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Presentation du laboratoire

Laberatolre:
x CentreHospitalier Sainte-Anne; Pans: (5014.
a Laboerateire de hielogie polyvalente, 24h/24n.

s Secteur specialise: desage’ des medicaments
PSYCheLIropPes

Role:
a Praticien hespitalier: responsable de l'unite de
toxicoelogie-pharmacolegie:

Assurance gualite:
= Qualification Biogualite ebtenue en fevrier 201.3.




Contexte

= Dosages de 50 psychotropes:

technigues chromatographiques mises au
point au laboratoire de pharmacologie.

s EXigencerderlanerme NEENISO 15189
Validation les méthodes développees par le
laboratoire (8§ 5);

Evaluer I'impact des risques potentiels sur le
resultat (8 4).




Quren est-1l au laboeratolre?

Etat des lieuxien janvier 201:3:

s Methodes ae desage partiellement
validees.

= Analyse de risgue non realisee.

x \Mode operatoire de validation de
methoade non redige.




Objectif de I’'etude

s Realiser une analyse de risgues du
PrECESSUS analytique;

= Rediger un mode eperatolre de
validation de methode;

s Valider le dosage quantitatif-de la
clozapine sur le systeme: Ultimate 3000




PDeroulement de I'etude

|les etapes::

Description, Evaluation, Analyse Maitrise §, Redaction
du processus ¥du materiel des des du
analytique 4 critique risques risques

Validation du dosage quantitatif de la clozapine

lLeS partiCIpants::

s LLes techniciens habllites en’ pharmacologie.
a L'e service hiomedical.

x e réferent qualité en metrologie.




Processus analytigue

Etape I: 1- pesée des poudres étalons

Etalonnage |2- preparation des solutions stocks
et de travalil (dilution)

Etape II: 3- prise d’essai des échantillons
Eictraction patients et des CQ

Etape III: 4- Intéegration des pics

Chromatogra | chromatographiques
-phie 5- Calcul des concentrations
(paramétrage)




Materiel critigue

Matériel de mesure
Pipettes,
balance,

verrerie volumétrigque.

Suivi
meétrologique ?

Certificat d’étalonnage?
Conforme Constat de vérification?
a la norme? Prestataire accrédité?




Diagramme d’ISHIKAWA

@ Tube de préleventent inadapte (tube gel) @ Pipetted, balances non étalonnéss

2 Erreur d"identificajon du tube primaire ou 2 Verrerig volumétrique (fioles et pipettes jangdes)
détérionée y trait de jauge non visible, embout cassé ..

@ Centrifugation tardmg (> 4 heures aprés le

3 Mauvaises conditiong de conservation
de I"échantillon (analyte’
iciel de chromatographie : emeur choix pic d’intérét, erpur

® Réactif : périmé, chalgement lot, emreur aon pic, caleul des concentrations mal paramétré

de livraison...

& Lgpiciel de Bsultat ; emreur de saise

& Courbe de calibratiopserronse

3 Seockage des rfactifs et échantillons :
températurzs de stogiape non respectées. ..

Méthodes i Milieu




Mautrise des risgues

Analyse des causes de'defalllance du

PreceSsUSs analytigue:

» Comment sont-elles maitrisees ?
= Que doit-on'ameliorer 2

lableau dermaitrise desirsgues

Etape du | Description
PrOCESSUS' | des
analytigue | defaillances

Les causes
de
déefaillance

Actions
de
prevention

Actions
d’ameélioration
(& prevoir)




Courbe >, Causes
d’étalonnage/ Pipette ou
erronée balance

P 40Ty
utibisatenr en frangs
c s

Dosape des
echartillons

de s methodes mises au point en pharmacologle
esten cours de Edaction

Organiser des conirhle s inter-
laboratoires pour les autres mokcuk s
Fediger un MO pour be changement
des lampes des demcteurs UV et

[#mimtion de
l'efficache et de la
Trafement
de s donnge,
chromatogg BITONE © o i 0 (Chromelk on Eprie du parametrags des
philque s i) 3 OpC C-M O ! ogicl chromato graphie.

plos £'loeseet,
forme des pics...)

alldation valldationa T
‘echnique ‘tort de la droie 2 do

| deralonnage O rpiEtanon au \ :
CI) ermonée o accepration du O
3 an N cibles du fourg

Calcul des Causes: Erreur ou
concentrations modification

La vérification et
le raccordement
métrologique du matériel
critique

Veérifier et sécuriser
le paramétrage
des logiciels de

Chromatographie

erroné du parametrage de calcul




Redaction du mode operatolre

DECUMENLS SUPPOKLS::
= Guides du COFRAC (SH GTA 04),
= Sociétes savantes (SFBC, SFTA), FDA...

