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Les recommandations  contenues dans ce guide sont le fruit de la 
réflexion collégiale de biologistes médicaux issus de laboratoires privés et 
publics, de membres des instances de la section Santé humaine (Comité 
de Section et Commission Technique d’Accréditation), de représentants 
des sociétés savantes (SFBC, GEHT, SFM), des ordres professionnels 
(ordre des médecins, ordre des pharmaciens section G), d’organisme 
agréé reconnu pour l’évaluation des pratiques professionnelles en biologie 
médicale par la HAS (Bioqualité) et d’évaluateurs  techniques . 

1 OBJET DU DOCUMENT 

Les normes NF EN ISO 15189 et NF EN ISO/CEI 17025 définissent les exigences générales 
concernant la qualité et la compétence des laboratoires de biologie médicale et des 
laboratoires d’essai. 
 
Le présent guide technique explicite les exigences des paragraphes 5.4 de la norme NF EN 
ISO/CEI 17025 et 5.3 & 5.5 de la norme NF EN ISO 15189 ainsi que celles de la norme NF 
EN ISO 22870 concernant la vérification/validation des méthodes en biologie médicale, en 
se fondant sur les bonnes pratiques dans ce domaine et les performances communément 
observées et acceptées (état de l'art). Le laboratoire pourra compléter ces informations à 
partir des recommandations proposées par la SFBC, le GEHT, la SFM, l’ANPGM, l’INCA, 
…). 
 
Ce guide ne se substitue pas aux exigences et/ou normes applicables au sein du laboratoire. 
Les recommandations qu’il contient et que le laboratoire est libre d’appliquer, sont celles 
reconnues par le COFRAC comme étant appropriées pour répondre aux exigences des 
normes NF EN ISO 15189, NF EN ISO/CEI 17025 et NF EN ISO 22870, ainsi qu’aux 
documents COFRAC SH REF 02 et 08. Dans tous les cas, il appartient aux laboratoires de 
démontrer que les dispositions prises permettent de satisfaire pleinement aux exigences 
normatives, sur la base des éléments développés dans le présent document. 
 
Ce guide s'adresse : 

• aux laboratoires accrédités ou en démarche d’accréditation COFRAC selon les 
normes NF EN ISO 15189 et 22870 ou NF EN ISO/CEI 17025 ; 

• aux structures exécutant des examens/analyses relevant du champ d’application de 
la section Santé Humaine, comme dans les domaines suivants : analyses médico-
légales, Anatomie et de Cytologie Pathologiques (ACP), biologie humaine, … ; 

• aux fournisseurs de dispositifs de diagnostic in vitro (DM-DIV) pour comprendre et 
accompagner les laboratoires dans leur démarche ; 

• aux évaluateurs du COFRAC, il constitue à ce titre une base d'harmonisation à leur 
usage ; 

• aux membres des instances du COFRAC (Comité de Section, Commission 
Technique d'Accréditation Santé Humaine). 

Le terme « laboratoire » utilisé dans le texte désigne  toute structure accréditée ou candidate 
à l’accréditation, non seulement les laboratoires de biologie médicale (LBM), mais également 
les laboratoires réalisant des analyses dans un cadre médico-légal, les laboratoires de 
l'Etablissement Français du Sang (EFS) exerçant des activités de qualification biologique 
des dons de sang, ainsi que les cabinets d'Anatomie et de Cytologie Pathologiques (ACP) ou 
tout autre laboratoire réalisant des analyses dans le cadre de la biologie humaine. 
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2 DOMAINE D’APPLICATION 

Le domaine d'application du présent guide concerne le cadre spécifique de la « validation » 
des méthodes en Santé Humaine. Il est important de préciser que la grande majorité des 
laboratoires adoptent  des méthodes reconnues  (portée flexible standard A ). Dans ce 
cas, la « validation » correspond à une vérification des performances du système analytique 
(analyseur et réactif), lors de la mise en application (routine) dans le laboratoire. Cette 
vérification permet de confirmer la fiabilité des résultats obtenus (« aptitude à l'emploi »), en 
fonction des objectifs définis pour satisfaire les besoins cliniques. Cette vérification 
correspond à un des éléments de la maîtrise du processus analytique (cf. document SH REF 
02, §5.5.2), et s’applique à l'ensemble des examens de la portée dé finie . 
 
Les laboratoires peuvent également employer des méthodes adaptées ou développées en 
interne (portée flexible étendue B ). Dans ce cas, le laboratoire évalue, pour sa validation, 
l'ensemble des critères de qualité de la méthode susceptibles d'en démontrer la maîtrise. 
 
Ce document propose des recommandations pour chaque cas :  

- la vérification sur site pour les méthodes adoptées (portée de type A), 
- la validation pour les méthodes adaptées ou développées (portée de type B). 

Il aborde également la gestion de la portée flexible incluant notamment la maîtrise des 
phases pré-analytique, analytique et post-analytique. 
 
Pour rappel, seule la phase analytique est envisagée en termes de « validation » de 
méthode. La phase pré-analytique, essentielle, est abordée notamment au travers de la 
maîtrise des risques dans le présent document, ce qui n’exclut pas la réalisation d’essais 
dans certains cas (type de conservateur, extraction, …). Les laboratoires doivent prendre 
cette phase pré-analytique en considération et mettre en place des dispositions conformes 
aux référentiels d'accréditation et a minima  respecter les instructions des notices 
d'utilisation si elles sont spécifiques au fourniss eur ou en valider les adaptations.  

3 MODALITES D'APPLICATION 

Le présent guide technique d'accréditation est applicable à compter du 15 avril 2015. 
Dans le domaine de la biologie médicale, et au jour de son approbation, ce guide technique 
d'accréditation reflète l'état d'avancement des connaissances en termes de 
vérification/validation des méthodes. 

4 SYNTHESE DES MODIFICATIONS 

L’objet principal de cette révision est d’intégrer les exigences de la version 2012 de la norme 
NF EN ISO 15189 (notamment en termes de maîtrise des risques), ainsi que celles de la 
norme NF EN ISO/CEI 17025. De plus, une nouvelle notion est développée : la distinction 
entre processus analytique simple et processus analytique complexe. 
 
Afin d’en faciliter la lecture, aucune marque de révision n’est indiquée. 
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5 DEFINITIONS ET REFERENCES 

5.1 Définitions 

Matrice : milieu faisant l’objet de l’examen/analyse (sérum, plasma, sang total, urine, LCR, 
tissu, …). 
 
Mesurage  : obtention expérimentale d’une ou plusieurs valeurs que l’on peut 
raisonnablement attribuer à une grandeur. Les mesurages ne s’appliquent qu’aux propriétés 
quantitatives. 
 
Technique  : Ensemble de procédés reposant sur des connaissances scientifiques et 
destinés à la production. 
Manière de faire pour obtenir un résultat (équivalent à un mode opératoire). 
 
Méthode  : ensemble ordonné de manière logique de principes, de règles, d’étapes qui 
constitue un moyen pour parvenir à un résultat. 
 
Méthodes quantitatives 
Elles fournissent des résultats issus de données numériques. 
Remarque : Le dénombrement est une propriété quantitative, d’unité égale à 1. Les résultats 
issus d’un ratio (%) sont également considérés comme des résultats quantitatifs. 
 
Méthodes qualitatives 
Elles fournissent des résultats issus de données non numériques. Par exemple, les examens 
à lecture subjective (identification macro et/ou microscopique, …) ou les résultats 
binaires (présence/absence, positif/négatif, …). 
 
Des méthodes qualitatives basées sur des données numériques, c’est-à-dire basées sur une 
évaluation par rapport à un seuil, doivent être vérifiées/validées comme des méthodes 
quantitatives (par exemple : sérologie HIV). 
 
Les résultats de méthodes assimilées comme semi-quantitatives ou semi-qualitatives sont à 
considérer comme étant des méthodes quantitatives. 
 
Les méthodes de ce type feront l’objet d’une vérification/validation appropriée et pertinente, 
adaptée en fonction des familles d’examens définies (SH INF 50) (cf. §9.6 et exemples en 
annexe 2). Seuls les items pertinents seront vérifiés/validés. 
 
Méthodes reconnues  : les méthodes à privilégier seront celles des DM-DIV marqués CE ou 
celles publiées dans des livres faisant autorité, des journaux avec comité de lecture, des 
normes, des instructions de consensus international ou des réglementations. 
 
Méthodes non reconnues  
Les méthodes développées par le laboratoire (ou méthodes internes) doivent être validées 
de manière appropriée pour l'utilisation prévue et parfaitement documentées. 
 
Vérification de méthode  : confirmation que les méthodes reconnues  sont utilisées dans 
leur domaine d'application, qu'elles correspondent aux besoins des « clients » 
(patients/prescripteurs) et qu'elles sont maîtrisées par le laboratoire. 
Les méthodes reconnues entrent dans le cadre d’une portée de type A (cf. document 
SH REF 08).  
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Validation de méthode  : confirmation que les méthodes non reconnues  sont utilisées dans 
leur domaine d'application, qu'elles correspondent aux besoins des « clients » 
(patients/prescripteurs) et qu'elles sont maîtrisées par le laboratoire. 
Les méthodes reconnues utilisées hors de leur domaine d’application et les méthodes non 
reconnues entrent dans le cadre d’une portée de type B (cf. document SH REF 08). 
 
Processus analytique  : ensemble de méthodes permettant l’obtention de résultats 
d’examens aboutissant au diagnostic biologique. 

Dans le cadre d’une approche processus, les données d’entrée du processus analytique 
proviennent de l’étape pré-analytique et les données de sortie seront utilisées pour le 
processus post-analytique (transmission des données, interprétation des résultats de  
l’examen de biologie médicale, …). 

Les examens de biologie médicale peuvent être constitués d’une seule 
méthode/étape/processus (appelée « processus simple », comme le dosage des protéines 
totales dans le sérum) ou de l’enchainement de plusieurs méthodes/étapes/sous-processus, 
faisant appel à des méthodes quantitatives et/ou qualitatives (appelé « processus 
complexe », comme le cas de l’ECBU ou de la Numération Formule Sanguine). 

Le rôle du biologiste consistera à identifier la nature des processus (simple ou complexe), 
puis à vérifier / valider chacune des étapes identifiées. 
 
Exemples : 
- processus simple : dosage des protéines totales 

Processus 
analytique Méthodes Techniques manuelles Techniques 

automatisées 
Dosage des 
protéines totales Quantification Spectrophotométrie 

(biuret) 
Spectrophotométrie / 
biuret 

 
- processus complexe : diagnostic biologique d’une infection urinaire supposée bactérienne 
Processus 
analytique  Méthodes / Etapes* Techniques manuelles Techniques automatisées 

Echantillon 
biologique : 
urine 

Mise en culture en vue 
du dénombrement 
bactérien 

Oeses calibrées Ensemenceurs 

Recherche, identification 
et numération 
d’éléments cellulaires, 
germes bactériens et 
autres éléments 

Examen direct 
microscopique avec ou 
sans préparation 

Analyse d’images ou 
cytométrie en flux 

Recherche, identification 
de germes bactériens et 
de cellules1 

Examen microscopique 
et coloration : Gram… 

Examen microscopique 
et coloration : Gram… 

Recherche, identification 
de germes bactériens 
et/ou bactéries 
spécifiques : 
identification 
bactérienne 

Détermination 
phénotypique : 
- morphologie 
- caractérisation 
biochimique : 
colorimétrie 
- séro-agglutination 
- immuno-enzymologie 
- immunofluorescence 
Biologie moléculaire 

- Caractérisation 
biochimique 
(spectrophotométrie) 
- Spectrométrie de 
masse 
- Biologie moléculaire 
 

                                                
1 Pour les laboratoires exécutant cette étape 
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Processus 
analytique  Méthodes / Etapes* Techniques manuelles Techniques automatisées 

Etude de la sensibilité 
aux antibiotiques : 
antibiogramme 
standard, détermination 
des CMI 

- Méthode de diffusion 
en milieu gélosé, 
inhibition de croissance 
en présence de 
concentration 
d’antibiotiques 
- Biologie moléculaire 
- catégorisation SIR ou 
CMI … 

- Inhibition de croissance 
en milieu liquide en 
présence de certaines 
concentrations 
d’antibiotiques, après 
incubation 
- Biologie moléculaire 
- catégorisation SIR ou 
CMI … 

* : méthodes/étapes/sous-processus correspondants aux lignes de portée décrites dans le 
document SH INF 50. 
 
5.2 Références 

Les références bibliographiques sont rapportées dans l’annexe 4.   

6 QUELLES SONT LES EXIGENCES D’ACCREDITATION ? 

Dans les normes NF EN ISO 15189, NF EN ISO/CEI 17025 et NF EN ISO 22870, la 
validation est abordée dans les chapitres 5.3, 5.4 et 5.5. 
 

NF EN ISO/CEI 17025 § 5.4.2 : 
«Le laboratoire doit utiliser des méthodes d’essai et/ou d’étalonnage, y compris des 
méthodes d’échantillonnage qui répondent aux besoins du client et qui conviennent aux 
essais et/ou étalonnages qu’il effectue […]». 
« […] Le laboratoire doit sélectionner des méthodes appropriées qui ont été publiées dans 
des normes internationales, régionales ou nationales, par des organisations techniques de 
renom ou dans des textes ou revues scientifiques spécialisés, ou spécifiées par le fabricant 
de l’équipement. Des méthodes développées par le laboratoire […] peuvent également être 
employées si elles conviennent à l’usage prévu et qu’elles ont été validées. » 
 

NF EN ISO 15189 & 22870 § 5.3.1.2 & 5.3.1.3 : 
Ce paragraphe indique que « le laboratoire doit vérifier, lors de l'installation et avant 
utilisation, que le matériel est capable d'atteindre les performances nécessaires et qu'il est 
conforme aux exigences relatives aux examens concernés ». Cette exigence s’applique au 
matériel utilisé dans le laboratoire, au matériel prêté ou au matériel utilisé dans des locaux 
associés ou mobiles par des tiers autorisés par le laboratoire. 
« Le matériel doit être utilisé à tout moment par du personnel formé et autorisé. Des 
instructions sur l’utilisation, la sécurité et la maintenance du matériel (y compris tous les 
manuels et toutes les instructions d’utilisation fournis par le fabricant) doivent être 
disponibles. » 
 

NF EN ISO 15189 § 5.3.1.7 j) : 
Ce paragraphe indique que le laboratoire doit conserver « les enregistrements de la 
performance du matériel confirmant que le matériel est actuellement adapté à l'utilisation ». 
 

