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Souhrn

Spravna aplikace statistického aparatu je nezatmim aspektem jak v Klinickych, tak i vyzkumraych
vyvojovych laboratornich ¢éfenich. PouZiti vhodnych metod v popisné statiatipechopeni organizace expe-
rimenti z hlediska nasledné interpretace vyslekvSak mnohdy nedostéaté. Tento pehledovy text shrnuje
z&kladni statistické metody nezbytné pro spravrehgueni laboratorniho stanoveni. Pojmy jak@gmost
a spravnost, limit detekce, mez stanovitelnostelkoe, citlivost, odchylka a kalibrace jsou uveglertextu.

Kli ¢ova slova:Statistika; Korelace; Limit detekcefdsnost; Kalibrace; Koralai koeficient.

Introduction to Laboratory Experiments Statistics

Summary

Appropriate application of statistics is an unsutiishble aspect of laboratory assay in research dadelop-
ment as well as clinical labs. Performance of gstatistical methods and understanding of experiment
point of view of the achieved data interpretatisrfrequently poor. The present compilation includasic
statistical methods necessary for good compreharsidaboratory assay. The definitions such as igien
and accuracy, limit of detection, limit of quarddtion, correlation, sensitivity, deviation and itaation are

included in the text.
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Uvod

Pojmy jako kalibrace, korelace a odchylk&-m

feni jsou zasadni terminy v laboratornich experimen-

tech. Jejich spravné aplikace i$éi nejen obecny-
mi dopor@enimi v odborné literate, ale i pede-
v8im jednotlivymi normami ISO (International Orga-
nization for Standardization). Tyto normy mohou
byt obecnym dopotienim — jako zasady kalibrace
a pouziti referetnich materidl (ISO Guide 32:
1997), nebo mohou upravovat konkrétni situaci,
jako je napiklad kalibrace dozimeilr (ISO/ASTM
51400:2003) nebo refer&mi meteni v klinickych
laboratdich (ISO 15195:2003). Nevyhodou norem
ISO je zpoplatany pristup k jednotlivym normam.

Spravné pouZiti popisné statistiky jéleFité
z hlediska prezentace dat. Z&ma rekterych na
prvni pohled obdobnych pojirse snadno stane za-
vadjici. Prikladem nfize byt fesnost a spravnost
metody. Cilem tohoto kratkéhdghledu je shrnuti
zakladnich pojrmr popisné statistiky pouzivanych
v klinickych laborateich i wdeckych experimen-
tech. Pojmy jsou uvedenyrghlednou formou se

Vlastni pojmy

Analyt

Analyt je latka, kterou analyzujeme ve vzorku.
Z definice neni analyt vymezen pouze na chemické
latky. Analytem niZe byt antigen i pouZiti imu-
nometody, mikroorganismu ajiiRliagnostikach je
pak analytem stanovovany marker. Kilad i
stanovovani fitomnosti aflatoxinu v cerealiich je
analytem pré¥ aflatoxin.

Pi‘esnost a spravnost éfeni

Tyto terminy jsou velmEasto nespravninter-
pretovany. | kdyZ na prvni pohled mohotispbit
jako synonyma, jejich vyznam je zcela odliSnie-P
hledre je piklad mefeni femi metodami stiznou
piesnosti a spravnosti uveden v obrazku 1. Jako
presnou ozndme tu metodu (detektor, analytické za-
fizeni...), ktera je zatizena jen malou¢sodatnou
odchylkou ngieni. Nepesna metoda pak poskytne
zna&ny rozptyl néeni. Neznamena to viak, Zeg
n& metoda je i spravna. Pokud mluvime o spravnosti,
pak mame na mysli, Z&iplostaténém opakovani
méieni bude pimér korespondovat se skudteosti,

snahou demonstrovat pouZiti statistickych metod na i kdyz nskterd z jednotlivych gteni mohou byt

vybranych pikladech.

odlehla.
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Obr. 1: Prklad stanoveni koncentrace analyterhi riznymi
metodamia—c. Na ose y je pro ilustraci znazefma hodnota
hmotnostni koncentrace/€tuSovanowarou je indikovana sku-
techa koncentrace analytu ack®vanoucarou pak pipustna
nejistota néreni. Uvedené rozsahy jsou pouze ilustrativni. Za-
timco metoda je spravnéa (pim¢r odpovida skuiné hodna),

je vSak zarovenepesna — velky rozptyl &ifeni nastigny chy-
bovymi Usékami. Metodab je pesna (mala chyba éreni),

ale neni spravna. Vysledek je amaodlehly od skut@éé koncen-
trace analytu. Metoda je p'esna i spravna.

