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Résumé
· Lors de l'évaluation de la précision d'une méthode, il est nécessaire d'évaluer la répétabilité (au sein d'une série) et la précision totale ou intra-laboratoire.
·  Il est insuffisant d’évaluer la répétabilité en une seule série.
•	Le document EP05-A2 du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) décrit les protocoles permettant de déterminer la précision d'une méthode.1 La précision d’une méthode doit être testée à au moins deux niveaux ; chaque série étant effectuée en double, à raison de deux séries par jour sur 20 jours.
Le document CLSI EP15-A2 décrit les protocoles qui doivent être suivis par l'utilisateur pour vérifier les déclarations de précision d'un fabricant. Les déclarations de Précision d’un fabricant doivent être testées à au moins deux niveaux, en exécutant trois réplicats sur cinq jours.2
· Une feuille de calcul pour aider aux calculs décrits dans cet article est disponible sur le site Web de l'AACB. 3

	
	



	Introduction
Partie du processus de vérification ou de validation d’une méthode pour confirmer qu’elle est adaptée à son utilisation est une évaluation de la précision. Nous entendons par là la proximité de l'accord entre les résultats indépendants de mesures obtenues dans des conditions stipulées ; elle est uniquement liée à l'erreur aléatoire des mesures et n'a aucun rapport avec la justesse/précision.4
Il existe une certaine variation dans la terminologie utilisée, mais aux fins de cette discussion, la répétabilité, également connue sous le nom de précision intra-série, est définie comme la proximité de l'accord entre les résultats de mesures successives obtenues dans des conditions identiques. La reproductibilité se situe à l’autre extrême et fait référence à la proximité de l’accord entre les résultats de mesures successives obtenues dans des conditions modifiées (temps, opérateurs, calibrateurs, réactifs et laboratoire). Aux fins de cette discussion, la reproductibilité ne sera pas prise en compte, car elle implique plusieurs laboratoires. Au lieu de cela, la précision totale au sein d'un laboratoire (précision intra-laboratoire) sera évaluée.
Alors que le terme précision se rapporte au concept de variation autour d’une valeur centrale, l’imprécision est en réalité ce qui est mesuré. Pour une distribution normale, la mesure de l’imprécision est l’écart type (SD). Alternativement, on peut utiliser la variance, qui est simplement le carré de l'écart type.
	On suppose généralement en laboratoire que la variation associée à une analyse répétée suivra une distribution normale, également connue sous le nom de distribution Laplace-Gauss ou Gaussienne. Si cela est vrai, alors en utilisant le principe de l'analyse des composantes de la variance :

où σ est l'écart type et σ 2 la variance.
Notez que certains auteurs font référence à la variation totale comme étant uniquement la composante inter-série au lieu de la composante inter-série et intra-série combinée présentée ci-dessus. Il est important de savoir à quel terme on se réfère. Le CLSI utilise désormais le terme « précision intra-laboratoire » pour désigner la précision totale au sein de la même installation utilisant le même équipement 1 et ce terme sera utilisé pour ce concept tout au long de ce document.
Dans un processus de production, comme la mesure d'un analyte dans une matrice, la moyenne (μ) et l'écart type (σ) ne sont pas connus et ne peuvent être qu'estimés. Les estimations de μ et σ sont généralement notées par [image: ]et s respectivement. Pour n mesures nous avons :
	(1)
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	· Il doit y avoir au moins un échantillon de contrôle qualité (CQ) dans chaque série. Si du matériel de contrôle qualité est utilisé pour l’évaluation de la précision, il doit être différent de celui utilisé pour contrôle le dosage.
· L’ordre d’analyse des matériaux de test et de contrôle qualité pour chaque série ou chaque jour doit être modifié.
· Pour simuler le fonctionnement réel, incluez au moins dix échantillons de patients dans chaque série.

	Le coefficient de variation (CV) est défini comme :

	(3)
	

