for example peak area or
absorbance).

- to realize the trial in conditions of intermedigirecision rather than in conditions of repeaiigbil

- to introduce a new more global approach basetth®@maccuracy that is to take into account at theeséme the bias and the precision of
the method to conclude on the acceptability ofrtie¢hod.

There are nevertheless differences, the most impbdf which is certainly the determination of thieit of Quantification (LQ). This
LQ is generally very important for laboratories &ese it is going to allow determining the low liffidm which they can give a result
with a defined accuracy.

The objective of the paper is to show the pointsasfvergence as well as the main differences bet&estandards to help laboratories in
the choice of one of both standards for their méshealidation.

Résumé.

Les laboratoires accrédités selon I''SO 17025 ddiwealider leurs méthodes d’essais non normalisBesix principaux référentiels
traitent de la validation des méthodes : la norrReT90-210 et la norme NF V03-110. Ces deux protacole été révisés récemment
(respectivement en 2009 et 2010) et ont tous debixde profondes évolutions.

Certaines évolutions sont communes aux deux réfélemelles que le fait de :

- travailler sur les grandeurs retrouvées (par @tera concentration) plutdt que les valeurs d'infations (par exemple une
aire de pic ou une absorbance),

- réaliser les essais dans des conditions detidéliermédiaire plutdt que dans des conditionségétabilité,

- introduire une nouvelle approche plus globaleéébasur I'exactitude qui prend en compte a la @isistesse et la fidélité de la
méthode pour conclure sur son acceptabilité pgror@mu besoin.

Il existe néanmoins des différences dont I'appratié¢hodologique et la détermination de la LimiteQ@entification (LQ). Cette LQ est
généralement trés importante pour les laborat@meeselle va permettre de déterminer la limite basgartir de laquelle ils pourront
rendre un résultat avec une exactitude définie.

L’objectif de cet article est de présenter les fide convergence ainsi que les principales diffégs entre les 2 normes afin d’'aider les
laboratoires dans le choix du protocole & mettreeemnre pour la validation de leurs méthodes.



Introduction

D'aprées la norme NF EN ISO CEI 17025 [1], la
validation d'une méthode est la «confirmation par
examen et I'apport de preuves objectives du fadt igs
prescriptions particulieres en vue d’'une utilisatprévue
déterminée sont remplies ». Cette étape aboutisséat
déclaration d'aptitude de la méthode se positiosmtee
son développement et sa mise en routine.
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Fig. 1 Définition d’une validation de méthode

Les laboratoires se lancant dans la validation elgsl
méthodes d'analyse, d'essai ou d'étalonnage se
confrontent systématiquement au choix du protocee
validation. Il n'y a pas de protocole « obligatoire
'exigence de I''SO 17025 sur ce point porte sur la
nécessité de «valider » sans préciser les moyens
d’arriver a la déclaration d’aptitude de la méthode

Plusieurs normes présentent des protocoles deatialid
de méthode, ils sont spécifiques a certains dormsaine
d’analyse et ne peuvent pas toujours étre appliqaés
leur totalité. C'est donc au laboratoire d'évaldai-
méme son besoin en termes de :

- criteres de performance a évaluer

- limites acceptables

- méthodologie a adopter

Les deux protocoles les plus couramment utilisédgsa
laboratoires sont les normes NF T90-210 et la ndxifie
V03-110. Cet article présente chacune de ces deux
normes dans une premiére partie, puis les simdguet
différences les plus significatives seront mises en
évidence.

Présentation des deux protocoles de
validation

1 - Le protocole NF T90-210

Ce document a été rédigé pour la validation desodéts
d’analyse physico-chimiques appliquées au domame d
I'eau. L'application de ce protocole intervient uioés la
méthode développée afin de vérifier les différeni®res

de performance suivants dans des conditions détdéidé
intermédiaire :

- la fonction d’étalonnage

- la limite de quantification

- I'influence de la préparation des échantillons
- 'exactitude de la méthode

. Methocile Méthode
développée ou .y
p normalisée
adaptée
,l’zonctmn oul oul
d’'étalonnage
Limite de
Quantification oul oul
Rendements Ooul OuUl
Interférences oul NON
Exactitude Oul NON

Fig. 2 Critéres a valider selon la NF T90-210

Le plan d'expérience de type A permet d’évaluer une
fonction d’étalonnage dans un domaine de mesurempar
test d’adéquation ou une comparaison. La validateoia
fonction d’étalonnage peut donc se faire de degarfa :

- soit en comparant les erreurs de modéle
observées a des Erreurs Maximales Admissibles
(approche métrologique),

- soit en comparant les erreurs de modéle aux
erreurs expérimentales (approche statistique).
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Fig. 3 Représentation des biais liés a la modélsat
pour une fonction d’étalonnage linéaire
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La limite de quantification doit ensuite étre vakden
appliguant un plan d'expérience propre. La LQ est
définie comme la « plus petite grandeur d’'un amabyt
examiner dans un échantillon pouvant étre détemniné
quantitativement dans des conditions expérimentales
décrites dans la méthode avec une exactitude défini

La norme NF T90-210 propose la vérification d'une
limite de quantification présupposée en étudiant la
justesse et la fidélité au niveau de cette valeur.
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Fig 4 : Validation d’'une LQ présupposée



On vérifiera I'exactitude de la méthode a la limite
guantification choisie par rapport a un écart makim
acceptable de 60 %.

