Calculul taliei eşantionului
Scopul lucrării: 

· Îmbunătăţirea calităţii realizării protocoalelor studiilor şi a succesului studiilor
Utilitate:

· la calculul taliei eșantionului pentru teză, cercetări personale
Introducere

Lucrarea conţine un set de scenarii pentru a exersa calculul taliei eşantionului.


Există diverse programe care permit calculul numărului de subiecți. În acest laborator se vor folosi calculatoare online, pentru cele mai uzuale situații.

Un program avansat  pentru calculul puterii (care nu e descris în acest laborator) este GPower pe care-l puteți folosi pentru analize similare, respectiv alte tipuri de analize. Programul se găsește la adresa: http://www.gpower.hhu.de/en.html în versiuni pentru Windows și Mac. Acesta vă permite să calculați talia eșantioanelor pentru studii care folosesc: corelații, regresii, teste pentru proporții – eșantioane perechi, teste de medii – eșantioane perechi, Testul Wilcoxon pentru eșantioane perechi, testul Mann-Whitney U, ANOVA – one way, ANOVA cu interacțiuni, ANOVA cu măsurători repetate,  Regresie lineară multiplă, Regresie Poisson, Coeficient de corelație tetrachoric ...)
Considerații privind calcul număr de subiecți necesari pentru studiu

Pragmatic, de numărat câți pacienți pot strânge pe an cu patologia (situația) de interes, pe baza foilor de observație din anii anteriori. Eventual de scăzut cei care ar trebui excluși. Dacă este de interes supraviețuirea, de numărat câți au decedat. Dacă este de interes câți devin bolnavi, sau dezvoltă complicații, de numărat acest lucru, respectiv câți nu dezvoltă complicații.
De făcut o estimare a numărului de subiecți (vezi mai jos) și văzut dacă vă încadrați. Dacă da, e ok, dacă nu, … poate de regândit ce se dorește a se studia, poate de schimbat tema de cercetare.

Calculul se face pentru un obiectiv principal de studiu, maxim 2 (în principiu). Se ia maximul de subiecți dacă există mai multe obiective principale în același studiu.
Dacă evaluez numărul de subiecți prin ambele variante de mai jos -analize simple dar și regresii, ideal ar fi de luat maximul numărului de subiecți găsit prin cele două metode.

Analize simple

Comparații indiferent ce se compară

Alfa = 0,05


Puterea mai mare sau egală cu 80%


Raport intre grupuri (1:1 – ex un caz la un martor, sau 1:2 – un caz la 2 martori)


P bidirectional (two-tailed p)
Comparații intre date calitative (da/nu, ușor/mediu/sever)

Diferența în procente așteptată, clinic semnificativă, dintre grupuri


Procentul la grupul de control (cunoscut din literatură, sau studiu pilot intern – adică încep studiul și pe câțiva subiecți observați văd care e procentul)
http://sampsize.sourceforge.net/iface/s1.html#comp
Comparații intre date cantitative (valori numerice: temperatură, greutate) Ex, media scăderii în greutate este diferită cu două diete diferite (meditereaneană vs. vegetariană)?

Diferența între medii așteptată, clinic semnificativă, dintre grupuri


Deviația standard la grupul de control și la cel de interes (cunoscut din literatură, sau studiu pilot intern– adică încep studiul și pe câțiva subiecți observați văd care e deviația standard, dar și diferența între medii)
http://sampsize.sourceforge.net/iface/s2.html#means
Regresii – calcul talie eșantion
Metode aproximative, orientative

Regresie – caut să prezic o variabilă (dependentă/prezisă) în funcție de mai multe variabile (independente – între care una este cea care ne interesează, restul sunt variabile de care trebuie să țin cont, pentru că și ele influențează variabila prezisă/dependentă)
Ex. media scăderii în greutate în funcție de nivelul adiponectinei, ținând cont și de alți factori care influențează greutatea (vârstă, sex, IMC, dietă (normală/vegetariană/mediteraniană), activitate fizică (muncă intensă, muncă moderată, muncă ușoară, sedentarism))?
Depinde de tipul variabilei prezise 

Se prezice o variabilă numerică (cantitativă) – adiponectină, CRP, NT-ProBNP,  - contează numărul total de subiecți
Se prezice o variabila de tip da/nu (calitativa dicotomiala) – cu/fara boala, semn, simptom, deces – contează numărul celei mai mici categorii prezise (ex. 30 cu boală și 70 fără boală, înseamnă că 30 este numărul de cazuri utilizabile; ex. 2 – 60 cu boală și 40 fără boală, înseamnă că 40 este numărul de cazuri utilizabile)

Se prezice timpul până la un eveniment (variabilă de supraviețuire) – timp de la diagnostic cancer până la deces, vindecare, apariție adenopatie, dispariție metastază – contează numărul de evenimente, indiferent câți subiecți sunt în studiu.