|leS criteres de pPerformMances :
= La fidélite, la justesse, I'exactitude, etc...

les limites diacceptabilite

|les Verlhications experimentales




Validation du desage de la
clozapine

[Date de miISe en senvice :
= Mars 2012

Operateurs: :

= Techniciennes habilitées en
pharmacologie (V. Olin et C. Boyer),

Periode d’evaluation :
m 18/04/2012 au 23/08/2013;




Description de la methoede

Analyte/mesurande Clozapine

Principe CLHP couplée a DAD
Type échantillon Plasma

Prétraitement Extraction liquide/liquide
Intervalle de référence | 350 a 600 ng/ml
[nstrument Ultimate 3000 (Dionex)

Matériau d’ étalonnage | Clozapine base (pureté >
98%)

Type d’étalonnage Droite 7 points (10 a 800
ng/ml)




cofrac

FICHE TYPE QUANTITATIF |  Rercneuce: suFoRuss

VERIFICATION (PORTEE A) / VALIDATION INDICE DE REVISION : 00
(PORTEE B) D'UNE METHODE DE BIOLOGIE

MEDICALE DATE D’aAPPLICATION : 15/04/11

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Preciser le type et reference d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...} :

Repetabilite: Echaniilions niveau 1 et 2 : sérums « drug-free » surchargés en clozapine ; Echantillons niveau
3 et 4 : controle interme de gualité.

CV (%) limite
bﬂ if;fla ur (hors Conclusion*
fournisseurs®*

10 9.5 0.56 5.9% / 20% Conforme

Echantillons Mm;:m Moyenne? =i

type v e

Echantillon
niveau 1
Echantillon
niveau 2
Echantillon N

niveau 3 10 1928 7.53 3.9% / 15% Conforme

Echantillon
niveau 4 10 468.6 24.9 5.3% / 15% Conforme

* Guidance for industry: bioanalytical method validation, Food and Drug Administration (May 2001);
Guideline on bioanalytical method validation, European Medicines Agency (July 2011).

10 44.4 1.83 4.1% / 15% Conforme

Conclusions : conforme

Fidelité intermédiaire : Echantilons niveau 1 et 2: sérums « drug-free » surchargés en clozapine ;
Echantillons niveau 3 et 4 : contréle interne de qualité.

CV (%) limite
Echantillons No{nh':?re Moyenne® E:.ty;- CV (%) fol.?n"fligﬁur (hors Conclusion®

fournisseu rss)“
10 9.2 0.68 7.4% ! 20% Conforme

Echantillon
niveau 1
Echantillon
niveau 2
Echantillon
niveau 3
Echantillon
niveau 4 10 705.4 62.6 8.9% ! 15% Conforme
* Guidance for industry: bicanalytical method validation, Food and Drug Administration (May 2001);
Guideline on bioanalytical method validation, European Medicines Agency (July 2011).

10 44.6 360 8.1% / 15% Conforme

10 143.6 15.9 11.1% / 15% Conforme

Conclusions : conforme




Justesse (approche de la) : evaluee a partir de ClQ non externalisés.

Cas des controles internes externalisés

Moyenne Biais

générale (36}
(toutes /groupe
techniques) | de pairs

10 1436 147.0 ! -2.3% [ Conforme

Cible@
Echantillons ‘b'La l:;rzs {groupe
= de pairs)

Biais (%)
/moyenne Conclusion®
générale

Echantillon
ClQ niveau 1
Echantillon
ClQ niveau 2
@Cible fournisseur ; ©Biais (%:)/cible fournisseur.

* Guidance for industry: bicanalytical method validation, Food and Drug Administration (May 2001);
Guideline on bioanalytical method validation, European Medicines Agency (July 2011).

10 705.4 747.0 -5.6% Conforme

Conclusions : Conforme

Exactitude :
Cas des controles externes ponctuels (année 2012 et 2013)

Moyenne
Nombro® | Valew | Sbe | genersie | miis ) | Pn ) | Bials

(M) Labo (toutes Icible générale limite

techniques)