Le troisieme plan d'expérience proposé consiste a
déterminer le rendement de la méthode, I'objedah#&

de caractériser linfluence de I'étape de prépamati
lorsque celle-ci n'est pas prise en compte dartsd&de

la fonction d’étalonnage.
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Fig 5 : Deux résultats possibles de I'étude du Emdnt

L'étude du rendement peut aboutir a deux résultats
distincts :

- le rendement moyen n'est pas
significativement différent de 100% (cas de gausinela
figure 5), le biais n'est donc pas significatif ezt regle
générale, le laboratoire n'apporte pas de cornectie
rendement.

- le rendement moyen est significativement
différent de 100% (cas de droite sur la figure &)e
erreur systématique est donc présente. Le labogatoi
pourra alors définir une correction de rendement a
appliquer dans I'expression du résultat final. étede
du rendement sur toute la plage de concentratian pe
étre nécessaire pour mieux connaitre la correaten
rendement a appliquer. Le laboratoire peut égalémen
décider de ne pas corriger ses résultats, il deloes
tenir compte de l'erreur systématique dans sonutalc
d’incertitude. Cette option induira forcément une
incertitude de mesure plus importante.

Les interférences possibles doivent également étre
étudiées. Les essais seront organisés de facdasedies
selon s’il s'agit d’interférences spécifiques (iéeent
agissant directement sur la réponse de I'analytehan
spécifiques (interférent lié a la présence d'un pose

qui produit un signal y compris en absence de Rdea

Ces deux types d'interférences pourront étre ésudté
mis en évidence respectivement par des tests d#ajou
dosés et par ajout du composant interférent.

Le dernier critere de performance a valider dans le
protocole NF T90-210 est I'exactitude de la méthade
travers de I'étude de la fidélité intermédiairedatbiais.
Cette exactitude est vérifiée sur des échantilttors les
valeurs de référence sont connues et sera comparéae
écart maximal acceptable (EMA) issue d'une exigence
réglementaire, normative, client ou fixée par le
laboratoire.

Une interprétation du biais de la méthode pour ohaq

niveau sera d'abord réalisée au travers du caleul d
nombre En ou de la comparaison du biais de la rdétho
avec un biais maximum défini par le laboratoire. La
validation de [I'exactitude pourra étre réalisée en

comparant le biais moyen pour chaque niveau aux EMA
définis. La figure 6 est une représentation graphide
cette interprétation pour un niveau donné.
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Fig 6 : Validation de I'exactitude d’'une méthode

Une fois I'ensemble de ces plans d'expérienceséslila
déclaration d’'aptitude de la méthode va s’appuyeiles
résultats et les interprétations de chacun deérestde
performance étudiés.

2 - Le protocole NF V03-110

Ce document propose un protocole de caractérisation
vue de la validation d'une méthode d'analyse
guantitative, en particulier dans le domaine
agroalimentaire. Son application, tout comme lanmer
NF T90-210 intervient une fois la méthode dével@ppé
La déclaration d’aptitude de la méthode s’appuiesic

la construction et I'interprétation d’un profil Kactitude.

La norme NF V03-110 nécessite la réalisation d’lamp
d’étalonnage et d’'un plan de caractérisation quit so
directement liés.

La plan d'étalonnage consiste a établir plusieurs
fonctions d’étalonnage avec des solutions étalbsslen

la méthode aussi proche que possible de cellesé&aén
routine (nombre de niveaux d'étalonnage, de répatt

par niveau et étendue du domaine d’'étalonnage). Les
précautions a prendre sont le respect de I'indégerel
des mesures, le choix des niveaux de solutiongrétal
régulierement répartis dans tout le domaine chetsi
'absence de dilutions successives. Les fonctions
d’étalonnage sont ensuite représentées graphiquemen
pour chague gamme d’étalonnage.
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Fig. 7 Représentation des grandeurs retrouvées

Cette étape est recommandée en plus de I'exameel vis
des données afin de détecter une erreur flagrantées
données aberrantes. Les grandeurs retrouvées pburro
ensuite étre calculées a partir de la fonctionaltétnage
correspondante a chaque gamme.