NF EN ISO 15189 § 5.3.2.3 : 
« Chaque nouvelle formulation de trousses de réactifs prêts à l'emploi résultant de 
modifications de réactifs ou de procédure, un nouveau lot de fabrication ou une nouvelle 
expédition doit être vérifiée en termes de performance avant utilisation Les consommables 
qui peuvent affecter la qualité des examens doivent être vérifiés en termes de performance 
avant utilisation. » 
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NF EN ISO 15189 § 5.5.1.1 : 

« Le laboratoire doit sélectionner les procédures analytiques qui ont été validées pour leur 
utilisation prévue. 
Note : les procédures privilégiées sont celles spécifiées dans les modes d’emploi des DM-
DIV ou celles qui ont été publiées dans des livres établis faisant autorité, des textes ou 
journaux revus par des pairs, ou des normes ou instructions de consensus internationales, 
ou des réglementations nationales ou régionales. » 
 

SH REF 02 § 5.5.1.2 & 5.5.1.3 : 
« Dans le cas de l'utilisation de méthodes reconnues (méthode commercialisée en tant que 
DM-DIV donc marquée CE au titre de la directive 98/79/CE ou méthode faisant l'objet de 
publications internationales validées,…), la validation des méthodes utilisées par le LBM est 
réduite à une « vérification sur site » pour s'assurer que les performances attendues sont 
atteintes dans les conditions de travail du LBM. Le LBM peut dans ce cas revendiquer une 
portée flexible standard de type A. » 
 
Le LBM qui souhaite adapter, à ses besoins, des méthodes reconnues ou développer ses 
propres méthodes doit procéder à leur validation. La validation des méthodes reconnues 
adaptées sera aussi étendue que les modifications apportées le nécessiteront. Le LBM doit 
dans ce cas revendiquer une portée flexible étendue de type B. » 
 

SH REF 08 § 7.2.1 : 
« Dans le cadre d’une portée de type A (flexible standard), le laboratoire est autorisé à 
réaliser des analyses selon un ensemble de techniques validées, à partir de méthodes 
définies, suivant le même principe, ou de leurs révisions dès lors qu’elles n’impliquent pas de 
nouvelles compétences. » 
 
« Dans le cadre d’une portée de type B (flexible étendue), le laboratoire est de plus autorisé 
à réaliser des analyses selon un ensemble de techniques validées, à partir des méthodes 
définies qu'il pourra adapter, voire développer, suivant le même principe. » 
 
Les LBM font un usage important de coffrets réactifs prêts à l’emploi et de systèmes 
commercialisés (DM-DIV). Les critères relatifs aux performances des méthodes  (fidélité, 
justesse, exactitude, sensibilité, spécificité…) sont déterminés par le fabricant préalablement 
à leur mise sur le marché (dossier de marquage CE). Ce dossier n'engage que le fabricant et 
ne fait pas l'objet de contrôles a priori par des organismes notifiés que pour une liste limitée 
d’examens (directive européenne 98/79/CE). Si ces coffrets réactifs prêts à l’emploi et si ces 
systèmes sont utilisés strictement dans les conditions préconisées par le fabricant, les 
méthodes sont considérées comme des méthodes reconnues. Dans ce cas, le laboratoire 
doit uniquement vérifier la mise en application dan s son environnement propre par 
rapport à des critères et des limites acceptables (spécifications2) qu'il a définis, pour 
correspondre aux besoins de ses clients (patients/prescripteurs). Il est important de 
démontrer que la méthode (généralement un couple analyseur/réactif) fonctionne 
correctement dans les conditions opératoires du laboratoire et qu'elle fournit des résultats 
sûrs et fiables pour les patients.  
 

                                                
2 Spécifications : correspondent aux limites d'acceptabilité ("seuils"), sont préalablement définies sur certains 
critères et doivent être remplies pour déclarer la méthode valide. 
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Il n'est pas demandé aux laboratoires d'effectuer de nouveau la caractérisation approfondie 
des méthodes ou des analyseurs. Des études ont déjà été réalisées par les fabricants qui 
annoncent les performances de leurs méthodes3. Il est demandé aux laboratoires de 
procéder à une vérification indépendante avant la m ise en application (cf. §5.5.1.2 de 
la norme NF EN ISO 15189), appelée vérification des  performances sur site. 
 
En effet, de nombreux facteurs peuvent affecter les performances d'une méthode, comme 
par exemple : 

- les changements de lot d'étalons et de réactifs, de consommables ou de fournisseurs 
d'accessoires,  

- les conditions d'expédition et de stockage des réactifs,  
- les conditions ambiantes locales (cas des déménagements, transferts, …),  
- la qualité de l'eau, 
- la compétence (« habileté, dextérité ») de l'utilisateur (par ex : méthodes manuelles). 

 
Il appartient au biologiste de se référer à la documentation technique du fournisseur (notices, 
fiches techniques, références bibliographiques, …). Il doit évaluer et apprécier ces 
informations à la lueur de recommandations ou de textes réglementaires, des attentes du 
prescripteur, des critères de performance proposés (SFBC, Ricos, GEHT, …). Ce travail 
d'expertise est une partie intégrante du métier de biologiste médical.  La 
vérification/validation proprement dite est ensuite effectuée. Le champ et la profondeur de 
cette évaluation dépendent des circonstances et de chaque cas particulier. Elle doit être 
initiale, puis se poursuivre dans le temps (changement de lots de réactifs [si effet de lot 
connu], extensions analytiques, maintenance lourde, changement de version de logiciel, …). 
 
Dans certains cas, cette vérification est une simple confirmation, a posteriori, des 
performances d'une technique déjà en cours d'utilisation (par exemple dans le cas de 
laboratoires en démarche d'accréditation n'ayant pas procédé à une vérification/validation de 
méthode initiale, à l'installation). 
 
D'une manière générale, la connaissance des performances de la méthode d'analyse utilisée 
est indispensable à la maîtrise de la fiabilité des résultats. Une méthode d'analyse présente 
plusieurs caractéristiques essentielles (fidélité, justesse, …) que le laboratoire se doit de 
connaître. La connaissance de ces critères peut être acquise p ar les données 
fournisseur, la bibliographie  et/ou  par l'expérimentation sur site (en portée de type B). 

7 PROCEDURES ET ENREGISTREMENTS 

7.1 Maîtrise de la documentation – méthodologie 

L'élaboration de documents de vérification/validation est importante car si beaucoup 
d'informations et de résultats sont collectés, ceux-ci doivent faire l'objet d’une exploitation 
statistique des données et d’une synthèse dans un dossier cohérent et clair, avec une 
acceptation formelle par un responsable désigné de la validité opérationnelle de la 
technique. 
 

                                                
3 La nécessité de la validation des méthodes s'inscrit dans la mise en application de la directive européenne sur 
les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro (directive européenne 98/79/CE du 27.10.1998) et de l'utilisation du 
marquage CE associé. Cette directive indique dans l'annexe I, exigences essentielles générales (A), point 3: "Les 
dispositifs doivent être conçus et fabriqués de manière qu'ils puissent être utilisés aux fins prévues à l'article 1er, 
paragraphe 2, point b), comme spécifié par le fabricant compte-tenu de l'état de la technique généralement 
reconnu" ("état de l'art"). 
Cette validation est de la responsabilité du fabricant et n'entre pas dans le champ de ce document. 
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Au préalable à cette déclaration d’aptitude, le laboratoire identifiera les informations 
suivantes : 

- Besoins du laboratoire (utilisation prévue de l’examen) 
- Processus simple/complexe 
- Analyse des risques (pré, per, post-analytique) 
- Documentation fournisseur 
- Etude bibliographique 
- Type de portée de la méthode choisie (A/B (modification/création)) 
- Critères de performance attendus définis (état de l’art, données Ricos, sociétés 

savantes, …) 
- Echantillothèque 
- Existence de CIQ/EEQ – modalités de comparaison inter-laboratoires/intersites 

 
Le dossier de vérification/validation (comprenant notamment les données sources, telles que 
les tickets analyseurs, les feuilles de paillasses de travail, documents d’enregistrement et/ou 
d’observation.) sera conservé pendant toute la durée d'utilisation de la méthode et sera 
archivé conformément aux exigences d'accréditation (cf. SH REF 02 §4.13). 
 
Conformément à la procédure de vérification/validation (cf. §7.2), le dossier contient les 
items suivants : 
• Présentation du processus analytique (étape(s), méthode(s), éléments à vérifier/valider), 
• Maîtrise des risques, 
• Détermination des critères de performances (paramètres) à vérifier (cf. §9.6), 
• Détermination des spécifications ou limites acceptables (objectifs à atteindre) de ces 

critères (cf. §9.6), 
• Vérification bibliographique, 
• Plan d'expérience et mise en œuvre expérimentale dans le laboratoire (cf. annexe 1), 
• Compilation et traitement statistique des données obtenues (cf. annexe 3), 
• Conclusion et décision  quant à la validation opérationnelle de la technique, au regard 

des spécifications (limites acceptables) initialement fixées. 
 
Le formulaire présentant une synthèse de la vérification/validation sera demandé au 
laboratoire par le COFRAC pour établir l’expertise technique préalable à toute demande 
d’accréditation initiale, d’extension ou d’ajout. A cet effet, le document SH FORM 43 est mis 
à disposition des laboratoires sur le site internet du COFRAC. Si des documents de synthèse 
internes au laboratoire sont utilisés, ceux-ci devront comporter a minima les points abordés 
dans le document SH FORM 43. 
 
 
7.2 Procédure de vérification / validation de métho des 

Pour respecter les exigences du § 5.5.1 des normes NF EN ISO 15189 & 22870 et § 5.4.1 
de la norme NF EN ISO/CEI 17025, le laboratoire rédigera une procédure générale de 
vérification/validation des méthodes quantitatives et qualitatives précisant sa démarche et 
conservera les données expérimentales établies sur site dans le cas d'une portée de type A 
et/ou de type B. Cette procédure abordera les points suivants : 

1) Modalités de description du processus analytique : le laboratoire décrira, du prélèvement 
au compte rendu, étape par étape, phase pré-analytique et prétraitement compris, les 
différentes étapes de la méthode (manuelle/automatique, processus simple/complexe, 
…). 
Le processus devra intégrer les notions d’expression des résultats (unités, résultat brut 
versus calcul ; cas de TQ/TP/INR), et de la disponibilité de la valeur des signaux mesurés 
(DO, RLU, ratio, …) ; 
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2) Définition du mesurande : le laboratoire identifiera le triptyque analyte, matrice et unité. 

Attention, pour un analyte et plusieurs matrices, il sera nécessaire de procéder à une 
vérification/validation de méthode pour chaque matrice (urine, sang, LCR, …) ; 

 
3) Choix de la méthode : le choix devra tenir compte des performances analytiques de la 

méthode, qu‘il faut décrire ; 
 
4) Analyse de la bibliographie : afin de définir les critères attendus de performance, en 

rapport avec la pertinence clinique, et les limites d’acceptabilité. Préférer une 
bibliographie précise et étayée plutôt qu’une bibliographie très détaillée sans en extraire 
les éléments essentiels ; 

 
5) Analyse des points critiques et maîtrise des risques : le laboratoire devra présenter sous 

forme de tableau, l’ensemble du processus, les risques encourus et les éléments de leur 
maitrise. Tout risque non maitrisé devra faire l’objet d’une vérification à rapporter dans le 
protocole de vérification/validation (cf. étape n°7 ) ; 

 
6) Décision du type de portée flexible (A ou B) pour chaque méthode/étape/sous-processus 

(cf. SH REF 08) ; 
 
7) Définition du protocole de vérification/validation sur site en fonction des critères définis à 

l’étape n°4 :  Un plan d’expérience adapté et statistiquement valide est nécessaire. Le 
laboratoire définira les critères de performance à vérifier pour déclarer la mise en service 
de la méthode. C’est dans ce protocole que l’on trouvera toutes les justifications 
concernant les vérifications faites qui seront d’autant plus simples que le laboratoire suit 
stricto sensu les étapes préconisées par le fabricant ; 

 
8) Exploitation statistique des données issues du protocole : c’est lors de cette étape que 

l’on doit retrouver, pour chaque critère de performance mesuré, sa conformité par rapport 
aux objectifs préalablement choisis (cf. étape n°4)  ; 

 
9) Concordance de méthode / d’analyseurs / de modules : lors du changement d’un 

analyseur, d’une méthode, d’un réactif, …, le laboratoire devra comparer la nouvelle 
méthode à celle qu’il remplace. 
En cas d’analyseurs en miroir, back up, EBMD, …, il est nécessaire d’établir une 
comparaison afin d’assurer la cohérence biologique des dossiers patients lorsque les 
mêmes examens sont traités par plusieurs analyseurs.  

 
10) Prise en compte des transferts informatiques entre l’automate et le SIL et/ ou le 

middleware. Les preuves de cette validation doivent être conservées ; 
 
11) Conclusion : une conclusion sur l’aptitude de la méthode doit être clairement établie 

par un biologiste avec date et signature. Des commentaires peuvent être faits si besoin 
pour améliorer la pertinence de ce document. 
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7.3 Procédure de gestion de portée flexible 

De même, l'adoption de portée de type flexible, s'accompagne d'une procédure dite de 
« gestion de la portée flexible » (ou encore « gestion des changements techniques ») listant 
l'ensemble des opérations à réaliser pour maîtriser le processus lors d'un changement (de 
méthode, de réactif, d’analyseur, …) pour une compétence déterminée (ou ligne de portée 
telle que décrite dans le document SH INF 50). Le laboratoire doit mettre en place une 
procédure spécifique destinée à maîtriser les changements de méthodes intégrant 
notamment la vérification/validation de méthodes, la formation et l'habilitation du personnel, 
les locaux, la gestion des équipements, les contrôles de qualité, … Cette procédure décrit 
l'ensemble des étapes en partant du besoin initial du laboratoire (nouvel automate, évolution 
de méthodes, …) jusqu'à la mise à jour de la liste détaillée des examens et la communication 
au COFRAC, avec les responsabilités associées à chacune des étapes (cf. document SH 
REF 08). 
 