Depinde de ce variabile sunt în regresie

· Cantitative 10-15 subiecți pe variabilă, dacă se presupune că se află în relație lineară cu variabila dependentă, Altfel 30 de subiecți per variabilă

· Calitative dicotomiale - 10-15 subiecți pe variabilă
· Calitative cu mai multe categorii (ordinale (usor, mediu, sever) sau nominale(cianoză, paloare, roșeață)) – 10-15 subiecți * (numărul de categorii – 1) 
Exemplu calcul pentru o regresie prezicând variabile cantitative: media scăderii în greutate în funcție de nivelul adiponectinei (ca variabilă de interes pentru studiu), ținând cont și de alți factori care influențează greutatea (vârstă, gen (feminin/masculin), IMC, dietă (normală/vegetariană/mediteraniană), activitate fizică (muncă intensă, muncă moderată, muncă ușoară, sedentarism)) 

Scăderea în greutate e variabilă cantitativă, astfel aflăm numărul total de subiecți, întrucât toți aduc informații utile. Adiponectina fiind variabila de interes, cantitativă, alocăm 30 de subiecți (neștiind de relație – lineară, sau pătratică, sau alta, are cu greutatea). Variabila vârstă este cantitativă, alocăm 30 de subiecți, dacă ne permitem, dacă nu 10-15. Variabila gen  (feminin/masculin), este calitativă dicotomială, alocăm 10-15 subiecți. Variabila IMC este cantitativă, alocăm 30 de subiecți, dacă ne permitem, dacă nu 10-15. Variabila dietă (normală/vegetariană/mediteraniană) este calitativă nominală, are 3 categorii, echivalent pentru 2 (3-1) variabile dummy: Vegetarian vs normal și mediteranean vs normal, astfel alocăm 10-15 subiecți înmulțit cu 3 – 1 = 2 subiecți. Variabila activitate fizică (muncă intensă, muncă moderată, muncă ușoară, sedentarism) este calitativă ordinață, are 4 categorii, echivalent pentru 3 (4-1) variabile muncă intensă vs sedentar, muncă moderată vs sedentar, muncă ușoară vs sedentar astfel alocăm 10-15 subiecți înmulțit cu 4 – 1 = 3 subiecți. Cel mai mic număr de subiecți – mergând pe 10 subiecți per grad de libertate în loc de 15, iar la variabilele cantitative, doar pe 10 subiecți: 10 + 10 + 10 + 10 + 20 + 30 = 90 subiecți. Următorul, pentru variabila cantitativă de interes punem 30 subiecți : 30 + 10 + 10 + 10 + 20 + 30 = 90 subiecți. Următorul – luăm 15, în loc de 10 per grad de libertate: 30 + 30 + 15 + 30+ 30 + 45 = 180. Ideal se merge pe ultima variantă. Verificați și prin calcul de talie de eșantion pentru analize simple (vezi mai sus) și se ia maximul dintre cele 2 calcule. 

Exemplu calcul pentru o regresie prezicând variabile dicotomiale: trecerea de la obez la supraponderal (da/nu) în funcție de nivelul adiponectinei (ca variabilă de interes pentru studiu), ținând cont și de alți factori care influențează greutatea (vârstă, gen (feminin/masculin), IMC, dietă (normală/vegetariană/mediteraniană), activitate fizică (muncă intensă, muncă moderată, muncă ușoară, sedentarism)) 