Limit detekce a mez stanovitelnosti

V literature jsou pro tyto pojmy pouzivany
ustalené zkratky. Pro limit (téZ mez) detekce je to
LOD (limit of detection) a pro mez stanovitelnosti
pak LOQ (limit of quantification). Vyp&et LOD a
LOQ je casto upravovan pro konkrétni metody.
LOD a LOQ jsou zavisléipdevsim na chybmg-
feni. Tato chyba t¥e byt reprezentovana &ro-
datnou odchylkou nebo tzv. Sumem, coZgsova
fluktuace ndteného signalu v népomnosti analy-
tu. LOD a LOQ zavisi rowt na citlivosti metody,
tj. na strmosti kalibréni zavislosti. Za LOD se po-
vaZuje takové mnozstvi (koncentrace) analytu, které
zpasobi zmnu mereného signélu v rozsahu trojna-
sobku velikosti Sumu. U LOQ je to pak desetinaso-
bek. Obec# uznavany vyp&et pro kalibréni za-
vislost linearni povahy je nasledujici:

3xh
s

10xh
s

LOD = LOQ=
kde h predstavuje ustalenou hodnotu signalu Sumu
nebo chybu signalu ziskanéhaienim blanku a
smsnErnici kalibraéni zavislosti. Pokud dime -
tomnost latky na hranici LOD, prokazali jsme jeji
pritomnost 95% (hladina praglodobnosti P = 0,05),

u LOQ pak na 99% (P = 0,01). Pro zpracovani vys-
ledki mizeme samdejme pouzit i jinych statistic-
kych metod, naip porovnat experimentalni hodnoty
ze série réreni blanku a nezndmého vzorku. Vyobra-
zeni odhadu limitu detekce a meze stanovitelnosti
na @ikladu potenciometrické analyzy je znazoro

v obrazku 2.
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Obr. 2: Priklad urceni limitu detekce (LOD) a meze stanovi-
telnosti (LOQ). Pro ilustraci byla zvolena potenuietrie jako
modelova metoda. &leni blanku odpovida prvnimu bodu
v grafu. Trojnasobek a desetinasobekrsmatné odchylky na
ose y a nasledny odhad LOD a LOQ svislici na ogupxi-
se’iku s kalibrani pFimkou je znazowm preruSovanou linii.

Citlivost metody

Zmena nereného signaluigi koncentraci nie-
ného analytu: dS/dc. U kalibraci s linearninkgr
hem pak citlivost odpovida smici této kalibrace.
Je tedy #ejmé, Ze citliva metoda je ta, ktera poskyt-
ne maximalni ziénu mereného signalu viffomnosti
analytu.Casto opakujicim se omylem je z&ma li-
mitu detekce a citlivosti. Jak jéeggmé zcasti wno-
vané limitim detekce, citlivost metody zfr& ovliv-
nuje jeji limit detekce. OvSem i citliva metodaibe
mit velmi vysoky limit detekce, pokud jeéeni
zatizeno velkou chybou.

Selektivita

Selektivita metody ndm &uje, zda se na &re-
ném signalu mohou podilet i jiné faktory nez jen
stanovovany analyt. Jestlize ma metoda malou selek-
tivitu, existuje velkd prawpodobnost ziskani fales-
n¢ pozitivniho vysledku. To fze byt velmi nefi-
jemné pi detekci gitomnosti biologickych a che-
mickych agens. Fale8rpozitivni stanoveni e
vzniknout také diky jevu, ktery se nazyva hystereze
Pojem hystereze zdigpan&t’ systému, tj. vliv minu-
lych mgteni na niteni sodasne.