Cette procédure de gestion de la portée flexible est destinée à passer en revue les 
processus mis en jeu lors de toute modification. Elle peut se rapporter à la procédure de 
validation de méthode et renvoie à la maîtrise des éléments suivants : 

- Achats (cahier des charges, …), 
- Processus pré-analytique (prélèvement, conditions de transport, tubes, …), 
- Revue des contrats de prestations, 
- Processus analytique, 
- Liste des méthodes analytiques employées, 
- Formation/habilitation/réévaluation du personnel et responsabilités (notamment pour 

le processus de validation de méthodes), 
- Conditions environnementales, 
- CIQ, EEQ, 
- Informatique (connexion et paramétrage), 
- Processus post-analytique : 

o Intervalle de référence et interprétations, 
o Validation des résultats, 
o Biothèque et rajouts d’examens 
o Gestion du compte-rendu 

- Intégration des processus suivants dans le programme d’audit interne et la revue de 
direction : 

o Revue des méthodes révisées 
o Confirmation et autorisation d’emploi des méthodes reconnues 
o Ajout de méthodes dans la portée d’accréditation 
o Adaptation et développement de méthodes 

- Information aux clients et au COFRAC 
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8 GESTION DES RISQUES 

Pour respecter les exigences normatives et en particulier celles du §4.14.6 de la norme 
NF EN ISO 15189, le laboratoire doit tout mettre en œuvre pour réduire et/ou éliminer les 
risques potentiels identifiés. Les risques potentiels dans un laboratoire de biologie médicale 
sont de fournir des résultats erronés, trop tardifs, inexacts ou accompagnés d’une 
interprétation inappropriée pouvant avoir un impact sur le diagnostic ou le traitement 
médical. 

La gestion des risques de chaque processus comporte plusieurs étapes : 
- l’identification des risques potentiels 
- l’estimation du risque (gravité, fréquence et détectabilité) 
- la maîtrise du risque 

Les risques peuvent être identifiés à partir de l’étude de l’étendue des non-conformités et 
des réclamations. Les risques potentiels peuvent être identifiés soit à partir des analyses de 
tendance (contrôles de qualité interne, suivi métrologique, …), soit à partir de l’étude 
minutieuse des processus en mettant en évidence les étapes sensibles lors de leur 
réalisation. 

L’estimation du risque permet de hiérarchiser / prioriser les actions de maîtrise à mettre en 
place. Le laboratoire pourra ainsi établir une échelle de criticité tenant compte notamment de 
la fréquence et de la gravité des évènements indésirables afin de les maîtriser. Le 
laboratoire s’appuiera sur des actions préventives destinées à les réduire ou à les éliminer. 

La maîtrise des risques dans le cadre de la vérification / validation de méthodes consistera à 
identifier les critères de qualité de la méthode et les étapes critiques de la phase analytique à 
maîtriser. La méthode des 5M pourra être utilisée en envisageant tous les points critiques 
concernant les locaux et conditions environnementales (agencement, température, …), les 
réactifs (préparation, variations lot à lot et stabilité), les équipements (respect des modes 
opératoires et instructions fournisseur, maintenance, étalonnage, raccordement 
métrologique), le personnel (formation, évaluation des compétences), la méthode (critères 
de performance : fidélité, justesse, incertitudes, interférences…), sans négliger les critères 
de qualité des échantillons analysés. 

9 VERIFICATION / VALIDATION SUR SITE DES PERFORMANC ES 
D’UNE METHODE 

Il existait deux formulaires différents et complémentaires pour présenter les données de 
vérification/validation de méthodes (SH FORM 43 et 44). Dans un objectif d’adaptation à 
l’approche  processus  de la version 2012 de la norme NF EN ISO 15189, il ne subsiste 
qu’un formulaire unique  qui synthétise  l’ensemble des items nécessaires. 

Le nouveau formulaire SH FORM 43 est constitué de plusieurs feuillets : 
- les folios 1 et 2 sont destinés à l’identification du ou des processus à vérifier/valider et 

à présenter le processus de vérification/validation, 
- les folios suivants (3 à 8), reprennent les critères de performance que le laboratoire 

évaluera afin de réaliser sa vérification/validation de méthode. 
Pour un processus complexe, ces folios seront dupliqués autant de fois que 
nécessaire pour aborder chacune des étapes constitutives du processus. 

Le présent chapitre se propose d’illustrer les principales étapes définies dans le §7.2. 
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9.1 Description du processus 

Le laboratoire décrira l’examen réalisé en termes d’étape(s) (voir exemples en annexe 2). 
Les paragraphes 9.2, 9.3, 9.4 et 9.6 seront dupliqués en fonction des besoins, en cas 
d’étapes multiples pour un processus complexe. 

9.2 Description de la méthode 

DESCRIPTION DE LA METHODE 

Analyte/Mesurande :  cf. §7.2 du présent guide 
Principe de la Méthode  :  Cette information est retrouvée sous le terme de 

« principe général des techniques » dans le SH INF 
50 (colonne « principe de la méthode ») 

Type d'échantillon primaire  :  Préciser la matrice : urine, sang total, sérum, 
plasma, ADN, tissu congelé/fixé … 

Type de récipient, additifs  : Préciser le type de contenant : tube/additif/présence 
ou non d’un séparateur, flacon/milieux de transport, 
écouvillon… 

Prétraitement  de l'échantillon :  Modalités de prétraitement de l'échantillon 
(centrifugation, dilution, acidification, alcalinisation, 
extraction …) : 

Unités  :  Mode d’expression du résultat (unités, ratio, …) 
Critères d’interprétation 4 : Intervalles de référence : origine et définition par 

critères démographiques ; valeurs seuils, … 
Marquage CE  (Oui/Non)  : Marquage CE (Oui/Non) 
Codage C.N.Q. (s'il existe) 5 : Consulter le site de l’ANSM, pour l’année en cours et pour 

les années précédentes 
Equipement (instrument, analyseur, etc.) :  marque, modèle, référence 
Référence du réactif  : référence fournisseur, version notice 
Matériau d'étalonnage (références)  : Nature et raccordement métrologique 
Type d'étalonnage, nombre de niveaux et  
valeurs : 

Type d'étalonnage (linéaire, non linéaire), préciser 
le nombre de niveaux et les valeurs des niveaux 

9.3 Mise en œuvre 

MISE EN ŒUVRE 
Opérateur(s) habilité(s) ayant réalisé la 
vérification/validation de méthode :  identité de(s) l’opérateur(s) du laboratoire 

Procédure de validation/mode opératoire :  référence et version de la procédure utilisée 
Procédure de gestion de la portée flexible  : référence et version de la procédure utilisée 
Période d’étude 6 : Préciser Du  : xx/xx/xx au  xx/Xx/xx 

Préciser si reprise des résultats antérieurs 
Date de 1e utilisation 7 : préciser xx/xx/xx (ex : mise en route de l’analyseur) 

Rappel : pour les laboratoires accrédités, et dans le cadre de la portée flexible, la 
vérification/validation doit toujours précéder l’autorisation d’aptitude de la méthode. 

9.4 Maîtrise des risques 

Le tableau ci-dessous propose un modèle selon une analyse 5M et la méthode AMDEC. Le 
laboratoire adaptera les points critiques à maîtriser à partir du tableau ci-dessous pour 
chaque paramètre vérifié/validé, certaines lignes devront être ajoutées et d’autres pourront 
être supprimées. 

                                                
4 Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de l’anticoagulant. Tenir compte du sexe, âge… 
5 Lorsque les tables de codage de l'ANSM ne mentionnent pas le réactif concerné, le laboratoire indiquera "non codé par 
l'ANSM". 
6 Certains résultats peuvent provenir de périodes antérieures dans le cas d’une méthode déjà utilisée (cf. § 5.5.1.2/5.5.1.3 SH 
REF 02). Dans ce cas, le laboratoire justifiera du maintien des performances de la méthode. 
7 La date de 1e utilisation peut être antérieure dans le cas d’une méthode déjà utilisée 
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MAITRISE DES RISQUES 
(le laboratoire adaptera les points critiques à maî triser à partir du tableau ci-dessous pour chaque p aramètre vérifié/validé) 

5M Points critiques Echelle de 
criticité 8 Eléments à maitriser 

Moyens de maîtrise (formation du 
personnel, vérification expérimentale, 
jeux d’essai, …) / 
Documents (procédure, instruction, 
enregistrement, …) avec les références 
du SMQ du laboratoire  

M
at

iè
re

 (
éc

ha
nt

ill
on

s)
 

Identité  Formation et information du personnel Procédure d’identitovigilance du 
laboratoire 

Préparation du patient  Information des patients et préleveurs Instructions de prélèvement 
Type de contenants  Formation des préleveurs Instructions de prélèvement, modalités de 

transport, … 
Critères d’acceptation/de refus 

Nature et volume de 
l’échantillon 

 Contrôle à réception 

Délai et température avant 
traitement analytique 

 Gestion logistique (navettes, enceintes 
de transport) 

Interférences  Formation des préleveurs 
Contrôle à réception 

…    

M
ili

eu
 

Conditions de conservation 
des échantillons (t°, …) 

 Métrologie/suivi des enceintes Instructions de conservation 
Enregistrements métrologiques 

Conditions de conservation 
et d’utilisation des réactifs 
(t°, …) 

 

Exigences 
environnementales pour le 
matériel ou l’opérateur 

 Conditions environnementales 
(statiques et/ou dynamiques dans le 
temps) 
Lecture à la lumière du jour 

Exigences / manuel d’utilisation du 
fournisseur 
Enregistrements des conditions 
environnementales 

…    

                                                
8 A définir pour chaque item, sur une base numérique ou qualitative. Le laboratoire identifiera et évaluera le niveau de criticité pour chaque étape du processus et adaptera son niveau de maîtrise en 
conséquence. 
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MAITRISE DES RISQUES 
(le laboratoire adaptera les points critiques à maî triser à partir du tableau ci-dessous pour chaque p aramètre vérifié/validé) 

5M Points critiques Echelle de 
criticité 8 Eléments à maitriser 

Moyens de maîtrise (formation du 
personnel, vérification expérimentale, 
jeux d’essai, …) / 
Documents (procédure, instruction, 
enregistrement, …) avec les références 
du SMQ du laboratoire  

M
at

ér
ie

l 
(é

qu
ip

em
en

ts
) 

Qualité de l’eau  Mesure de la résistivité / stérilité Traçabilité des vérifications 
Surveillance des dérives  Périodicité des maintenances 

Maîtrise des équipements (suivi 
métrologique, raccordement, …) 

Enregistrements des maintenances  
Traçabilité métrologique, CIQ/EEQ 

Contamination  Respect des conditions opératoires du 
fournisseur 

Bibliographie et/ou enregistrement de 
l’essai sur site 

Informatique embarquée   Paramétrage, étalonnage, connexions, 
archivage des données, … 

Enregistrements des jeux d’essai 

…    

M
at

ér
ie

l (
ré

ac
tif

s)
 Conservation et conditions 

d’utilisation 
 Métrologie des enceintes (cartographie 

et suivi des températures) 
Fiches fournisseur 
Traçabilité métrologique 

Gestion des stocks  Acceptation à réception des réactifs 
Gestion des stocks 

Procédure de gestion des stocks (y 
compris acceptation à chaque livraison) 

Reconstitution des réactifs, 
étalons, contrôles 

 Métrologie des pipettes 
Respect du mode opératoire de 
reconstitution 

Traçabilité métrologique 
Instructions de reconstitution 

…    

M
ét

ho
de

 

Limites de la méthode 
(détection, quantification, 
linéarité, interférences, …) 

 Limite de détection, limite de 
quantification, linéarité, interférences, 
… 
Sensibilité, spécificité 

Voir §9.6.1.7 

Incertitudes de mesure  Calcul des incertitudes de mesure (non 
quantifiable pour les méthodes 
qualitatives) 

Voir §9.6.1.5 

…    
LA V

ERSIO
N E

LECTRONIQ
UE FAIT FOI



� Guide de vérification/validation des méthodes en Biologie Médicale 

SH GTA 04 – rév. 01 Page 18 sur 191 

MAITRISE DES RISQUES 
(le laboratoire adaptera les points critiques à maî triser à partir du tableau ci-dessous pour chaque p aramètre vérifié/validé) 

5M Points critiques Echelle de 
criticité 8 Eléments à maitriser 

Moyens de maîtrise (formation du 
personnel, vérification expérimentale, 
jeux d’essai, …) / 
Documents (procédure, instruction, 
enregistrement, …) avec les références 
du SMQ du laboratoire  

M
ai

n 
d’

œ
uv

re
 

(P
er

so
nn

el
) 

Compétence et maintien de 
compétence du personnel 

 Formation et évaluation des 
compétences du personnel, plan de 
formation 
Disponibilité du personnel pour assurer 
le respect de la procédure (par 
exemple tests à lecture subjective) 

Enregistrements des compétences du 
personnel 
Traçabilité de l’occupation des postes de 
travail 
 

…    
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9.5 Identification des performances à évaluer 

La trame du SH FORM 43 est destinée à répondre aux différents cas rencontrés en biologie 
médicale. Les laboratoires seront attentifs au choix des éléments pertinents à rapporter, 
sachant que l’ensemble des éléments présentés dans le tableau ci-dessous correspond à la 
totalité des  critères qu’il est possible d’évaluer lors d’une vérification/validation de méthode. 
 
Tableau résumé des performances à évaluer lors d’un e vérification/validation de 
méthode quantitative ou qualitative (selon NATA note n°17 – juin 2012) :  

CRITERES A EVALUER 
Vérification (portée A) Validation (portée B) 

Méthode 
quantitative 

Méthode 
qualitative 

Méthode 
quantitative 

Méthode 
qualitative 

Fidélité  (répétabilité et fidélité 
intermédiaire) Essai Essai Essai Essai 

Justesse/exactitude  (approche) Essai Essai Essai Essai 

Incertitudes/facteurs de 
variabilité  et évaluation Essai 

Maîtrise des 
facteurs de 
variabilité 

Essai 
Maîtrise des 
facteurs de 
variabilité 

Comparaison  avec méthode déjà 
utilisée au laboratoire ou autre 
méthode du laboratoire (appareil 
en miroir9, EBMD) et analyse des 
discordances10 

Essai Essai Essai Essai 

Intervalle de mesure 
(Limite de quantification et 
limites de linéarité)  

Bibliographie / Essai / 

Interférences  (lipémie, 
hémoglobine plasmatique, 
bilirubine, médicaments, …) 

Bibliographie Bibliographie Essai Essai 

Contamination  entre échantillons 
(s'il y a lieu) Bibliographie Bibliographie Essai Essai 

Robustesse  Bibliographie Bibliographie Essai Essai 
Stabilité réactifs  (après 
ouverture, embarqués) Bibliographie Bibliographie Essai Essai 

Intervalle de référence (valeurs 
usuelles) 

Bibliographie 
(fournisseur ou 
autre, s’assurer 

de la 
cohérence 

avec l’état de 
l’art) 

Bibliographie Essai Essai 

Limite de détection / Bibliographie / Essai 
Spécificité/sensibilité  
analytique  / Bibliographie / Essai 

Le dossier doit conclure sur l'avis d'aptitude 11 de la méthode ou du système analytique.  