Se procedează ca în exemplul cu date cantitative, însă numărul obținut reprezintă doar numărul de subiecți pentru unul dintre grupurile (cei care scad în greutate și cei care nu). Astfel numărul total trebuie să fie cel puțin dublu, față de valoarea obținută mai sus, în funcție de cum e evoluția firească a scăderii sau nu în greutate, pentru situația studiului efectuat. Dacă în mod obișnuit 25% scad în greutate, atunci numărul de subiecți ar fi numărul calculat mai sus înmulțit cu 4. 
Exemplu calcul pentru o regresie prezicând variabile de supraviețuire: timpul scurs între trecerea unei persoane de la statusul ponderal obez, la status normoponderal în funcție de nivelul adiponectinei (ca variabilă de interes pentru studiu), ținând cont și de alți factori care influențează greutatea (vârstă, gen (feminin/masculin), IMC, dietă (normală/vegetariană/mediteraniană), activitate fizică (muncă intensă, muncă moderată, muncă ușoară, sedentarism)) 

Se procedează ca în exemplul cu date cantitative, însă numărul obținut reprezintă doar numărul de evenimente (cei care trec la status normoponderal). Numărul total de subiecți va fi mult mai mare, față de valoarea obținută mai sus, în funcție de cum e evoluția firească a scăderii sau nu în greutate, pentru situația studiului efectuat.
Pentru toate problemele scrieţi rezultatele în acest fişier word, colorat în roşu şi subliniate (underline), în dreptul fiecărei cerinţe.
Studii realizate pe un singur eşantion

Studii de prevalenţă

Scenariu:

Doriţi să realizaţi un studiu de prevalenţă a hepatitei B, la dependenţii de droguri, aflaţi în evidenţă din România. 
Studiul este solicitat de o agenţie caritabilă non-profit care doreşte să îl finanţeze. Agenţia nu îşi permite să realizeze un studiu exhaustiv (al tuturor utilizatorilor de droguri). Vă solicită protocolul studiului şi vă cere să estimaţi costurile acestuia. Dorinţa agenţiei este ca estimarea prevalenţei hepatitei B să fie făcută cu un nivel de încredere 95%, de plus, minus 2%. 
Pentru estimarea costurilor ştiţi că trebuie estimat numărul de subiecţi care sunt necesari a fi studiaţi. În protocolul studiului, stabiliţi ca diagnosticul hepatitei B să fie realizat serologic prin identificarea antigenului HBs. Realizaţi o documentare bibiliografică pentru a afla ce alte studii s-au mai realizat în ţară pe aceeaşi temă. Aflaţi că în Iaşi un studiu cu acelaşi scop a găsit o prevalenţă a hepatitei B de 4%.  Pe baza acestei estimări vă propuneţi să calculaţi talia eşantionului necesar a fi studiat, pentru nivelul de încredere fixat anterior. Întrucât studiul trebuie făcut conform normelor de etică din cercetarea pe subiecţi umani, va fi solicitat consimţământul informat al subiecţilor care vor intra în studiu. Din această cauză nu toţi subiecţii cărora le veţi solicita participarea la studiu vor accepta acest lucru. Estimaţi că doar 80% vor accepta dintre subiecţii solicitaţi vor accepta să participe la studiu. 
Indicaţii 

Folosiți calculatorul online de pe pagina: http://sampsize.sourceforge.net/iface/ link-ul Prevalence survey.
Cerinţe

· Calculaţi talia eşantionului necesar efectiv pentru studiu, presupunând că nu cunoaşteţi numărul total de dependenţi de droguri. (La Population lăsați 0 – întrucât nu știți dimensiunea ei, la Prevalence scrieţi estimarea cea mai bună a prevalenţei pe care o aveţi – găsită în studiu, la Level – treceți nivelul de încredere – 95%): 
· Calculaţi numărul de subiecţi pe care va trebui să-i solicitaţi să participe la studiu: 
Realizaţi o nouă documentare bibilografică şi aflaţi că numărul de dependenţi de droguri este de 2000. (La Population treceți 2000 - dimensiunea ei, la Prevalence scrieţi estimarea cea mai bună a prevalenţei pe care o aveţi – găsită în studiu, la Level – treceți nivelul de încredere – 95%)

· Calculaţi talia eşantionului necesar efectiv pentru studiu:
· Calculaţi numărul de subiecţi pe care va trebui să-i solicitaţi să participe la studiu (ținând cont că doar 80% vor accepta – folosind regula de 3 simplă) :
Presupunând că nu aveţi la dispoziţie un studiu anterior care să vă ofere o estimare a prevalenţei şi nu cunoaşteţi numărul de dependenţi de droguri. (Indicaţie la Prevalence treceți 50)
· Calculaţi talia eşantionului necesar efectiv pentru studiu:

· Calculaţi numărul de subiecţi pe care va trebui să-i solicitaţi să participe la studiu :

Studii realizate pe două eşantioane, sau studii comparative

Compararea a două proporţii

Scenariu:

Doriţi să realizaţi un studiu care să reproducă cercetarea: Troianos CA, Kuwik RJ, Pasqual JR, Lim AJ, Odasso DP. Internal Jugular Vein and Carotid Artery Anatomic Relation as Determined by Ultrasonography. Anesthesiology 1996;85(1):43-8. 

Studiul evaluează gradul de suprapunere al venei jugulare cu artera carotidă comună. Autorii au evaluat dacă suprapunerea este asociată cu anumiţi parametrii clinici. Astfel au vrut să vadă printre altele dacă suprapunerea este influenţată de vârsta subiecţilor. Pentru aceasta ei au determinat un scor de suprapunere de la 1 la 4. Apoi au calculat proporţia de subiecţi care prezintă suprapunerea pe două categorii de vârstă. Rezultatele lor au fost: 64% din subiecţi cu vârste  mai mari sau egale cu 60 de ani au avut scorul de 4 şi 47% dintre subiecţi cu vârste mai mici de 60 de ani au avut scor de 4. Rezultatele au ieşit semnificative statistic pentru pragul de semnificaţie α=0,05. (p<0,05)
Studiul a comparat două proporţii. 
Doriţi să faceţi un studiu similar şi v-ar interesa câţi subiecţi aţi avea nevoie. Fiind un studiu comparativ veţi avea două eşantioane, unul cu subiecţi subiecţi cu vârste  mai mari sau egale cu 60 de ani şi unul cu subiecţi cu vârste mai mici de 60 de ani

Doriţi să obţineţi rezultate semnificative statistic pentru pragul de semnificaţie α=0,05 (grad de încredere = 1- α).  Doriţi ca puterea studiului să fie de 80% (puterea=1-β, unde β=20%). Cea mai bună estimare a proporţiilor este cea din studiul pe care l-aţi găsit.
Indicaţii 

Folosiți calculatorul online de pe pagina: http://sampsize.sourceforge.net/iface/s1.html#comp link-ul Comparative study of percentages. 

Dacă din studii anterioare cunoașteți procentul doar pentru unul din grupurile pe care doriți să le studiați (ex. pentru un grup de control), atunci folosiți acel procent pentru Proportion1. Pentru Proportion 2 va trebui să alegeți un procent astfel încât diferența minimă clinic interesantă/utilă pentru dumneavoastră să fie egală cu diferența între aceste procente. Ex. Din literatură într-un trial ați găsit care e procentul unei succesului tratamentului la grupul care a primit medicamentul A de 33%. Dumneavoastră evaluați un medicament B pentru care nu aveți date de eficiență. Însă v-ați dori să găsiți o diferență de măcar 5% în favoarea tratamentului B față de A (aceasta pe baza unui raționament clinic). Astfel Proportion 2 va fi 33%+5% = 38%. 
În scenariul de față aveți procentajul pentru ambele grupuri de studiu – astfel le introduceți în câmpurile Proportion 1 și Proportion 2.

Puterea se trece în câmpul Power
Dacă doriți eșantioane egale de subiecți la Ratio n2/n1 treceți 1.

Pentru Alpha risk treceți 5%.

Nu bifați One-sided test, decât dacă știți că în sută la sută din cazuri un grup va avea valori mai mari decât celălalt – Consultați un statistician pentru această opțiune, altfel mergeți pe varianta sigură de two-sided test. Dacă faceți trialuri – consultați un statistician cu experiență în trialuri, întrucât există mai multe variante de a face acest calcul.