Kalibrace

Obecné zasady platné pro kalibraci a pouZiti stan-
dardi vychazeji z ISO/IEC 17025. Kalibrace je pro-
ces, pi kterém hledame zavislost mezi¢ifanym
signdlem (nap absorbance, vznik potencialu, veli-
kost meéteného proudu aj.) a drenou jednotkou
(nap. koncentrace latky v roztoku). Proaly kali-
brace je pouZzit tzv. standard se znamym mnoZstvim
analytu.
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Z hlediska mechanismu pouZiti rozliSujeme stan-
dardy vrgjSi a vnitni. VngjSi standardy jsou pouZzi-
vany nezavisle na vlastnim analyzovaném vzorku.
Kalibrace pomoci wjSich standanil se odehrava
pied z&atkem vlastnich #feni neznamého vzorku.
Kalibrace vnitni vyuziva definovanéhoiiaavku

Uy (%) = UL (X) +Ug(x)

Jako piklad kombinované nejistoty imdeme
zjednoduSe# uvést stanoveni obsahu glutathionu
v krevni plazni. Zatimco nejistotala je zpisobena
chybou pi zpracovani krve (n&ppipetovanti jina

standardu do analyzovaného vzorku a nasledné po-manipulace se vzorkem)g je jiz vlastni chyba &

rovnani zminéného signélu se signalenmvmdnim.

| kdyZ pouZiti vnitnich standarilje zpravidla rych-
lejSi a jistou vyhodu fedstavuje i fakt, Ze vlastni
analyza i kalibrace probiha téhve stejnéntase,
byvaji vysledky nifeni s vnitnimi standardy iire
reprodukovatelné.

Idedlni kalibrace je lineérni. Nicm&pii velkém
rozsahu standaiicse kalibrace stava sigmoidni. #-d
vodi dosazeni linearity setkteré kalibrace, zviast
v potenciometrii, realizuji po matematické trans-
formaci na semilogaritmické vyneseni signalidiv
koncentraci. Linearni rozsah kalibrace udavany
Vv pactu desetinnych mistgdi) koncentrace analytu
se velmi¢asto povaZzuje za ukazatel kvality metody.

Odchylka a nejistota #eni

V ramci opakovanych #iieni nizeme stanovit
tzv. aiekdvanou hodnotu &eni, ktera odpovida
poloze rozdleni na ose realnyctisel. RozloZeni
hodnot na ose reélnyeifsel odpovida tzv. rozptylu
02. Sne¢rodatné odchylka #teni o je pak druhou
odmocninou rozptylu #feni a relativni sgrodat-
na odchylka jejim procentudlnim vyjé&dim vzhle-
dem k pfiméru meteni. Matematicky rizeme sr&
rodatnou odchylku &feni vyjadit jako odmocninu
sumy¢tverai rozdilu hodnot jednotlivych éieni x
od pimérné hodnoty p vyglenou mnozstvim opa-
kovani néfeni N:

R P
J_\/N;(Xi 1)

Pro Gaussovo (hormalini) rageni hodnot plati,
Ze v rozsahyl = glezi 68 % dat. Pro intervpl £ 20
je to 95 % a prqu + 30 pak 99 % experimental-
nich dat. Se s#énodatnou odchylkou #teni souvisi
dalSi parametr, a to je nejistot&teni u. i pouZziti
metodiky, kterd poskytuje nejerigsné, ale i sprav-
né vysledky mzeme nejistotu #feni ztotoZnit se
smérodatnou odchylkou. V redlnych podminkach
je vSak nejistota #feni wtSi. Nejistota réreni ma
aditivni charakter, vysledna kombinovand nejistota
pak mize byt vyjadena jako vliv didich nejistot

feni (nap. HPLC nebo fotometrické stanoveni).
Obdobr jako pro smrodatnou odchylku a Gaus-
sovo rozdleni mizeme stanovit i intervaly spolehli-
vosti ve fornd rozsfené nejistotyJ. Je toknasobek
kombinované standardni nejistoty. Fto= 1 lezi
v daném intervalu 68 % experimentélnich dat, pro
k=2jeto 95 % (P = 0,05) a pko= 3 pak 99 %
(P =0,01).