                                                
9 Appareils en miroir : privilégier les appareils utilisant des techniques de principes analytiques identiques sinon il est possible 
d’utiliser des codes examens différents pour le même paramètre ou d’utiliser un facteur de corrections (pour les techniques 
linéaires) de manière transitoire . Le laboratoire doit avoir une stratégie d’uniformisation des techniques pour un même 
paramètre. 
10 Pour les examens fournissant un résultat de type qualitatif, extrapolé à partir de la mesure d'une donnée quantifiable 
(absorbance par exemple), avec un effet de seuil (étude des faux positifs et des faux négatifs par exemple). 
11 En cas de dépassement des spécifications choisies a priori par le laboratoire, celui-ci justifie l’acceptation des écarts pour 
pouvoir conclure à l’aptitude de la méthode et l’enregistre. 
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Le dossier de vérification/validation peut renvoyer à d'autres documents (bibliographie, 
notices fournisseurs, documents internes au laboratoire, etc.), correctement référencés et 
accessibles. 

Ce tableau récapitule les différents cas de figure. Il constitue une base de travail. Cependant, 
dans certaines situations, des essais pourront être ajoutés ou supprimés (ceci devant être 
argumenté). 
 
 
9.6 Vérification des critères de performances et mé thodes de calcul 

Le laboratoire établit les critères de performance de sa méthode. Il les compare aux données 
de référence dont il dispose (fournisseur, bibliographie, sociétés savantes, …) et conclut 
quant à l’acceptabilité de sa méthode en fonction de ses besoins vis-à-vis du critère testé. 
Les échantillons utilisés devront être décrits. Toute discordance avec les performances 
annoncées par le fournisseur sera investiguée. 

Rappel : tous les éléments décrits ne sont pas nécessairement abordés, notamment dans le 
cadre de méthodes adoptées. 

9.6.1 Vérification/validation d'une méthode quantitative 

9.6.1.1 Evaluation de la répétabilité 
L'essai de répétabilité consiste à analyser un même échantillon dans les conditions 
suivantes  : même opérateur, même lot de réactifs, même instrument, même étalonnage 
dans un délai le plus court possible. L'objectif est de caractériser la meilleure performance 
possible, dans des conditions optimales et de vérifier le bon fonctionnement du système 
(instrument/réactif) pour l’analyte concerné. L'évaluation de la répétabilité est indispensable 
lors de l'installation d'un nouvel analyseur afin de connaître les performances initiales. 
 
Ce calcul est répété pour chacune des matrices  (sérum, urine, LCR,…) soumises à 
analyse, en utilisant des échantillons biologiques ou des échantillons du contrôle interne de 
Qualité (CIQ). Pour un même analyseur, ce calcul doit être effectué pour chaque analyte  à 
mesurer et à plusieurs niveaux de concentration. 
Il peut être nécessaire de réitérer des essais de répétabilité pour vérifier le bon 
fonctionnement du système notamment après une intervention importante (panne, 
maintenance,…). 
Les résultats obtenus sont comparés aux CV annoncés par le fournisseur et/ou à d’autres 
critères (sociétés savantes…). 
 

REPETABILITE 
Applicable  ; non applicable (à justifier)  

Echantillons Nombre de 
valeurs (N) Moyenne Ecart-

type 
CV 
(%) 

CV (%) 
fournisseur 

CV (%) retenu 
par le 

laboratoire (cf. 
source 12) 

Conclusion 13 

Type de 
matrice 
(plasma, 
sérum, CIQ, 
…) 

 

Niveaux 
testés 

 

 

   

Argumentaire de la conclusion : 
 
                                                
12 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA…). Préciser la référence utilisée. 
13 Conforme/non conforme 
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9.6.1.2 Fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) 
Il est souhaitable que les niveaux testés pour évaluer la fidélité intermédiaire soient 
identiques à ceux testés en répétabilité (établissement de la robustesse). 
 
L'essai de fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) consiste à analyser un 
même échantillon dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des 
facteurs : l'opérateur, le temps, les lots de réactifs, les étalonnages,… Il permet de 
paramétrer les critères d’acceptation des antériorités en combinaison avec les variations 
biologiques notamment dans le cas de systèmes d’aides à la décision.  
 
Lorsque les résultats obtenus sont supérieurs aux limites de conformité préétablies, le 
laboratoire vérifiera si les différences observées, compte tenu du nombre de valeurs et du 
niveau de concentration des échantillons, sont significatives et les confrontera aux exigences 
cliniques. 
 

FIDELITE INTERMEDIAIRE 
Applicable  ; non applicable (à justifier)  

Echantillons Nombre de 
valeurs (N) Moyenne Ecart-type CV (%) CV (%) 

fournisseur 

CV (%) retenu 
par le 

laboratoire 
(cf. source 10) 

Conclusion 11 

Type de 
matrice 
(plasma, 
sérum, CIQ, 
…) 

 

Niveaux 
testés 

 

 

   

Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.1.3 Justesse 
La justesse est l’étroitesse de l'accord entre la moyenne d'un nombre infini de valeurs 
mesurées répétées et une valeur de référence (ou valeur vraie).  
 
Dans les LBM, les matériaux de référence certifiés sont peu utilisés en pratique courante ; il 
est donc difficile de parler stricto sensu de « valeur vraie » et par là-même de justesse.  
 
Une approche de la justesse peut être envisagée en comparant la moyenne de plusieurs 
dosages d'un même échantillon à une valeur cible, assimilée à la « valeur vraie ». L'écart 
observé correspond au biais. Le biais peut être évalué à partir des résultats obtenus avec 
des échantillons de contrôle titrés ou des valeurs observées dans des programmes de 
contrôle interne couplés à une comparaison inter-laboratoire (externalisation des CIQ).  
 
La valeur assignée peut être biaisée, et devrait, idéalement, être déterminée grâce à une 
méthode de référence dont les résultats sont traçables au SI ou aux étalons internationaux. 
 
La commutabilité des échantillons, c’est-à-dire leur capacité à se comporter comme des 
échantillons réels (échantillons de patient) quelle que soit la méthode utilisée, doit être prise 
en compte. En effet, les effets de matrice engendrés par les différents traitements subis par 
les échantillons de contrôle durant leur préparation (lyophilisation, congélation, ajout de 
conservateur, surcharge, mélange, …) peuvent être à l’origine de biais qui ne sont pas 
retrouvés avec des échantillons patients. 
La connaissance de la valeur vraie repose actuellement sur les valeurs assignées associées 
aux échantillons de contrôle. Ce sont des valeurs consensuelles (moyenne de l’ensemble 
des participants (si les seuils de décision pour l’examen concerné sont standardisés (HAS, 
consensus, …)) ou moyenne par groupe de pairs en fonction des méthodes, des analyseurs 
ou des fournisseurs).  
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JUSTESSE (à partir des CIQ externalisés) 
Applicable  ; non applicable (à justifier)  

Echantillons 

Nombre 
de 

valeurs 
(N) 

Valeurs 
Labo 

Cible 
(groupe 
de pairs) 

Biais 
(%) 

/groupe 
de pairs  

Moyenne 
générale 
(toutes 

techniques) 

Biais (%) 
/ moyenne 
générale 

Biais (%) 
limite 10 Conclusion 11 

Echantillon 
CIQ niveau 1         

Echantillon 
CIQ niveau 2         

Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.1.4 Exactitude 
L’exactitude est définie comme l’étroitesse de l'accord entre une valeur mesurée et la valeur 
vraie d'un mesurande. Comme la justesse, l’exactitude devrait être vérifiée à partir d’étalons 
primaires, de matériaux de référence certifiés (MRC) ou de méthodes de référence traçables 
au SI ou à des étalons internationaux. A ce jour, les laboratoires évaluent l’exactitude à partir 
des résultats des Evaluations Externes de la Qualité.  
 
Une étude d’exactitude correspond à la comparaison du résultat d’un seul dosage d'un 
échantillon inconnu à une valeur cible consensuelle (cf. §6.1.3). L'écart observé 
correspond à l’inexactitude (erreur d’exactitude) . 
 
L’évaluation de l’exactitude est pertinente lorsque le nombre de participants à l’EEQ est 
suffisant (cf. SH REF 02 §4.6). 
 
Il est rappelé qu’une analyse des résultats obtenus lors des campagnes d’EEQ est 
nécessaire à l’octroi ou au maintien de l’accréditation (cf. SH REF 02 §5.6.4, 5.6.5 & 5.6.7). 
 

EXACTITUDE (à partir des contrôles externes ponctuels  : EEQ/CNQ) 
Contrôles quantitatifs  ; Contrôles qualitatifs  

Echantillons 14 Valeur 
Labo 

Cible 
(groupe 
de pairs) 

Cible 
(toutes 

techniques) 

Biais (%) 
/ groupe 
de pairs 

Biais (%) / 
toute 

technique 

Biais 
(%) 

limite 10 
Conclusion 11 

        
        

Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.1.5 Incertitude de mesure 
La norme NF EN ISO 15189 précise que « le laboratoire doit déterminer l’incertitude de 
mesure de chaque procédure de mesure dans la phase analytique utilisée pour consigner 
les grandeurs mesurées sur les échantillons des patients […] et régulièrement examiner les 
estimations d’incertitude de mesure » (cf. §5.5.1.4). De plus, les composantes d’incertitude 
de la phase analytique pour chaque mesurande doivent être établis (cf. tableau de maîtrise 
des risques du document SH FORM 43). Un calcul d’incertitude doit en outre être déterminé 
pour les paramètres quantitatifs (cf. SH REF 02). 
 

                                                
14 les échantillons testés correspondent aux EEQ/CNQ 
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La démarche est de définir le mesurande et d’analyser le processus de mesure : 
- identifier les facteurs susceptibles d'influencer le résultat de mesure ; 
- identifier, parmi ceux-ci, ceux dont l'influence est considérée comme non significative, 

en précisant les raisons de cette décision (preuve ou élément connu) 
- apporter la preuve de la maîtrise des facteurs qui ont une influence significative sur 

les résultats. 
Elle est à poursuivre, en application des directives d’EA, pour l’expression de l’incertitude 
pour les essais quantitatifs (document EA 4/16), en mettant en œuvre une méthode 
d'évaluation de l’incertitude en fonction des informations disponibles. 
Le document SH GTA 14 a été rédigé pour aider les laboratoires à la détermination de 
l’incertitude de mesure. 
 
L’incertitude doit faire l’objet d’une réévaluation régulière (une périodicité annuelle est 
recommandée). 
 

INCERTITUDE DE MESURE  (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation)  : 
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence  d’interférence résiduelle)  ; calcul  

 Incertitudes calculées Exigence de 
performances 

Mode de calcul (cf. SH GTA 14) : Formule utilisée  Référence 
Quantification de l'incertitude  
(niveau 1) : 

Niveau 1 en valeur absolue ± U ou 
Niveau 1 en valeur absolue ± U% 

Exigences en fidélité, 
justesse et incertitude 

Quantification de l'incertitude  
(niveau 2) : 

Niveau 2 en valeur absolue ± U ou 
Niveau 2 en valeur absolue ± U% 

Exigences en fidélité, 
justesse et incertitude 

Quantification de l'incertitude  
(niveau xxx) : 

Niveau xxx en valeur absolue ± U ou 
Niveau xxx en valeur absolue ± U% 

Exigences en fidélité, 
justesse et incertitude 

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?) : 
 

9.6.1.6 Comparaison de méthodes 
Dans le cadre d’appareils en miroir, la comparabilité des résultats doit être assurée, lors de 
la validation initiale, et de façon continue (cf. ISO 15189 § 5.6.4). 
Un tableau (annexe1 §8) présente le cas de la comparaison de deux analyseurs. Dans le 
cas de la comparaison de plus de deux analyseurs, une analyse adaptée des résultats devra 
être effectuée (cf. annexe 3). 
 
Si des différences significatives sont observées, le biologiste médical formalise la conduite à 
tenir : 

- Adaptation des intervalles de référence, 
- Information des cliniciens prescripteurs, 
- Utilisation transitoire  et documentée  d'un facteur de correction (attention aux 

problèmes d'interprétation des résultats de comparaisons inter-laboratoires avec les 
EEQ ou les CIQ externalisés), 

- Rejet de la méthode si elle ne correspond pas au cahier des charges initial. 
 
Remarques : 
- Après établissement du graphique des différences (différences observées en fonction du 
niveau de concentration), les valeurs discordantes éventuelles devront être exploitées par le 
laboratoire afin de mener une analyse des causes et une analyse d’impact sur les 
divergences constatées entre les 2 méthodes testées. 
- Changement d'analyseur : en cas d'impossibilité d'évaluer le nouvel analyseur en parallèle 
avec le précédent (par exemple manque de place pour positionner les 2 analyseurs dans le 
laboratoire), le laboratoire établit dans sa procédure de gestion de portée flexible les 
opérations réalisées a minima avant d'effectuer des examens pour les patients. 
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COMPARAISON DE METHODES : 
Applicable  ; non applicable (à justifier)  

Données bibliograp hiques (fournisseurs, 
publications,…) : Références méthodes 

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le 
laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBMD : 

Appareils en miroir : préciser les références des 
appareils comparés 

Nombre de mesures  : 30 
Intervalle de comparaison adaptée à l’étendue des 
mesures du laboratoire : 

Préciser les valeurs minimum et maximum de 
l’étendue des mesures 

Méthode d'exploitation des résultats  : Droite des moindres rectangles, moindres carrés, 
passing et bablok … 

Equat ion de la droite de régression  : Y = ax + b 
Diagramme des différences et/ou des rapports  : Indiquer le nombre de déviants après les avoir 

vérifiés et documentés 
Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.1.7 Etendue de mesure 
L’étendue de mesure comprend la limite de détection, la limite de quantification et la limite 
supérieure de linéarité. 
 
Limite de détection : Il s'agit du plus petit signal exprimé en quantité ou en concentration qui 
peut être distingué avec une probabilité donnée d'un blanc de réaction réalisé dans les 
mêmes conditions (en chromatographie, la limite de détection peut être déterminée comme 
étant égale au triple de l'écart-type obtenu à partir du signal correspondant à la ligne de base 
mesuré 10 fois). 
 