	Estimation de la Précision
Lors de l’évaluation de la précision d’un dosage, l’approche triviale pour estimer la répétabilité pour un niveau donné consiste à effectuer 20 analyses répétées en une seule série sur une seule journée. De même, la précision intra-laboratoire est estimée en mesurant un échantillon 20 fois sur plusieurs jours. Malheureusement, cette approche est insuffisante, car elle tend à sous-estimer la répétabilité, car les conditions de fonctionnement en vigueur à ce moment-là peuvent ne pas refléter les paramètres de fonctionnement habituels.2
Le CLSI recommande une approche alternative qui est décrite dans les documents EP05-A2 1 et EP15-A2. 2 Les deux documents sont destinés à des fins différentes. L’EP05-A2 doit être utilisé pour valider une méthode par rapport aux exigences de l'utilisateur et est généralement utilisé par les fournisseurs de réactifs et d'instruments pour démontrer la précision de leurs méthodes. En revanche, l'EP15-A2 vise à vérifier que les performances d'un laboratoire sont conformes aux déclarations du fabricant. Ainsi, un laboratoire peut choisir d'utiliser une évaluation basée sur l’EP15-A2 s'il vérifie une méthode sur une plateforme automatisée en utilisant les réactifs du fabricant. Toutefois, pour une méthode développée en interne, un niveau de preuve plus élevé est requis pour valider la méthode, auquel cas l’EP05-A2 serait la ligne directrice appropriée à utiliser.
Différents matériels peuvent être utilisés pour compléter l’évaluation avec l’un ou l’autre protocole. Il s’agit notamment d’échantillons de patients regroupés, de matériel de contrôle qualité ou de matériel standard commercial avec des valeurs connues. Lors de l’utilisation d’échantillons de contrôle qualité, ceux-ci doivent être différents de ceux utilisés pour garantir que l’instrument est sous contrôle au moment de l’évaluation.
La période d'évaluation étant assez courte, l'écart type total ou l'écart type intra-laboratoire dérivé de ces expériences ne doit généralement pas être utilisé pour définir les limites d'acceptabilité du contrôle qualité interne. Pour cela, une évaluation à plus long terme est nécessaire.
Protocoles d'évaluation
Le protocole EP05-A2 recommande que :
· L'évaluation est effectuée à au moins deux niveaux, car la précision peut différer sur la plage analytique d'un dosage.
· Chaque niveau est exécuté en double, avec deux séries par jour sur 20 jours, et chaque série étant séparée par un minimum de deux heures.
	Le protocole EP15-A2 est similaire, sauf que l'expérience est réalisée avec trois répétitions sur cinq jours pour au moins deux niveaux. Le lecteur est invité à se référer aux documents du CLSI pour plus de détails.1,2
Lors de l'évaluation, les données doivent être évaluées pour détecter les valeurs aberrantes, qui sont considérées comme présentes si la différence absolue entre les réplicats dépasse 5,5 fois l'écart type déterminé dans le test de précision préliminaire. Si une valeur aberrante est trouvée, la paire doit être rejetée et la cause doit être étudiée et résolue avant de répéter la série. Le chiffre de 5,5 est dérivé de la valeur supérieure de 99,9 % de la plage normalisée des différences entre deux populations.
Estimation de la répétabilité et de la Précision intra-laboratoire
L'exemple suivant concerne la vérification des performances du calcium selon l’EP15-A2 à l'aide d'un protocole de cinq jours. Aux fins de cet exemple, les résultats d’un seul niveau sont présentés (Tableau 1).
Tableau 1. Résultats de calcium pour le niveau 1 (mmol/L).
	

	
	Série / Jour
	Réplicat 1
	Réplicat 2
	Réplicat 3
	

	
	1
	2,015
	2,013
	1,963
	

	
	2
	2,019
	2,002
	1,979
	

	
	3
	2,025
	1,959
	2,000
	

	
	4
	1,972
	1,95
	1,973
	

	
	5
	1,981
	1,956
	1,957
	

	
	Répétabilité
La répétabilité est estimée à l’aide de l’équation ci-dessous.

	(4)

	
	où :
D = nombre total de jours.
n = nombre total de réplicats par jour.
x dr = résultat pour le réplicat r le jour d.
= moyenne de tous les réplicats le jour d.




	La première étape consiste à calculer la moyenne des réplicats pour chaque jour, puis pour chaque résultat, à soustraire la moyenne de ce jour et à élever au carré la valeur résultante. Par exemple, le jour 1, la moyenne des trois valeurs est (2,015 + 2,013 + 1,963)/3 = 1,997. Le premier réplicat du jour 1 est de 2,015, nous calculons donc (2,015 – 1,997) 2 = 0,00032.
Le tableau 2 montre les résultats de chacun de ces calculs.
Tableau 2.
	Précision intra-laboratoire
Enfin, nous pouvons calculer l'écart type total ou intra-laboratoire (s l ) en utilisant l'équation :

	
	
	(6)

	
	où n est le nombre de réplicats par jour.