U =kxu.(X)

Reprodukovatelnost a opakovatelnost

KdyZz mluvime o chyb me¢teni, mame na mysli
smeérodatnou odchylku nebo relativni radatnou
odchylku ziskanou sérii ¢feni téhoz vzorku. Tato
meéreni jsou v3ak prov&da v danéngase. Opako-
vatelnost neffmo odpovida chybmeéreni vykona-
nému tou samou osobou na stejném pracovisti a se
stejnym vzorkem gasovym odstupem. Pokud je me-
toda opakovatelnd, je vysledek opakované analyzy
statisticky nerozlisitelny odgvodniho ndfeni. Na
rozdil od opakovatelnosti reprodukovatelnost vypo-
vida o chy® pii reprodukci vysledk s danym vzor-
kem a stejnou metodou v jiné labotato

Korelace

Korelace je proces,ipkterém hledame souvis-
losti mezi déma nezavislymi vetinami. Pearsaiv
korelani koeficient jeciselnym vyjadenim gsnosti
korelace. Pro soubor vzajetnpiitazenych promn-
nych hodnotX a'Y v celkovém pétu bodi N Ize
korelatni koeficientr vypaogitat podle nasledujiciho
vzorce:

N

>

XY

- ;XY— i=1 N|—1
X W
Ex - F -0

Statistické software jsou vybaveny nastroji pro

meteni hodnoty x, vysledna nejistota se pak nazyva vyposet korelgniho koeficientu. Vzhledem dasové

kombinovana standardni nejistata

naranosti vypa@tu Pearsonova korelaiho koefi-
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Obr. 3: Priklady rozdilnych korelaci. V kazdém grafu je veaen korelani koeficient (r) a koeficient determinacé)(Horni grafy
predstavuji extrémntesny vztah, kdy prognné jsou si neffmo (vlevo) a fimo (vpravo) Urrné. Graf vlevo dole fedstavuje velmi

tésnou zavislost.

cientu je proto davanargdnost pray prislusSnému
softwaru. Bi pouZiti softwaru je viakeba dat po-
zor na spravnou terminologii. Korélai koeficient
(r) je velmicasto zamovan za koeficient determi-
nacer? (viz nize) diky nespravnymigklacim soft-
waru doceského jazyka. Koretai koeficient nize
nabyvat hodnot v rozmezi -1 az i BPD grafic-
kém vyneseni pak zaporny kor&hé koeficient od-
povida zaporné s¥mici a kladny koeficient kladné
smernici. Meznim gipadem je koreki koeficient

0, kdy Za&dnéa korelace nebyla nalezena a experi-

mentalni hodnoty jsou ngsgji zcela nahod& roz-
ptyleny. Korelé&ni koeficient nize nabyt nulové
hodnoty také v &terych specifickych situacich, ty
v3ak nejsou typické progbna stanoveni. Pokud se
hodnota korekniho koeficientu blizi 1 nebo -1,
hodnoty se stavaji usfidanymi a mezni korelaci
pti hodnotach 1 a -1 je pakimka. Riklady ¢ty
grafi s tiznou mirou korekniho koeficientu jsou
vyobrazeny v obrazku 3.

Pro posouzengsnosti vztahu dvou prainnych
mizeme rozliSit miru korelace jako zanedbatelnou
do 0,2 (-0,2), v rozmezi 0,2 az 0,4 (-0,2 az -0,4)
tento vztah neniifis tésny, pro hodnoty 0,4 az 0,7
(-0,4 aZz —0,7) se vztah sta¥driym. Ri dalSim zvy-
Seni korelaniho koeficientu na hodnotu 0,7 az 0,9
(-0,7 az —-0,9) je pak vztah velmiishy. Nad hod-
notu 0,9 (-0,9) mluvime o extrémtésném vztahu.

S korel&nim koeficientem Uzce souvisi pojem
koeficient determinacg?). Jedna se o druhou moc-
ninu korel&niho koeficientu. Nabyva hodnot od 0

do 1. Lzetici, Ze koeficient determinace vypovida
o interpretovatelnosti modelu na dana data.iNap
koeficient determinacé = 0,95 vypovida o faktu, ze
95 % hodnot progmnéy muze byt vys¥tleno kore-
laci na promainnoux.

Zavér

Spravna aplikace statistického aparatu je ne-
zbytnou souésti laboratornich experiméntl pres
dobrou dostupnost statickych softwar rychlé zpra-
covani dat je nutné spravpouZzivat zakladniifp
stupy k planovani experimentVelmi snadno do-
chazi ke Spatné interpretaci pdjmak bylo nap.
uvedeno u pojtin piesnost a spravnosi citlivost a
limit detekce. Tato prace si kladla za cil shrnout
dulezité aspekty tykajici se popisné statistiky v-che
mickych, biologickych a Klinickych laborafch pre-
hlednou formou.
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