L'étude de la limite de détection est basée sur l'analyse statistique de la différence de 
signaux observés entre les blancs et les échantillons. 
 
Pour les méthodes qualitatives, la limite de détection correspond au seuil de positivité. 
 
Limite de quantification : La limite de quantification correspond à la plus petite valeur 
mesurée exprimée en concentration, fournie avec un niveau de fiabilité acceptable et 
d'incertitude connue. 
 
La limite de quantification est la plus petite valeur qui peut être fournie pour un échantillon de 
patient. 
 
Limite de linéarité  
Après la dilution d'un échantillon de concentration très élevée, les résultats obtenus 
permettront de vérifier l’existence d’une relation linéaire entre les dilutions effectuées et les 
concentrations observées (s'assurer de l'adéquation du diluant nécessaire et des pipettes 
utilisées). La limite supérieure de linéarité et la limite de quantification permettent de définir 
le domaine de mesure de la méthode. 
 

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en p ortée B) 
(étude expérimentale possible si pertinente en port ée A pour : 

troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, …) 
Applicable  ; non applicable (à justifier)  

Limite de détection  : Etude bibliographique (sources et 
valeurs) 

Etude expérimentale (valeurs) 

Limite de quantification  : Etude bibliographique (sources et 
valeurs) 

Etude expérimentale (valeurs) 

Limite supérieure de linéarité  : Etude bibliographique (sources et 
valeurs) 

Etude expérimentale (valeurs) 

Argumentaire de la conclusion : 
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9.6.1.8 Interférences et spécificité analytique 
Une méthode « sélective » ou « spécifique » permet le dosage d’un analyte sans 
interférence dans une matrice complexe. Des substances dites « interférentes » altèrent le 
signal de mesure pouvant entraîner des résultats erronés. 
Une étude expérimentale pertinente doit être effectuée dans le cas d’une portée de type B 
afin d’établir l’influence de substances présentes dans la matrice et potentiellement 
interférentes. 
 

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en  portée B) 
(étude expérimentale possible si pertinente en port ée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirubine, 
médicaments - à prendre en compte dans les facteurs  de variabilité - à évaluer si nécessaire) 

Applicable  ; non applicable  

Hémolyse  Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH) 
Turbidité  Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH) 
Bilirubine, ictère  Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH) 
Médicaments  Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge 
… Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge 
Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.1.9 Contamination 
Des phénomènes de contamination peuvent être observés lors de l'utilisation de systèmes 
analytiques, notamment au niveau des systèmes de pipetage des échantillons 
(contamination inter échantillons) et de distribution des réactifs (contamination inter-réactifs). 
 
Contamination inter échantillons :  
Une étude de contamination inter-échantillon est à effectuer pour tous les systèmes 
automatisés. Elle porte surtout sur les analytes qui peuvent être affectés par ce phénomène 
en raison des variations physiologiques observées en pratique courante (β-HCG, Antigène 
HBs, …). Cette étude sera répétée en cas de doute sur le fonctionnement du système 
automatisé, et en particulier du système de lavage et/ou de décontamination. 
 
Compte tenu de l'importance clinique de certains examens, le niveau de la contamination 
doit être proche de zéro ou susciter la définition de règles de vérification systématique à 
chaque fois qu’un échantillon présente une valeur susceptible de contaminer l’échantillon 
suivant et de produire un résultat erroné. 
 
Contamination inter-réactifs : 
Le phénomène de contamination inter-réactifs peut se produire sur un analyseur lorsque le 
système de distribution est commun à tous les réactifs. 
 

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en  portée B) 
(étude expérimentale possible si pertinente en port ée A pour les paramètres sensibles) 

Applicable  ; non applicable  

Inter échantillon pour les paramètres sensibles (par 
exemple Ag HBS, βHCG) : 

Préciser les données fournisseur ou les résultats de 
l’essai de surcharge 

Inter réactif si nécessaire  (par exemple  : LDH et 
ALAT, cholestérol et phosphate, lipase et 
triglycérides) : 

Préciser les données fournisseur ou les résultats de 
l’essai sur site 

Argumentaire de la conclusion : 
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9.6.1.10 Robustesse et stabilité des réactifs 
Robustesse 
La robustesse d’une procédure d’analyse est une mesure de sa capacité à ne pas être 
affectée par des variations faibles, mais délibérées, des paramètres de la méthode. La 
robustesse fournit une indication sur la fiabilité de la méthode dans les conditions normales 
d'utilisation. 
Ces variations, faibles, correspondent à l’écart d’un paramètre opératoire par rapport à sa 
valeur nominale définie dans la méthode. Certains paramètres peuvent avoir une influence 
comme par exemple :  

- la température d'incubation : vérifier que l'incubateur atteint bien le point de consigne 
sans dépassement supérieur lors de la stabilisation, 
- les effets de bords sur microplaques : vérifier l’influence éventuelle sur la qualité des 
résultats de la position de l'échantillon en différents emplacements de la plaque, 
- la composition d'une phase mobile en CLHP (pH, teneur en solvant,…). 

 
Stabilité des réactifs 
Dans le cas de réactifs fabriqués par le laboratoire, celui-ci devra établir les conditions de 
stabilité (température, durée de conservation, …). Pour les réactifs correspondants à des 
DM-DIV, le laboratoire notera les préconisations relatives à la stabilité des réactifs définies 
par le fournisseur (température et durée de conservation avant/après ouverture, 
conservation embarquée sur l’analyseur, …). 
 

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS 
(étude expérimentale indispensable en portée B) 

(étude expérimentale possible si pertinente en port ée A pour les paramètres sensibles) 
Applicable  ; non applicable  

Eléments critiques  testés (t°, pH, position sur un 
support, …) 

Préciser les données fournisseur ou essai sur site 

Stabilité des réactifs après ouverture, embarqués, …  Préciser les données fournisseur ou essai sur site 
Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.1.11 Intervalle de référence et/ou valeurs seuils 
L’intervalle de référence et les seuils de décision médicale seront définies et documentées 
par le laboratoire, en fonction de l’âge, du sexe, ... et devront être adaptées à l’usage des 
résultats par les cliniciens en pratique courante.  
 
Dans le cas d’un examen en portée de type B, le laboratoire devra définir ses propres 
intervalles de référence ou les seuils de décision médicale correspondants. 
 

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fo nction des données 
démographiques (étude expérimentale indispensable e n portée B) 

Applicable  ; non applicable  

Valeurs de référence  Préciser les données fournisseur ou les résultats des 
essais pratiqués 

Argumentaire de la conclusion : 
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9.6.1.12 Déclaration d’aptitude 
Une conclusion argumentée, à partir des limites d’acceptation définies au préalable, doit 
finaliser l’acceptation de la méthode (par une personne compétente et habilitée à cet effet, 
cf. ISO 15189 §5.5.1.3). 
 

DECLARATION d’APTITUDE 

Conclusion :  
Autorisée par : 
Signature 
 
 
 
 
Rappel : 
La confirmation des performances de la méthode est nécessaire dans la pratique 
quotidienne. Pour maîtriser pleinement une méthode, l'utilisation, la gestion et le suivi des 
contrôles internes de qualité (CIQ) et des évaluations externes de la qualité (EEQ) sont 
indispensables. Leur exploitation statistique permettra de vérifier et de confirmer notamment 
la fidélité et la justesse de la méthode (cf. SH GTA 06). 

 
 

9.6.2 Vérification d’une méthode qualitative 

Dans le cadre d’une technique qualitative, la vérification expérimentale sur site est plus 
réduite, et s'appuie fortement sur des études de risques (méthode des 5M), sur l’habilitation 
des opérateurs, ou sur l'étude des performances des Evaluations Externes de la Qualité. 
 
Le laboratoire établit les critères de performance de la méthode utilisée. Il les compare aux 
données de référence dont il dispose (fournisseur, bibliographie, sociétés savantes, …) et 
conclut quant à l’acceptabilité de sa méthode en fonction de ses besoins vis-à-vis du critère 
testé. Toute discordance avec les performances annoncées par le fournisseur ou avec les 
performances de la précédente méthode sera investiguée. 
 

9.6.2.1 Variabilité inter-opérateurs 
La variabilité inter-opérateurs constitue un indicateur de la maîtrise de la réalisation des 
méthodes non automatisées (cf. annexe 3). Un moyen d’assurer cette maîtrise repose sur la 
vérification de la compétence des opérateurs (habilitation). Des critères objectifs pourront 
être établis, par exemple, par l’intermédiaire d’une analyse de la robustesse. 
 

VARIABILITE INTER-OPERATEURS 
Applicable  ; non applicable  

Opérateur évalué 1  Essai sur site – résultats de la variabilité 
Opérateur éval ué 2 
… 
Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.2.2 Sensibilité, spécificité analytiques, justesse et fidélité 
Les concepts de sensibilité et de spécificité sont utilisés pour les tests dichotomiques 
(oui/non, positif/négatif, etc.). La sensibilité et la spécificité d'un test donnent une 
appréciation de sa validité intrinsèque. 
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La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité que la maladie soit présente lorsque le 
test est positif. La valeur prédictive négative (VPN) est la probabilité que la maladie ne soit 
pas présente lorsque le test est négatif. 
 
En microbiologie, en particulier pour les tests d’identification ou les tests de sensibilité aux 
antimicrobiens, la notion de concordance est préférable aux notions de sensibilité et de 
spécificité : concordance au genre et à l’espèce pour les identifications, concordance à la 
classe de catégorisation S (sensible) / I (intermédiaire) / R (résistant) pour les sensibilités 
aux antimicrobiens. 
 
Il est souvent très difficile pour les laboratoires d'obtenir des échantillons positifs (ou 
négatifs) en nombre suffisant pour vérifier la spécificité et la sensibilité diagnostique d'une 
méthode en raison d'un recrutement parfois insuffisant (techniques de RAI, de groupage, de 
sérologies, dépistage du paludisme, des parasitoses digestives, ...). La vérification 
bibliographique critique prend donc ici toute son importance. 

 
Selon NATA note technique n°17, à partir des VP, FP , VN et FN, il est possible de calculer 
une approche de la fidélité et de la justesse d’une méthode, lorsque le recrutement est 
suffisant  et qu’une méthode de référence / diagnostic définitif est dis ponible  : 
 

 
 

 
 
Une méthode qualitative sera d’autant plus fidèle et juste que les valeurs obtenues seront 
proches de 100 lorsqu’elles sont exprimées en %. 
 

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE 
(étude expérimentale indispensable en portée B) 

(étude expérimentale possible si pertinente en porté e A) 
Applicable  ; non applicable (à justifier)  

Vrais positifs  Spécificité, sensibilité, VPN, VPP 
Faux positifs  
Vrais négatifs  
Faux négatifs  
Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.2.3 Incertitude de mesure  
Dans le cas des méthodes qualitatives le laboratoire doit procéder à une analyse du 
processus, afin d'établir les éléments de variabilité du processus. Cette analyse doit être 
réalisée en prenant en compte l'intégralité du processus analytique, et elle consiste à : 

• identifier et inventorier tous les facteurs susceptibles d'influencer le résultat, au même 
titre que dans le cas des méthodes quantitatives ; 

• justifier l'influence jugée non significative de certains facteurs ; 
• montrer comment sont maîtrisés les facteurs dont l'influence est significative, de 

manière à minimiser les risques et les erreurs. 
 
A l'issue de cette analyse, une estimation des principales composantes d'incertitude sera 
conduite ainsi que leur impact sur les résultats. S'il persiste des facteurs d'influence 
significative ne pouvant être totalement maîtrisés, leur impact sur le résultat doit être évalué 

LA V
ERSIO

N E
LECTRONIQ

UE FAIT FOI



� Guide de vérification/validation des méthodes en Biologie Médicale 

SH GTA 04 – rév. 01 Page 29 sur 191 

et le cas échéant faire l'objet d'une information au prescripteur si elle est importante pour la 
validité des résultats (cf. SH GTA 14). 
Voir tableau de performance en §9.6.1.5. 
 

9.6.2.4 Approche de la limite de détection 
Le terme limite de détection est utilisé pour décrire la plus petite valeur de mesurande dont 
une procédure analytique peut indiquer la présence avec un niveau de confiance spécifié. 
Elle est également appelée «concentration détectable minimale». 
 

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensa ble en portée B) 
(étude expérimentale possible si pertinente en port ée A) 

Applicable  ; non applicable  
Limite de détection  : LD trouvée ou référence bibliographique 
Argumentaire de la conclusion : 
 

9.6.2.5 Comparaison de méthodes 
Le laboratoire pourra comparer les résultats d’une méthode en cours de vérification, soit à la 
méthode précédemment utilisée, soit à la méthode automatisée (ex : recherche de sang 
dans les selles, cytologie urinaire, ...). Il évaluera alors l’impact des discordances 
éventuelles.  
Lors de la mise en place d’une nouvelle méthode, le laboratoire pourra échanger des 
échantillons positifs/négatifs avec un autre laboratoire pour vérifier la concordance des 
résultats obtenus avec la méthode en cours de vérification/validation. 
 
Voir tableau de performance en §9.6.1.6. 
 

9.6.2.6 Interférences 
Le laboratoire effectuera a minima une étude bibliographique des interférences potentielles 
décrites dans la notice fournisseur. Des essais de surcharge pourront être réalisés. 
 
Voir tableau de performance en §9.6.1.8. 
 

9.6.2.7 Contamination 
Le laboratoire évaluera et maîtrisera les potentiels cas de contamination inter-échantillons 
et/ou inter-réactifs (ex : méthodes de biologie moléculaire). 
 
Voir tableau de performance en §9.6.1.9. 
 

9.6.2.8 Robustesse 
Voir tableau de performance en §9.6.1.10. 
 

9.6.2.9 Intervalle de référence et/ou valeurs seuils 
L’intervalle de référence et les seuils de décision médicale seront définies et documentées 
par le laboratoire, en fonction de l’âge, du sexe, ... et devront être adaptées à l’usage des 
résultats par les cliniciens en pratique courante. En outre, le laboratoire définira une conduite 
à tenir en cas de résultats « douteux » (ni positifs, ni négatifs). 
 
Voir tableau de performance en §9.6.1.11. 
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9.6.2.10 Déclaration d’aptitude 
Une conclusion argumentée, à partir des limites d’acceptation définies au préalable, doit 
finaliser l’acceptation de la méthode. 
 