Mars 2012 7e 1410 121.2 1229 +16.3 +-16% Conforme
Avril 2012 81 61.8 66.9 = 7.6 +-16% Conforme
Mai 2012 78 =10 0 / / +-15% Conforme
Juin 2012 83 154.5 150.3 147 6 +2.8 +-15% Conforme
Juillet 2012 85 542.7 556.4 5519 -2.5 . +-15% Conforme
Aot 2012 82 294 .0 290.1 290.6 +1.3 +-15% Conforme
Septembre 2012 82 102.1 100.2 101.8 +1.9 +-15% Conforme
Octobre 2012 84 1213.8 1225.0 1216.6 -0.9 . +-15% Conforme
Movembre 2012 8a 190.4 106.1 104.8 +1.7 . +-16% Conforme
Décembre 2012 B4 3826 378.3 3774 +1.1 +-16% Conforme
Janvier 2013 80 780.0 788.2 700.4 . . +-156% Conforme
Février 2013 73 95.3 97.1 97.4 . . +-15% Conforme
Mars 2013 74 2748 266.6 266.6 . . +-15% Conforme
Avril 2013 76 1194.9 1120.9 1100.8 . +-15% Conforme
Mai 2013 79 60.3 68.4 701 . +-16% Conforme
Juin 2013 78 28.5 30.3 32.4 . +-16% Conforme
Juillet 2013 82 116.4 121.0 121.4 . . +-16% Conforme

* nombre total de participants

Conclusion
ur




INCERTITUDES (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :

Mode de calcul (cf. SH GTA 14) :

Méthode Cofrac CIQ + EEQ
Uy = Sreprn {CIG}
Uz = biais/3 (EEQ)

(Biais calculé & partir de la moyenne des écarts entre la valeur

laboratoire et la valeur cible)

—_—
Ue =" Wy~ + Uz

U=2xu,

Quantification de l'incertitude
(niveau bas) :

44.6 +/- 7.0 ng/ml

Cuantification de l'incertitude
(niveau moyen) :

143.6 +/- 16.0 ng/m

Quantification de l'incertitude
(niveau haut) :

705.4 +- 18.4 ng/ml

Interprétation :

!

Conclusions :

COMPARAISON DE METHODES :

Données bibliographiques (fournisseurs,
publications,...) :

MNA

Methode pracedente, autre méethode utilisee dans le
laboratoire, appareil en miroir ou EBMD :

Détecteur UV monochromatique
(Shimadzu SPD—-6AV)

MNombre de mesures :

7

Intervalle de comparaison adaptee a l'activite du
laboratoire :

30 a 500 ng/ml

Meathode d'exploitation des réesultats :

Droite des moindres rectangles

Equation de la droite de regression :

Y =1.017 X - 0.864

Diagramme des différences et/ou des rapports :

MNombre de déviants = 0

Conclusions et dispositions’ :

Conforme




INTERVALLE DE MESURE (indispensable en portée B)
(si possible et pertinent, ex : troponine, micro albumine, plaguettes, PSA, TSH) :

Mode de détermination : Tests de dilution ;
CV inter-essais
Limite inferieure de linearite (de quantification) 10 ng/ml

Profil de fidélité : (CV inter-essais < 20%)
Limite supérieure de linearite : 4000 ng/mil

INTERFERENCES
(ex : Hemolyse, turbidite, bilirubine, médicaments - a prendre en compte dans les facteurs de
variabilité - a évaluer si nécessaire) :

Verification bibliographique : /

Vérification : Les molécules médicamenteuses suivantes
n'interferent pas avec le dosage de la clozapine :
cyamémazine, chlorpromazine. loxapine,
halopéridol, olanz apine, risperidone, 9-0OH
risperidone, aripiprazole, amisulpride, quétiapine,
norguétiapine, miansérine, paroxétine, fluoxétine,
escitalopram, venlafaxine, ODM venlafaxine,
duloxétine, diazépam, oxazépam, lorazépam,
prazépam. lametrigine.

CONTAMINATION
(indispensable en portée B et pour les parameétres sensibles en portée A)

Inter echantillon pour les paramétres sensibles Sequence HIH2ZH3B1B2B3
%de recouvrement = - 0.03%
Contamination non significative

Inter réactif si nécessaire A

Commentaires éventuels :

Veérification de I'absence de pics interférents aux temps de rétention de la clozapine et de I'étalon
interne dans les matrices biologiques utilisées pour réalisés les points de gamme de la droite de
calibration.




Conclusion

LeS POINES POSILITS::

x Bilan sur les actions d‘amelioration;

x M.O de validation de methede redige;
x Validation du desage de'la clezapine (SH formi43).

|"ES PESPECLIVES :
m Etudier la robustesse et la stabilite des reactifs;
= \Valider I'ensemble ' des methodes.

les difficultes’ ... avenir: :
= |e temps pour valider tous les desages;
s Le colt (ex.: suivi metrolegigue).
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