	Moyenne du jour
	(R1 - Moyenne) 2
	(R2 - Moyenne) 2
	(R3 - Moyenne) 2
	
	Encore une fois, en utilisant les valeurs de l'exemple :
 mmol/L

	1,997
	0,00032
	0,00026
	0,00116
	
	

	2,000
	0,00036
	0,00000
	0,00044
	
	

	1,995
	0,00092
	0,00127
	0,00003
	
	

	1,965
	0,00005
	0,00022
	0,00006
	
	

	1,965
	0,00027
	0,00008
	0,00006
	
	

	La somme des différences au carré est de 0,0055, et nous savons que D = 5 et n = 3. Ainsi :
=0,023 mmol/L
	Évaluation des résultats
Comme mentionné ci-dessus, l’EP15-A2 est généralement utilisé pour vérifier qu'une méthode fonctionne comme le prétend le fabricant. Par conséquent, les estimations d’imprécision calculées ci-dessus doivent être comparées aux déclarations du fabricant. Si la répétabilité et l'écart type intra-laboratoire sont inférieurs à ceux indiqués par le fabricant, l'utilisateur a alors démontré une précision conforme à l'affirmation et aucun autre calcul n'est requis. Toutefois, si les valeurs obtenues sont supérieures à celles rapportées par le fabricant, un test statistique doit être effectué pour déterminer si cette différence est statistiquement significative.

	L’étape suivante consiste à calculer la variance des moyennes quotidiennes (s b 2) à l’aide de l’équation.
	

	
	(5)
	

	où :
D = nombre total de jours.
= moyenne de tous les réplicats le jour d. 
= moyenne de tous les résultats. 
En utilisant les valeurs de notre exemple, la moyenne de tous les résultats est de 1,984 mmol/L. Le jour 1, la moyenne des trois réplicats était de 1,997 (voir tableau 2), donc le carré de la différence par rapport à la moyenne globale est (1,997 – 1,984)² = 0,000162.
Le tableau 3 montre les résultats du même calcul pour les jours restants.
Tableau 3.
	Valeur de vérification de la répétabilité
Afin de comparer la répétabilité estimée à une valeur revendiquée, nous pouvons calculer la valeur critique ou de vérification à l'aide de l'équation :

	
	Valeur de vérification =
	(7)

	
	où :
σ r est la répétabilité revendiquée.
C est le point de pourcentage 1-α/q de la distribution du khi carré. α est le taux de faux rejet et q est le nombre de niveaux testés
v est les degrés de liberté et dans ce cas est égal à D•(n-1).
En utilisant les données d'exemple et en supposant que la répétabilité revendiquée est un CV improbable de 1,1 %, l'écart type revendiqué est donc de 1,984/0,01 = 0,022 mmol/L, ce qui est inférieur à la répétabilité estimée de 0,023. Afin de calculer la valeur de vérification, nous devons d'abord calculer les degrés de liberté de répétabilité, qui sont égaux à D•(n-1). Pour le protocole EP15-A2 de trois réplicats sur cinq jours, nous obtenons v = 10.


	Moyenne du jour
	
	
	

	1,997
	0,000162
	
	

	2,000
	0,000247
	
	

	1,995
	0,000108
	
	

	1,965
	0,000371
	
	

	1,965
	0,000384
	
	

	La somme du carré des différences donne un total de 0,00127. Ainsi, la variance des moyennes journalières est :

	




	Pour calculer C, α est traditionnellement pris égal à 5 % et q est égal à 2. Nous devons donc trouver le point de pourcentage de 97,5 % de la distribution du khi carré avec 10 degrés de liberté. Cela peut être recherché à l'aide de tableaux statistiques ou en utilisant la fonction de feuille de calcul CHIINV(α/q,v) = CHIINV(0,05/2,10) = 20,48. 3
Par conséquent, la valeur de vérification est :
Valeur de vérification 
La répétabilité estimée étant inférieure ou égale à la valeur de vérification, les données sont cohérentes avec les déclarations du fabricant.
Valeur de vérification de la Précision intra-laboratoire
Une méthode analogue est utilisée pour comparer l'écart type estimé intra-laboratoire à la déclaration du fabricant, la valeur de vérification étant calculée selon l'équation 8.
	Valeur de vérification 
Encore une fois, comme l’écart type intra-laboratoire est inférieur ou égal à la valeur de vérification, les données sont cohérentes avec l’affirmation du fabricant.
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	Valeur de vérification = 
	 (8)
	

	où σ l est l'écart type intra-laboratoire ou total revendiqué et T est les degrés de liberté effectifs pour l'estimation de la précision intra-laboratoire. T est mieux calculé dans une feuille de calcul et est obtenu avec :
	

	
	(9)
	

	Pour notre exemple, supposons une déclaration du fabricant de 1,2 %, ce qui correspond à un écart type de 0,024. Donc :
	



image1.png