DECLARATION d’APTITUDE 

Conclusion :  
Autorisée par : 
Signature 
 
 
 
 
Rappel : 
Comme pour les méthodes quantitatives, la confirmation des performances de la méthode 
est nécessaire dans la pratique quotidienne. Pour maîtriser pleinement une méthode, 
l'utilisation, la gestion et le suivi des contrôles internes de qualité (CIQ) et des évaluations 
externes de la qualité (EEQ) sont indispensables. Leur exploitation statistique permettra de 
vérifier et de confirmer notamment la fidélité et la justesse (ou exactitude) de la méthode (cf. 
SH GTA 06). 
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10 ANNEXE 1 : METHODES DE CALCUL DES CRITERES DE 
PERFORMANCES 

Cette annexe décrit des principes méthodologiques ou des recommandations permettant de 
vérifier les critères de performance essentiels d'une méthode : 

• Répétabilité, 
• Fidélité intermédiaire au laboratoire (Reproductibilité intra-laboratoire), 
• Variabilité inter-opérateurs (pour les techniques manuelles), … 
• Justesse, 
• Exactitude, 
• Incertitude de mesure, 
• Etendue de mesure : limite de détection, limite de quantification, limite de linéarité, 
• Comparaison de méthodes, 
• Interférences et spécificité analytique, 
• Contamination inter-échantillons et inter-réactifs, 
• Robustesse et stabilité des réactifs, 
• Vérification des intervalles de référence,  

 
Le nombre de détermination à prévoir dépend de la c adence de l'analyseur à valider, 
du coût des réactifs, … En général, l'effectif est de 30 pour une interprétation 
statistique optimale. Un nombre d'essais inférieur devra être argumenté en fonction 
de critères pertinents (rareté de la matrice, coûts  des analyses, durée d'analyse, …). 
La valeur statistique des résultats obtenus sera d' autant plus réduite que ces effectifs 
seront faibles (les calculs et tests employés devro nt tenir compte de ces effectifs). 
 
NOTE 1 : Après la présentation du mode de détermination de la fidélité (reproductibilité intra-
laboratoire) et de la justesse des méthodes, il est indiqué en exemple d'application, une 
approche de l'estimation de l'incertitude de mesure. Les laboratoires peuvent s'en inspirer 
mais d'autres démarches sont possibles, elles devront être justifiées.  
 
NOTE 2 : Ce dossier peut, dans certains cas, être constitué au cours du travail du laboratoire 
(lorsqu’il est impossible d’utiliser simultanément l’ancien et le nouveau système analytique). 
Dans ce cas la période doit être la plus courte possible, le rappel éventuel de résultats de 
patients doit être documenté. Il est souhaitable de prévoir une sérothèque (échantillothèque) 
adaptée à ces essais afin de pouvoir assurer un raccordement entre deux techniques 
successives. En cas de modification de technique ou d'un couple analyseur/technique il est 
souhaitable, dans la mesure du possible, de pouvoir disposer simultanément de la nouvelle 
et de l'ancienne technique pour pouvoir pratiquer des essais de comparaison en parallèle. 
 
NOTE 3 : Dans le cadre de la constitution du dossier de demande d'accréditation, le 
laboratoire doit présenter au COFRAC, les éléments suivants : 
- la procédure de vérification/validation de méthode décrivant les lignes directrices et les 
modalités du processus pour la vérification/validation des méthodes (cf. ce guide), 
- les dossiers de vérification/validation des méthodes proprement dites sont des 
enregistrements (dont les différentes versions doivent être gérées) apportant des éléments 
de preuve, de bibliographie, des choix et spécifications, des données brutes, des calculs et 
des conclusions attestées par un biologiste médical quant à l'aptitude de la méthode. 
 
NOTE 4 : Dans le cas de laboratoires en démarche d'accréditation n'ayant pas procédé à 
une vérification/validation de méthode initialement à l'installation, le dossier de 
vérification/validation peut reprendre des données accumulées par le laboratoire (CIQ, EEQ, 
…), seuls les éléments manquants devront être complétés par une étude expérimentale. 
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10.1 Répétabilité 

En pratique, Il est recommandé d'utiliser au minimum 2 niveaux de concentration, en 
choisissant, si possible, un niveau proche de la (des) zone(s) décisionnelle(s). Ces niveaux 
sont choisis en fonction des valeurs physiopathologiques. Le nombre de détermination à 
prévoir dépend de la cadence de l'analyseur à valider, du coût des réactifs, … En général, 
l'effectif est de 30 pour une interprétation statistique optimale. Un nombre d'essais inférieur 
devra être argumenté en fonction de critères pertinents (rareté de la matrice, coûts des 
analyses, durée d'analyse, …). La valeur statistique des résultats obtenus sera d'autant plus 
réduite que ces effectifs seront faibles (les calculs et tests employés devront tenir compte de 
ces effectifs). 
 
L'exploitation des résultats consiste à calculer la moyenne (m), l'écart-type (s) et le 
coefficient de variation (CV) des valeurs expérimentales de chaque série.  
 

 
 
Le CV calculé permet une évaluation de la répétabilité de la méthode exprimée en %. La 
définition et le mode d'expression de la fidélité figurent dans la norme ISO 5725-2. Lors de la 
vérification, le CV calculé est comparé au CV limite admissible, préalablement choisi 
(fournisseurs, sociétés savantes, …). 
 
 
10.2 Fidélité intermédiaire (reproductibilité intra -laboratoire) 

Classiquement, la fidélité intermédiaire est évaluée à l'aide des coefficients de variation 
calculés à partir des résultats des CIQ. L'essai est réalisé au cours de séries successives, en 
général 1 à 2 par jour, d'échantillons de Contrôle Interne de Qualité (CIQ) quotidiens. 
La fidélité intermédiaire est établie sur au moins 15 jours avec 30 déterminations et à deux 
niveaux minimum. Une autre stratégie pourra être employée, mais justifiée par le laboratoire 
sur le plan statistique.  
 
Les modalités de calcul sont identiques à celles de la répétabilité, avec calcul de la moyenne 
(m), de l'écart-type (s) et du coefficient de variation (CV) sur les valeurs expérimentales de 
chaque série ; le CV calculé est comparé au CV limite admissible de fidélité intermédiaire 
choisi au préalable (Fournisseur, SFBC, RICOS dont les valeurs peuvent évoluer dans le 
temps et en fonction des pathologies, …). 
 
Note : la répétabilité et la fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) apparaissent 
donc comme deux évaluations différentes de la fidélité. Cela dépend des conditions 
spécifiées que l'on fait varier. Des résultats d'évaluations proches de ces 2 niveaux de 
fidélité constituent une manifestation de la robustesse de la méthode (cf. §10.11). 
 
 
10.3 Variabilité inter-opérateurs 

La variabilité inter-opérateurs constitue un indicateur de la maîtrise de la réalisation des 
méthodes non automatisées. Le laboratoire pourra utiliser la variabilité inter-opérateurs (CV) 
et la comparer à la variabilité intra-opérateur d’un référent. Un rapport proche de 1 montre la 
concordance obtenue pour n opérateurs (cf. robustesse - §10.11). 
 
Une autre possibilité pour quantifier la variabilité inter-opérateurs sera l’analyse de variance 
appliquée aux résultats obtenus par les n opérateurs (cf. analyse de variance - §12.5). 
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10.4 Justesse 

La justesse, quantifiée par le biais, est estimée en comparant la moyenne obtenue (m) lors 
de l'étude de fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire), établie avec des 
échantillons de CIQ, à la valeur cible attendue (généralement la moyenne des participants 
et/ou du groupe de pairs, ou la valeur assignée), assimilée à la valeur « vraie » (v) de 
l'échantillon testé. 
 
Elle est exprimée en pourcentage de la valeur cible, selon le calcul suivant : 

 
 
Le concept de justesse et les méthodes d'évaluation du biais sont développés dans la norme 
ISO 5725-4. 
 
 
10.5 Exactitude 

Le laboratoire pourra établir l’exactitude d’une méthode à partir des résultats des EEQ 
(analysés une seule fois) en comparant la valeur trouvée à la valeur cible attendue 
(généralement la moyenne des participants et/ou du groupe de pairs), assimilée à la valeur 
« vraie » (v) de l'échantillon testé. L’écart observé quantifie l’inexactitude. L'évaluation de 
l'inexactitude est d'autant plus pertinente que le nombre d'échantillons d'EEQ est élevé. 
 
L’inexactitude est exprimée en pourcentage de la valeur cible, selon le calcul suivant : 

 
Avec : x : valeur trouvée pour l'EEQ et v : valeur cible 
Ces valeurs permettront un calcul d’une valeur moyenne et de sa dispersion nécessaire pour 
le calcul d’incertitude. 
 
 
10.6 Incertitude de mesure 

Le document SH GTA 14 a été rédigé pour aider les laboratoires à procéder à la 
détermination de l’incertitude de mesure des résultats. 
 
La norme NF EN ISO 15189 précise en outre que « le laboratoire doit définir les exigences 
de performances pour l’incertitude de mesure de chaque procédure de mesure » (cf. 
§5.5.1.4). 
 
L’incertitude doit être recalculée régulièrement (une périodicité annuelle est recommandée) 
et confrontée aux exigences de performance du laboratoire qui peuvent être calculées à 
partir de données de sociétés savantes ou de publications faisant autorité, et tenant compte 
des fidélités et biais limites.  
 
Exemple : Ca dans le plasma 
Fidélité intermédiaire souhaitable selon Ricos (2014) : 2,1% 
Biais souhaitable selon Ricos (2014) : 1,8% 
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10.7 Etendue de mesure : limite de détection, limit e de quantification, limite de 

linéarité 

Limite de détection : 
Pour l'estimer, on peut effectuer 30 mesures répétées des blancs (matrice dépourvue de 
l’analyte à doser, « calibrateur » zéro, diluant) dans une même série, et on calcule l'écart-
type (sb) exprimé en concentration de ces 30 mesures. 
 
La limite de détection peut être calculée selon la formule suivante : 

 
 
Pour les méthodes qualitatives, la limite de détection correspond au seuil de positivité. 
Limite de quantification : 
La limite de quantification peut être calculée selon la formule suivante : 

 
 
La limite de quantification peut également être évaluée à l'aide de dilutions d'un étalon ou de 
l'échantillon de Contrôle Interne de Qualité le plus bas (différent de 0) avec le diluant, selon 
le schéma : 100 + 0 ; 90 + 10 ; ….10 + 90 ; 0 + 100 soit 11 échantillons mesurés chacun 10 
fois dans une série unique.  
On calcule, pour chaque série de mesures des différentes dilutions, l'écart-type (s), le 
Coefficient de Variation (CV) et l'écart de la moyenne (m) à la valeur théorique (réalisation 
d'un profil de « précision » ou profil de fidélité). A partir de la courbe des CV en fonction des 
concentrations (courbe d'Horwitz), est déterminée la concentration correspondant à un CV 
de 10 % et représentant la limite de quantification. 
La limite de quantification est la plus petite valeur qui peut être fournie pour un échantillon de 
patient. 
 
 
10.8 Comparaison de méthodes 

Pour comparer les résultats d'une méthode Y (à tester) avec ceux d'une méthode X (utilisée 
au laboratoire ou prise comme référence), on analyse au moins 30 échantillons de patients 
couvrant de façon homogène l'étendue du domaine physiopathologique rencontré et répartis 
si possible selon les recommandations de l'article Vassault et col, 1999. 
 
Ces échantillons, frais de préférence, sont analysés en simple par les 2 techniques, dans un 
délai le plus court possible. Les résultats sont examinés au fur et à mesure, et il est vérifié si 
les discordances (écart entre les deux méthodes) sont jugées supérieures aux limites 
préétablies calculées comme suit : 
 

 
 
Avec σ FI : écart-type de la fidélité intermédiaire (FI) obtenue à partir des CIQ. 
 
Si σ FI technique testée = σ FI technique de comparaison = σ 
 
Alors Limites de suivi = ± 4.24 σ pour chaque niveau de concentration (cf. figure 1) 
 
Pour chacun des couples retenus xi (méthode X) et yi (méthode Y) : 
• Calculer les différences xi - yi 
• Calculer les rapports yi / xi 
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Etablir les graphiques des différences, (xi – yi) fonction de xi et (yi / xi) fonction de xi, et 
reporter les limites retenues en valeur absolue ou relative sur ces graphiques (cf. figures 1, 2 
et 3). 
 

 
Figure 1 

 

 
Figure 2 

 

n = 98

r = 0,989

y = 1,04 x - 0,03

n = 98

r = 0,989

y = 1,04 x - 0,03

 
Figure 3 

 
Noter le nombre d'échantillons discordants identifiés, et rechercher la cause de la 
discordance si elle subsiste après vérification (aspect, fibrine, hémolyse, ...). 
 
Le calcul du coefficient de corrélation ne s'applique qu'à des variables indépendantes pour 
démontrer un lien entre deux variables x et y. Ce n'est pas le cas lors d'une comparaison de 
technique. La valeur du coefficient de corrélation n'a donc pa s d'intérêt pour la 
comparabilité des deux méthodes.  Les données pertinentes sont apportées par l'équation 
de la droite de régression dont la pente et l'ordonnée à l'origine exprimeront la similitude des 
méthodes comparées (similitude optimale avec pente égale à 1 et ordonnée à l'origine égale 
à 0). Il est possible de comparer la pente obtenue à 1 et l’ordonnée à l’origine à 0 à l’aide 
d’un calcul statistique (cf.annexe 3 §12.4). 
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10.9 Interférences et spécificité analytique 

La présence dans les liquides biologiques de substances endogènes (bilirubine, 
hémoglobine, lipoprotéines, …) ou exogènes (médicaments) peut être à l’origine 
d’interférences et conduire à des résultats erronés. L’influence de ces substances est 
variable en fonction des examens et des méthodes de mesure. Un protocole d’évaluation de 
ces influences est proposé par la SFBC. 
Ce protocole consiste à évaluer l’influence de la substance interférente en surchargeant 
avec celle-ci un échantillon de concentration connue. 
 
 
10.10 Contamination 

Contamination inter échantillons:   
Une étude des contaminations inter-échantillons peut être effectuée de la façon suivante : 
Après rinçage de l'appareil, un échantillon à valeur élevée (ou positif fort) est analysé 3 fois 
consécutivement (H1, H2, H3, de moyenne mH) suivi d'un échantillon à valeur basse 
également analysé 3 fois (B1, B2, B3). Les séquences (H1, H2, H3, B1, B2, B3) peuvent être 
répétées plusieurs fois (5 fois) afin d'établir la moyenne des B1 (mB1) et la moyenne des B3 
(mB3). La différence statistiquement significative entre les 2 moyennes pourra être établie à 
l'aide d'un test « t » de Student avant de procéder au calcul du pourcentage de 
contamination inter échantillons. 
 