Le plan de caractérisation permet ensuite de efalés
profil d’exactitude de la méthode. Pour cela, ilt es
nécessaire dutiliser des échantillons les plus



représentatifs possibles du domaine d’applicattahles
et homogeénes, et dont la concentration est coreplus
exactement possible (MRC, ajouts dosés, échartillon
dopés, méthode de référence). Plusieurs sériealgsas
doivent étre réalisées dans des conditions deitBdél
intermédiaire en respectant les conditions suiwante

- application du mode opératoire de routine

- indépendance entre les mesures

- utilisation des données d’étalonnage du jour
pour calculer les grandeurs retrouvées du plan de
caractérisation.

A partir de ces grandeurs retrouvées, plusieurs
parametres pourront étre calculés comme le biaslap

le biais relatif, le taux de récupération ou lesités de
tolérance. Le profil d’exactitude est alors étabh
positionnant en abscisses les valeurs de référenea
ordonnées le taux de récupération moyen. Pour igeme
une interprétation complete, il est nécessaire ldeep
également sur le graphe les limites de tolérants gue

les limites d’'acceptabilité définies. Un exemplepdefil
d’exactitude est présenté sur la figure 8.

Domaine de validité de la méthode

A
4 N\
Limite d’acceptabilité Haute
XZ, - =
XZ, Zs
0.25 mg/L 2 mg/L 4 mg/L Concentration
Limite d’acceptabilité Basse

Fig. 8 Exemple de profil d’exactitude

La méthode sera déclarée apte sur un domaine idééal
borné. Celui-ci sera défini en vérifiant les deux
conditions suivantes :

- le domaine de validité est inclus dans le
domaine étudié lors du plan de caractérisation,

- les limites de tolérance calculées sont
inférieures aux limites d’acceptabilité définies.

Etude comparative des deux normes

1 - Les principales différences

Les domaines d’application annoncés dans les deux
référentiels constituent une premiéere différenca L
norme NF T90-210 s’applique plus particulieremeumt a
méthodes d’analyse physico-chimiques dans le damain
de l'eau alors que la norme NF V03-110 a été rédigé
pour les méthodes d’analyse quantitatives dans le
domaine agroalimentaire. L'approche dans la vatidat
des différentes caractéristiques de la méthode est
globalement différente. Le protocole NF T90-210
présente plusieurs plans d'expérience permettant de
valider les caractéristiques de la méthode une& an

savoir la fonction d'étalonnage, la limite de
guantification, le rendement, les interférences et
I'exactitude.

2

I'exactitude a été
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Fig. 9 Tableau comparatif entre les deux normes

Quant a elle, la norme NF V03-110 présente une
approche plus globale avec la construction d'urfilpro
d’exactitude, permettant ainsi de valider les défées



caractéristiques a partir d'une seule représematio
graphique. Enfin, la facon de déterminer la limite
quantification (LQ) differe également. Alors que le
protocole NF V03-110 décrit comment déterminer
expérimentalement la LQ a partir du profil d’exaddie,

la norme NF T90-210 préconise la validation
expérimentale d'une LQ présupposée qui doit étre
déterminée avant la réalisation des essais.

2 - Les similitudes entre les deux protocoles ?

Malgré les différences citées précédemment, iltexie
nombreuses similitudes entre les deux référentists.
traitement statistique des résultats se fait airpdes
grandeurs retrouvées (exemple : concentrationpetan
partir des valeurs d’'informations (exemples : a@eepic,
absorbance) comme cela a pu étre le cas dansrkenge

précédentes. Les analyses demandées par les plans

d’expériences sont systématiquement réalisées diesis
conditions de fidélité intermédiaire. Le nombreatade
mesures a réaliser pour constituer le dossier ligatian

de méthode est quasiment identique pour les deux
référentiels. Enfin, méme si les deux normes o#@t ét
établies initialement pour des domaines différéess et
agroalimentaire), elles sont toutefois applicaldemute
méthode d’'analyse quantitative.

Conclusions

Les normes NF T90-210 et NF V03-110 permettent
d’arriver au méme objectif (validation d’'une métkdd
par des moyens différents. Les deux protocoles
présentent chacun des avantages et des inconv&namnt
laboratoires devront choisir entre deux approches
distinctes : la premiére permet de connaitre eidesl
indépendamment différents critéeres de performasaes

la base de plusieurs plans d’expérience (NF T90;440
deuxiéme permet de conclure de facon globale @ plart
I'étude de I'exactitude de la méthode (NF VO3-110).
nombre d’essais a réaliser pour l'application desixd
normes étant trés proches, le colt de la validat&na
quasiment identigue. Le domaine d’activité¢ du
laboratoire et les différences entre les deux apm®
présentées dans cet article sont des paramétres qui
devront étre pris en compte dans le choix du podéode
validation a appliquer par les laboratoires.
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