Restul câmpurilor lăsați-le goale
Cerinţe (treceți suma taliilor celor două eșantioane)
· Calculaţi talia eşantioanelor, în situaţia în care doriţi să aveţi acelaşi număr de subiecţi în cele două eşantioane (Indicaţie Ratio n2/n1 = 1):
· Calculaţi talia eşantioanelor, în situaţia în care doriţi să aveţi număr diferit de subiecţi în cele două eşantioane (Indicaţie debifaţi Equal ns), şi ştiind că pentru grupul de vârste de sub 60 de ani cel mai probabil sunt de de două ori mai frecvenți decât celălalt grup (Indicaţie Ratio n2/n1 = 2):
· Care dintre variante le calculate are cel mai mic număr de subiecţi necesar?
Studii caz-martor
Doriţi să faceţi un studiu referitor la riscul de cheilopalatoschizis pentru copii al căror mame au consumat alcool în timpul sarcinii. Aveţi nevoie de nişte date preliminare, şi anume o estimare a unui ratei şansei realizată în alte studii. Găsiţi un articol original despre ceea ce vă interesează: DeRoo LA, Wilcox AJ, Drevon CA, Lie RT. Am J Epidemiol. First-trimester maternal alcohol consumption and the risk of infant oral clefts in Norway: a population-based case-control study. 2008 Sep 15;168(6):638-46.) S-a găsit o rată a șansei de 2,2 de a dezvolta cheilopalatoschizis la femeile care consumau alcool față de cele care nu consumau alcool. În populația de femei care au nascut copii fără cheilopalatoschizs s-a găsit un studiu care preciza un consum de alcool de aproximativ 30%. 
Doriţi să obţineţi rezultate semnificative statistic pentru pragul de semnificaţie α=0,05 (grad de încredere = 1- α). Doriţi ca puterea studiului să fie de 80% (puterea=1-β, unde β=20%) pentru a detecta o rată a șansei de 2.

Cerinţe

Calculaţi talia eşantioanelor (caz, martor), în situaţia în care doriţi să aveţi acelaşi număr de subiecţi. caz:  , martor:
 Calculați apoi același lucru dacă ați dori să observați un OR mai mic de cel din studiu – de exemplu de 1,5. caz:  , martor:
Care este talia în situaţia unui studiu în care căutați un OR de 2,2 ca în studiul găsit, dar cu o putere de 90%. caz:  , martor:, 
Ce se observă legat de micșorarea valorii OR? 

Crește/scade talia 
Ce se observă legat creșterea puterii? 

Crește/scade talia 

Indicaţii


Folosiți progamul online de pe pagina: http://sampsize.sourceforge.net/iface/s3.html#cc – link-ul Case-control study.
Introduceți procentele astfel pentru 80% scrieți 80. Aveți grijă dacă folosiți numere care nu sunt întregi virgula trebuie să fie trecută sub formă de punct.
Valoarea lui OR minim interesant din punct de vedere clinic se trece în câmpul Minimum Odds Ratio to detect.
Puterea se trece în câmpul Power.
Pentru Alpha risk treceți 5%.

Number of controls per case – indică ce număr de subiecți martor sunt alocați la fiecare caz, pentru un studiu cu raport martor:caz de 3:1 scrieți 3.
Dacă aveți studii de tip matched case-control atunci trebuie să bifați 1:1 matched study design  (ex. studii pe gemeni monozigoți, sau studii în care pentru fiecare caz găsiți un martor de aceeași vârstă sex și factori principali de risc)

Nu bifați One-sided test (vezi mai sus explicații)
Compararea a două medii (test între eşantioane independente):
Scenariu:


Doriţi să faceţi un trial randomizat controlat pentru a testa eficacitatea unui medicament hipocolesterolemiant comparându-l cu un placebo, la persoane cu hipercolesterolemie. 

Ca şi măsură a efectului, consideraţi diferenţa între nivelul colesterolului înainte de tratament şi după tratament. Din punct de vedere clinic consideraţi că un efect de scădere a nivelului de colesterol cu 20 mg/dl este mulţumitor. Sub acest efect consideraţi tratamentul puţin eficient. Nu aveţi însă nici o informaţie cu privire la administrarea acestui medicament. Doriţi să calculaţi de câţi subiecţi aveţi nevoie pentru a observa o diferenţă de măcar 20 mg/dl în caz că această ar exista în realitate, cu o putere de 80%. Doriţi un prag de semnificaţie α=0,05. 
Întrucât nu aveţi informaţii legat de variaţia datelor (deviaţia standard pentru cele două loturi tratat, respectiv placebo), iniţiaţi un studiu pilot pe 20 de subiecţi (10 în fiecare grup). În urma studiului obţineţi următoarele deviaţii standard: lot tratat – 26 mg/dl, lot placebo – 33 mg/dl. Observaţi că datele urmează o distribuţie normală şi consideraţi că în etapa de analiză statistică veţi folosi testul t (student) pentru eşantioane independente.
Indicaţii 