Remarque : en technique micro-plaque, assimilable à du quantitatif, il est préférable de 
disposer les échantillons positifs et négatifs en fonction de la structure du peigne de lavage. 
 
Le pourcentage de contamination entre les échantillons est calculé selon la formule 
suivante :  

 
 
Compte tenu de l'importance clinique de certains examens, le niveau de la contamination 
doit être proche de zéro ou entraîner des règles de « repassage » argumentées. 
Remarque : Cette méthode de calcul ne peut pas s'appliquer à des techniques qualitatives. 
Dans ce cas, il est possible de vérifier, en alternant des échantillons positifs et négatifs, que 
les échantillons négatifs restent négatifs, il en est de même pour les échantillons positifs. 
 
Contamination inter réactifs:  
Une étude de contamination inter-réactifs peut être effectuée de la façon suivante en 
biochimie (contamination lors de la mesure de l'activité de la LDH par des réactifs ALAT) : 
Après rinçage de l'appareil, l'activité de la LDH est mesurée n fois (par ex n=10), en série sur 
un échantillon de sérum. La valeur moyenne de la LDH (évaluée en série) est calculée.  
Dans une deuxième étape l'activité de la LDH est établie sur le même sérum mais en 
alternance (ALAT, LDH, [n fois]). La valeur moyenne de la LDH (évaluée en alternance avec 
ALAT) est calculée. La différence statistiquement significative entre les 2 moyennes est 
établie à l'aide d'un test « t » (cf. annexe 3), mettant en évidence une contamination inter-
réactifs. 
 
 
10.11 Robustesse 

L’évaluation de la robustesse nécessite d’identifier les paramètres (pH, température, …) 
ayant un effet significatif sur la performance de la méthode. L’évaluation de la robustesse 
n’est indispensable que pour les tests développés en interne. 
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Pour évaluer la robustesse d’une procédure d’analyse, on applique celle-ci sur un 
échantillon homogène en faisant varier les paramètres retenus. La complexité de la 
procédure d’analyse augmente généralement le nombre de ces paramètres. Il faut utiliser la 
technique des plans factoriels pour faire varier plusieurs paramètres en même temps 
(protocole expérimental de Plackett-Burman). Ce procédé permet de diminuer le nombre 
d’essais et permet de plus l’étude des interactions entre paramètres. Les LBM pourront se 
reporter aux références bibliographiques pour exemples de calcul (Young, Eurachem, Plans 
d’expérience SFSTP). 
 
Une alternative à l’évaluation de la robustesse peut être une mesure de la reproductibilité 
des résultats obtenus dans des conditions opératoires normales, entre laboratoires, entre 
opérateurs, …, comparée à la répétabilité de cette même procédure d’analyse appliquée 
dans des conditions opératoires de type répétabilité (même opérateur, même série). Plus le 
rapport entre ces deux expressions de la fidélité est proche de 1, plus la méthode sera 
robuste. 
 
 
10.12 Stabilité des réactifs 

Dans le cadre d'une validation de méthode (portée B), une évaluation de la stabilité des 
réactifs est à réaliser. Elle consiste à évaluer par exemple la stabilité des réactifs 
« sensibles » ou « embarqués » à bords des analyseurs. 
 
Dans ce cas, on peut analyser un étalon de niveau de concentration élevée en tant 
qu‘échantillon inconnu à intervalle régulier entre J1 et Jn. Le nombre d'analyses entre ces 
deux dates est fonction de la durée de conservation attendue pour obtenir un minimum de 10 
résultats. 
 
Des limites de stabilité théoriques (Lst (en %), par exemple ±10 %) adaptées à chaque 
analyte (en rapport avec limites acceptables pour le CIQ par exemple) sont établies.  
Les valeurs correspondant à (+ Lst) en % du taux théorique de l'étalon utilisé sont calculées. 

Chaque mesure de l'étalon v doit être comprise dans l'intervalle [ v – Lst (%) ; v + Lst (%)].  

La limite de durée de stabilité est obtenue comme suit : 
La limite de durée de stabilité correspond à la dernière valeur de l'étalon comprise dans 
l'intervalle [v – Lst %; v + Lst %] . 
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10.13 Intervalles de référence et valeurs de décisi on clinique 

Si la distribution de la population est gaussienne, le calcul peut se faire de la manière 
suivante : 

• après une période d'utilisation permettant d'obtenir un nombre de valeurs significatif 
(n > 100), 

• à partir de patients exempts de pathologie (si possible), 
• en écartant les valeurs aberrantes, 
• en écartant toutes les valeurs > m + 2s et < m – 2s, 
• en recalculant la moyenne (moyenne tronquée) mt et l'écart-type (écart-type tronqué) 

st à partir des valeurs ainsi retenues, 
 
Les valeurs de référence seront données par l'inter valle [ m t –  2s t ; m t + 2s t ]. 
 
Les valeurs de référence (ou intervalle de référence) peuvent également être déterminées 
par d'autres méthodes statistiques notamment non paramétriques (CLSI). 
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11 Annexe 2 : Exemples 

 
Il est rappelé que cette annexe est constituée d’exemples  de dossiers de 
vérification/validation de méthode dont pourront s’inspirer les LBM. Dans tous les cas, il 
appartient aux laboratoires de démontrer que les dispositions prises permettent de satisfaire 
pleinement aux exigences normatives, sur la base des éléments développés dans les 
exemples ci-après. 
 
 
11.1 Processus simple – méthode quantitative : calc émie 
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11.2 Processus simple – méthode qualitative : déter mination des groupes 
sanguins ABO et rhésus 

En fonction du contexte clinique et du résultat du groupage, le processus analytique se 
poursuivra, sur le même échantillon, par exemple par d’autres examens (génotypage par 
PCR). 
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11.3 Processus simple – méthode qualitative : déter mination des RAI 
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11.4 Processus complexe : Protéinogramme 

En fonction du contexte clinique et du résultat du protéinogramme, le processus analytique 
se poursuivra, sur le même échantillon, par exemple par d’autres examens (dosage de 
protéines spécifiques, immunotypage…). 
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11.5 Processus complexe : Hémogramme 

Les constantes érythrocytaires calculées ne font pas partie de la vérification technique mais 
leur calcul doit être vérifié dans le cadre de la qualification de l’analyseur. 
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Processus complexe : diagnostic biologique d’une in fection urinaire supposée 
bactérienne (ECBU) 
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11.6 Processus complexe : diagnostic biologique du paludisme 
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12 ANNEXE 3 : TESTS STATISTIQUES A L’USAGE DE LA 
VERIFICATION/VALIDATION DE METHODES 

Cette annexe est destinée à donner des exemples de calculs applicables à la validation des 
techniques de biologie médicale. Elle s’appuie sur les références bibliographiques citées 
dans l’annexe 4. 

L’objectif n’est pas de fournir des bases mathématiques mais d’illustrer avec des cas 
d’application. 
Il est possible de faire appel à des logiciels accessibles sur Internet, cités dans l’annexe 4. 
 
12.1 Valeurs aberrantes 

Question pratique : 
 

Dans la série de mesures, existe-t-il des valeurs aberrantes qu’il est raisonnable d’éliminer ? 
La réponse pourra être apportée par le test de Grubbs. 

 
 
Principe : 
Le Tests de Grubbs présente un grand intérêt parce qu'il permet le rejet de deux points 
aberrants dans une série de mesures ou le rejet d'une ou de deux moyennes par rapport à 
une moyenne générale. Les valeurs sont classées par ordre croissant. 

 
Ces résidus sont comparés aux valeurs critiques à 5% et à 1% (cf. table de Grubbs). 
Lien pour calcul automatisé : http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm. 
 
Exemple : 
Une série de mesures a donné les valeurs suivantes : 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 35 
Existe-t-il une valeur aberrante ? 
 
n = 9 
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Valeur aberrante p < 0,01 (valeur critique 2,32 test bilatéral)  
Conclusion : 35 est une valeur aberrante à éliminer  
 
 
12.2 Comparaison de 2 CV 

Question pratique : 
 

Le laboratoire possède 2 systèmes analytiques pour réaliser le même paramètre biologique. 
Les mêmes CIQ sont analysés sur les deux systèmes. Les CV sont-ils statistiquement 

différents ? 
La réponse pourra être apportée par le test de Fisher - Snedecor. 

 
 
Principe : 
Pour comparer 2 CV, on compare en fait les variances σ²A et σ²B estimées à partir des 2 
échantillons de taille nA et nB. On utilise le test de FISHER. Ce test consiste à calculer le 
rapport σ²A / σ²B (F calculé) et à le comparer à la valeur seuil (F théorique) donné dans la 
table pour nA-1 et nB-1 degré de liberté (DDL - cf. table de F). 
La variance la + grande se place au numérateur 
Si F calculé < F théorique les 2 variances ne diffèrent pas significativement 
Si F calculé ≥ F théorique les 2 variances diffèrent significativement 
Condition d’utilisation du test: la variable x doit être distribuée dans les 2 populations selon 
une loi normale. 
   
Exemple : CK (UI/L) 

 Appareil 1 Appareil 2 
n 21 21 
Moyenne 157,79 161,96 
Ecart-type 5,658 1,509 
CV 3,586 0,928 

 

 
 

 
 

Fcalculé > Fthéorique 
 
Conclusion : les deux systèmes analytiques présente nt des fidélités statistiquement 
différentes. 
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12.3 Comparaison de 2 moyennes 

Question pratique : 
 

Le laboratoire possède 2 systèmes analytiques pour réaliser le même paramètre biologique. 
Les mêmes CIQ sont analysés sur les deux systèmes. Les moyennes sont-elles 

statistiquement différentes ? 
La réponse pourra être apportée par le test t. 

 
 
Principe : 
Cas de grands échantillons (nA et nB ≥ 30) 
Pour comparer 2 moyennes mA et mB estimées sur deux échantillons nA et nB, on utilise le 
test de Student qui consiste à calculer le (t calculé) et à le comparer à la valeur seuil (t 
théorique) donné dans la table pour (nA+nB-2) degré de liberté DDL (cf. table de t). 

 
 
Si t calculé < t théorique les 2 moyennes ne diffèrent pas significativement 
Si t calculé ≥ t théorique les 2 moyennes diffèrent significativement 
 
Exemple : protéines urinaires (g/L) 
 
 Appareil 1 (G) Appareil 2 
n 52 49 
Moyenne 0,459 0,418 
Ecart-type 0,031 0,028 
CV 6,753 6,698 
 

 
 

 
 

t calculé > t théorique 
 

Conclusion : les deux systèmes analytiques présente nt des moyennes 
statistiquement différentes. 

Cas de petits échantillons (nA et/ou nB < 30) 
Dans ce cas, le test t n’est applicable qu’à la condition que les variables soient distribuées 
selon une loi normale et que les variances soient égales pour les populations A et B (faire un 
test F). 

Une variance commune sera estimée selon la formule suivante : 
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Exemple : cholestérol (mmol/L) 
 
 Appareil 1 Appareil 2 
n 20 20 
Moyenne 5,591 5,484 
Ecart-type 0,179 0,192 
CV 3,2 3,5 
 

 
Test F : F calculé = 1,15 

F théorique (19/19 DDL) = 2,46 
 
Fcalculé < Fthéorique : les deux systèmes analytiques présentent des fidélités non 
statistiquement différentes. 
 
Test t : 

 
 

 

t théorique (38 DDL) = 1,96 

t calculé < t théorique 

Conclusion : les deux systèmes analytiques présente nt des moyennes non 
statistiquement différentes. 

 
12.4 Comparaison de 2 séries de résultats (séries a ppariées) 

12.4.1 Test t des différences 

Question pratique : 
 

Le laboratoire possède 2 systèmes analytiques pour réaliser le même paramètre biologique. 
Les mêmes échantillons patients sont analysés sur les deux systèmes. Les différences 

observées sont-elles statistiquement significatives ? 
La réponse pourra être apportée par le test t des différences. 

 
 
Principe : 
Les données des deux échantillons, de même effectif n, se présentent sous la forme de n 
couples. Pour chaque couple on calcule la différence. On obtient n différences qu’on peut 
considérer comme un échantillon aléatoire de la population des différences. On calcule la 
moyenne des différences (md) et l’écart-type des différences (σd). Le problème se ramène 
donc à la comparaison de la moyenne des différences à 0 (valeur de référence). Le t calculé 
sera comparé au t théorique avec (n-1) DDL.  
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CONDITIONS D’APPLICATION du TEST : les différences doivent être distribuées selon une 
loi normale  

 
  
Si t calculé < t théorique ((nd-1) DDL): la moyenne des différences ne diffère pas 
significativement de 0 (risque α)  
 
Si t calculé ≥ t théorique la moyenne des différences diffère significativement de 0 
 
Exemple : 
Dosage du cholestérol (mmol/l) sur 20 échantillons de sérums par deux appareils. 
Comparaison des résultats obtenus, étude des différences. 
 

Appareil 1 Appareil 2 Différences (1-2) 
5.2 5.14 0.06 
3.6 3.66 -0 .06 
3.7 3.96 -0.26 
4.77 4.72 0.05 
4.23 4.28 -0.05 
3.4 3.32 0.08 
3.6 3.29 0.31 
5.9 5.85 0.05 
3.5 3.47 0.03 
2.6 2.52 0.08 
4.0 3.92 0.08 
4.5 4.32 0.18 
7.4 7.06 0.34 
2.2 2.22 -0.02 
4.3 4.56 -0.26 
5.2 5.34 -0.14 
6.0 5.84 0.16 
3.5 3.61 -0.11 
4.4 4.53 -0.13 
1.4 1.46 -0.06 

 

 

t théorique (19) = 2,093 

t calculé < t théorique 
 

Conclusion : les résultats des deux systèmes analyt iques présentent des différences 
non statistiquement significatives. 

Remarque : le test t sur séries appariées est un test très sensible qui peut mettre en 
évidence des différences très faibles, statistiquement significatives, qui n’ont pas d’impact 
sur le plan clinique. 
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12.4.2 Test de concordance entre deux instruments 

12.4.2.1 Test de Bland-Altman 
D’après l’exemple du CRHUM : 
crchum.chumontreal.qc.ca/.../crchum.../analyse_graphique_bland-altman 
 
Contexte  
On désire comparer deux instruments qui mesurent le même analyte biologique et on veut 
savoir si les deux instruments sont concordants (« agreement »).  
 
Données  
Soit dix sujets pour lesquels les mesures sont réalisées. Pour chaque sujet de 1 à 10, on a 
une mesure de chaque instrument à comparer. 
On calcule la moyenne entre les deux instruments pour chaque sujet (colonne 3) et la 
différence entre les deux instruments pour chaque sujet (colonne 4). 
 

 
Graphique  
Un graphique de BLAND-ALTMAN permet de comparer les moyennes des mesures à leurs 
différences. On porte sur l’axe des x les moyennes (colonne 4) et sur l’axe des y les 
différences (colonne 5).  
Pour calculer ce qu’on appelle les limites d’agrément (limits of agreement), il y a trois 
étapes : 

1. Calculer d = moyenne des Différences (ici d = -0.2) 
2. Calculer sdd = l’écart type des Différences (ici sdd = 2.25) 
3. Calculer la limite inférieure et supérieure = d ± 2 sdd (ici d ± 2 sdd = -4.7 et 4.3) 

12 
9,5 
10 
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Interprétation  
La moyenne des différences « d » indique si un des deux instruments tend à produire des 
valeurs systématiquement plus basses ou plus élevées que l’autre. Dans cet exemple d = -
0,2. Il semble donc que l’instrument 1 fournisse des valeurs un peu plus faibles que 
l’instrument 2. Cependant, il faut s’interroger sur la signification de cette différence de -0,2 
(voir le paragraphe « Interprétation des limites d’agrément » ci-dessous).  
 
La valeur « d » est souvent présentée à tort comme le biais. En fait, on ne connaît pas la 
vraie mesure pour chaque sujet, tout ce que l’on a, pour chaque sujet, ce sont deux valeurs 
qui comportent probablement des erreurs de mesure. La moyenne entre ces deux valeurs 
est notre meilleure estimation de la valeur vraie. La valeur « d » est la moyenne des 
différences entre les mesures de l’instrument 1 et celles de l’instrument 2. Si un des 
instruments donne la valeur de référence, on peut considérer « d » comme la mesure du 
biais. Si aucun des deux instruments n’est « de référence », alors on peut considérer « d » 
davantage comme une différence systématique entre deux instruments qu’un biais. 
  
Interprétation des limites d’agrément  
On s’attend à ce que la plupart de nos points se situent dans l’intervalle entre les limites 
d’agrément d ± 2 sdd. Il faut donc savoir interpréter ces limites.  
 
Important : les procédures reliées au graphe de Bland-Altman ne sont généralement pas 
associées à des tests statistiques et ne produisent pas de valeur de probabilité « p ». 
L’interprétation des limites d’agrément se fait en lien avec le contexte de réalisation du test 
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(intérêt clinico-biologique) non en comparaison avec des valeurs « de référence ». Avant de 
faire le graphe de Bland-Altman, il faudra s’interroger sur la différence entre les deux 
instruments que l’on considérera acceptable. 
Dans l’exemple ci-dessus, si on considère que la différence acceptable entre deux mesures 
obtenues par deux instruments est de ± 5 unités, alors les mesures obtenues sont 
considérées comme similaires ou interchangeables, les 2 instruments sont concordants. Si la 
différence acceptable avait été de ± 2 unités on aurait conclu qu’il n’y a pas de concordance 
(ou faible concordance) entre les 2 instruments.  
 

12.4.2.2 Droites de régression  
Lorsque l’on dispose de couples de valeurs obtenues sur des spécimens de patients, on 
peut reporter sur un graphique orthonormé l’ensemble des données avec en abscisse la 
technique prise comme référence et en ordonnée la technique à tester et rechercher la 
relation existant entre elles. Il existe différentes modalités de calcul de la relation linéaire qui 
prennent plus ou moins en compte l’ensemble des contraintes existant dans la comparaison 
de méthodes. Les méthodes de calcul suivantes conduisent à des droites de régression 
comparables : 

- droite des moindres carrés (régression orthogonale) tableur Excel, 
- droite des moindres rectangles (droite d’allométrie), 

o y = a.x + b avec a (pente) = σy/σx  et b (intercept) = my – a.mx 
o mx = moyenne de x et σx = écart type des x 
o my = moyenne de y et σy = écart type des y  

- droite de DEMING, 
- droite de YORK, 
- droite de PASSING-BABLOK. 

 
Exemple : comparaison de 2 méthodes de dosage 
 
Pour chacun des N sujets d’un échantillon, on dose simultanément la même substance par 2 
méthodes X et Y. 
 
Sujet 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Y 7,2 5,3 2,3 4,1 6,4 8,1 6,8 9,1 5,9 4,8 
X 8,1 5,3 2,9 3,8 7,1 7,4 7,7 8,7 5,9 5,2 

D’après Appareils et méthodes en Biochimie de Pierre Kamoun – 3e édition, Médecine & Sciences, Flammarion. 
 
On désire savoir si X et Y sont ou non des méthodes équivalentes. La question posée est : 
les méthodes X et Y donnent-elles les mêmes résultats dans la population des sujets ? A-t-
on dans celle-ci X=Y ? 
 
Droite des moindres rectangles (droite d’allométrie) : 

o mx = 6,21 et σx = 1,91221222 
o my = 6,00 et σy = 1,98606255 
o a (pente) = σy/σx  = 1,98606255/1,91221222 = 1,03862036 
o b (intercept) = my – a. mx = 6,00 - 1,03862036 x 6,21 = -0,4498 

 
Equation de la droite d’allométrie : 

Y = 1,039 x – 0,450 
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Droite des moindres carrés, régression orthogonale, tableur Excel : 
 

RAPPORT DÉTAILLÉ EXCEL    
    

Statistiques de la régression   
Coefficient de détermination 
multiple 0,95787129   
Coefficient de détermination R^2 0,91751741   
Coefficient de détermination R^2 0,90720708   
Erreur-type 0,60499299   
Observations 10   

  Coefficients Erreur-type Statistique t 

Constante b -0,17810933 0,68228633 
-

0,26104778 
Pente a 0,99486463 0,10546127 9,43345954 

 
Equation de la droite des moindres carrés : 

Y = 0,995 x – 0,178 
 
Conclusion : 
Si les 2 méthodes fournissent dans la population et aux variations aléatoires près, les 
mêmes résultats, alors il existe une droite de régression théorique Y = 1.x + 0, c'est-à-dire de 
pente a = 1 et d’ordonnée à l’origine b = 0.  
 
Hypothèse a=1. 
Les étapes de ce test sont les suivantes : 

- H0 : a=1 et H1 : a≠1 

- le paramètre  suit sous H0 une loi du test t de Student avec (n-1)ddl 

- pour un risque de 0,05 et et (n-1)ddl = 7, t=2,262 

-  

T calculé < t théorique : hypothèse H0 acceptée, la pente n’est pas différente de 1. 
 
Hypothèse b=0. 
Les étapes de ce test sont les suivantes : 

- H0 : b=0 et H1 : b≠0 
- le paramètre b/Sb suit sous H0 une loi du test t de Student avec (n-2)ddl 
- pour un risque de 0,05 et et (n-2)ddl = 8, t=2,306 

-  

T calculé < t théorique : hypothèse H0 acceptée, la coordonnée à l’origine n’est pas 
différente de 0. 
 

On peut donc conclure que les deux méthodes donnent  des résultats équivalents. 
 
La comparaison de la droite de régression obtenue à la droite théorique (y=x) peut être 
simplifiée en utilisant les normes d’interprétation (NI) de la droite de régression proposées 
par la SFBC. Ces normes correspondent, pour les trois niveaux de concentration définis, aux 
erreurs systématiques maximales tolérables. 
 

NI = 2*erreur de justesse 
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Exemple : acide urique 
 Valeur Justesse (%) NI 

Niveau bas 150 µmol/l ± 7,1 ± 21 
Niveau moyen 300 µmol/l ± 6,2 ± 37 
Niveau élevé 450 µmol/l ± 5,3 ± 48 

 
Pour les trois niveaux de concentration, les deltas entre les deux droites y=ax+b et  y=x sont 
inférieures aux normes d’interprétation. L’équation de la droite y=ax+b ne sera pas 
considérée comme différente de  y=x. 
 
 
12.5 Comparaison de n séries de résultats (n opérat eurs ou n analyseurs) 

La comparaison de moyennes entre n groupes (pour n supérieur à 2, sinon un test t de 
Student sera réalisé) peut être réalisée à l’aide de l’analyse de variance (Anova). Il y a deux 
raisons pour utiliser l’Anova plutôt que plusieurs tests t : 
- le nombre de comparaisons augmente de façon géométrique ; 
- le risque de trouver des résultats significatifs ne traduisant pas de réelle différence peut 
être du au hasard. 
Par exemple, la comparaison de 4 moyennes nécessite la réalisation de 6 tests t. Il peut être 
démontré que dans 27% des cas l’hypothèse d’égalité sera rejetée alors qu’elle est vraie.  
 
Si l’Anova n’est pas significative, cela veut dire qu’au seuil choisi, il n’y a pas de différence 
entre les moyennes. Si elle est significative, cela veut dire qu’au moins une des moyennes 
diffère des autres. 
 
Comme le test t de Student, l’Anova n’est applicable qu’à la condition que les variables 
soient distribuées selon une loi normale et que les variances soient égales. 
 
Exemple : 
Soit la comparaison des moyennes de 3 séries de mesure obtenues par les analyseurs 1, 2 
et 3. Le tableau ci-dessous présente les résultats obtenus avec les sommes, moyennes et 
variance de chaque série. 
 

Echantillon Analyseur1 Analyseur2 Analyseur3 
1 19 19 19 
2 20 21,8 20,9 
3 5 7,6 6,3 
4 3 4,1 3,5 
5 3 3,1 3 
6 20 21,3 20,6 
7 9 10,3 9,6 
8 13 14,2 13,6 
9 2 3,6 2,8 
10 9 9,4 9,2 
11 6 7,4 6,7 
12 13 13,4 13,2 
13 12 11,9 11,9 
14 7 8,1 7,5 
15 14 15 14,5 
16 17 18 17,5 
17 7 7,1 7,1 
18 13 15 14 
19 20 21 20,5 
20 5 4,8 4,9 
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Somme 217 236,1 226,3 
Moyenne 10,85 11,805 11,315 
Variance 37,397368 38,209974 37,699237 

 
Les fonctions d’un tableur permettent l’analyse de variance dont le tableau ci-dessous 
reporte les résultats : 
 

ANALYSE DE VARIANCE 

Source des variations Somme des carrés 
Degré de 

liberté 
Moyenne des 

carrés F 
Entre Groupes 9,122333333 2 4,561166667 0,1207653 
A l'intérieur des 

groupes 2152,825 57 37,76885965  
Total 2161,947333 59   

 
F calculé = 0,1207 

F théorique (2/57 DDL) = 3,15 
Fcalculé < Fthéorique : les trois moyennes sont équivalentes. 

 
Conclusion : les trois systèmes analytiques présent ent des moyennes non 
statistiquement différentes. 

 
12.6 Vérification des concordances 

Exemple de mesure de l’accord inter observateur : 
http://www.statmanie.uqam.ca/Calcul/index.html  
 

Question pratique : 
 

Le dosage qualitatif d’un même paramètre biologique est réalisé par deux techniciens 
différents, sur les mêmes échantillons patients. Les résultats obtenus sont-ils concordants ? 

La concordance ou la discordance des résultats entre opérateurs pourront être mises en 
évidence par le calcul du coefficient Kappa. 

 
 
Principe : afin de comparer deux mesures, obtenues par deux observateurs différents 
utilisant la même méthode (variables souvent qualitatives), il importe d’évaluer la proportion 
de résultats pour lesquels il y a accord entre les observateurs. L'expression de cette 
concordance passe par le calcul d'un coefficient dit « kappa », qui est d'autant plus proche 
de 1 que la concordance est bonne. A noter que même en cas d'observations effectuées au 
hasard (hypothèse d'indépendance), on observe une concordance non nulle, dite « 
concordance aléatoire ». 
Le calcul du coefficient kappa prend donc en compte la concordance observée Po (somme 
des proportions diagonales du tableau), et la concordance calculée Pc (concordance 
attendue sous l'hypothèse d'indépendance). 
  
Le tableau ci-dessous expose le cas de deux observateurs ayant R modalités de jugement à 
propos d'un nombre total d'observations N (effectif total) ; on note n ij l'effectif de la case de 
ligne i et de colonne j. 
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La concordance observée :  

 
La concordance calculée :  

 
Le coefficient kappa se calcule comme :  

  
Il n'y a pas de coefficient kappa « significatif » ou non. Il s'agit d'une mesure de l'accord entre 
observateurs, qui doit être analysée en fonction du contexte. On attendra un coefficient 
kappa d'autant plus élevé que la variable étudiée est « objective ». Le tableau ci-dessous 
donne un ordre d'idée de l'interprétation des valeurs de kappa en fonction de l'intervalle dans 
lequel se situe la valeur calculée du coefficient, mais d’autres échelles d’interprétation 
(reposant sur 3 classes par exemple) peuvent être utilisées. 
 

 
D’après C. Fuhrman & C. Chouaïd, RMR, Fev 2004, vol 21, n°1, pp123-125 

 
Davantage que la valeur absolue du coefficient kappa, il est en fait plus important de 
connaître son intervalle de variation. Po peut varier de 0 (désaccord total) à 1 (accord 
parfait), le coefficient Kappa peut varier de 0 à 1. Cette borne inférieure dépend des totaux 
marginaux du tableau. De même, la valeur maximale du coefficient Kappa n'est pas 
nécessairement égale à 1. 
 
Comparaison entre deux valeurs du coefficient kappa  
S'il n'y a pas de moyen objectif « statistique » de dire qu'un coefficient kappa est « bon » ou 
pas, il peut être utile de comparer deux valeurs de ce coefficient entre elles. Pour cela, il faut 
calculer le rapport, qui suit une loi normale centrée réduite sous l'hypothèse nulle. 
 
Exemple : 
Evaluation de la présence/absence de P. falciparum sur 50 échantillons de sang par deux 
techniciens. Comparaison des résultats obtenus, étude des différences. 
 

LA V
ERSIO

N E
LECTRONIQ

UE FAIT FOI



� Guide de vérification/validation des méthodes en Biologie Médicale 

SH GTA 04 – rév. 01 Page 186 sur 191 

Réponses 
Opérateur 1 

Total 
+ - 

Opérateur 2 
+ 20 5 25 
- 3 22 25 

 Total 23 27 50 
 

 
 

 
 

 
 

Conclusion : bon accord entre les deux opérateurs (cf. tableau II) 
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