Utilizaţi opţiunea „Two sample T test” de pe pagina cu link-ul indicat mai sus. Bifaţi la Two-tailed, debifaţi Equivalence, selectaţi Solve for Sample size. La sigma1, sigma2 se introduc cele mai bune estimări posibile ale deviaţiilor standard pentru cele două grupe comparate. Pentru aflarea taliei se deplasează cursorul pentru n1 şi sau n2 până când se obţine puterea dorită a studiului.

Folosiți progamul online de pe pagina: http://sampsize.sourceforge.net/iface/s2.html#means – link-ul Comparative study of means
În scenariul de față aveți media doar pentru grupul de control (120) – treceți această medie în câmpul Mean 1. 

Puterea se trece în câmpul Power
Dacă doriți eșantioane egale de subiecți la Ratio n2/n1 treceți 1.

Pentru Alpha risk treceți 5%.

Nu bifați One-sided test, vedeți explicația mai sus

Restul câmpurilor lăsați-le goale

Cerinţe

· Calculaţi talia eşantioanelor, în situaţia în care doriţi să aveţi acelaşi număr de subiecţi în cele două eşantioane (Indicaţie la Ratio n2/n1 treceți 1): talia grupului tratat:    , talia grupului placebo:   

· Calculaţi talia eşantioanelor, dar pentru o diferenţă între medii de 10 mg/dl, respectiv pentru o diferenţă de 30 mg/dl, în situaţia în care doriţi să aveţi acelaşi număr de subiecţi în cele două eşantioane (Indicaţie la Ratio n2/n1 treceți 1
· diferenţă între medii de 10 mg/dl: talia grupului tratat:    , talia grupului placebo:   

· diferenţă de 30 mg/dl: talia grupului tratat:    , talia grupului placebo:   

· Cum se modifică numărul de subiecţi necesari pentru a observa o diferenţă mai mică între medii?

Studii de supraviețuire (test între eşantioane independente):
Pentru studii de supraviețuire puteți folosi următoarele calculatoare online, în funcție de datele de care dispuneți a priori:
http://www.sample-size.net/sample-size-survival-analysis/
http://www2.ccrb.cuhk.edu.hk/stat/Survival_Analysis.htm
https://stattools.crab.org/Calculators/twoArmSurvivalColored.htm
http://www.clinsearch.net/tools/SampleSizeSurvival
http://www-rohan.sdsu.edu/~statctr/calculators/pss5.html
https://www.statstodo.com/SSizSurvival_Pgm.php
Studii diagnostice
Talia se poate calcula în felul următor. Se începe colectarea datelor pe un eșantion mic în spital (studiu pilot intern) pentru a afla indicatorii necesari pentru estimarea taliei eșantionului, sau se găsesc acești indicatori în studii anterioare. Se află astfel sensibilitatea, specificitatea și prevalența bolii (frecvența bolii în populație). Se fixat nivelul de înredere pentru intervalul de încredere de 95%. Se fixează mărimea erorii (margin of error/precision – în program) (jumătate din lărgimea intervalului de încredere ( ex. un interval de încredere pentru o sensibilitate de 70% cu eroare de 5% are lărgimea de 10 %, adică este 70% +/- 5% ) de 0,05 (5%). Dacă numărul de subiecți e prea mare pentru posibilități financiare sau de obținut într-un timp rezonabil atunci sc crește eroarea acceptabilă. Pentru calcul se poate utiliza un program realizat într-un  fișier Excel.(Naing L. Sample size calculation for Sensitivity & Specificity Studies. Mar 2004.)
Concluziile laboratorului: lucrarea de astăzi vă ajută

· la calculul taliei eșantionului pentru teză, cercetări personale
Trimiteţi prin e-mail, acest document Word (după ce îl completaţi, salvaţi şi închideţi în prealabil), ca fişier ataşat (attachment). 
În e-mail specificaţi la Subject: Date de contact şi titlul lucrării.
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