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1 OBIJETIVO

Este guia tem como objetivo apoiar os laboratérios de ensaios microbioldgicos de dguas na
guantificacdo da incerteza de medicdo apresentando a abordagem global definida na ISO
29201:2012.

2 AMBITO

Este guia dd orientagbes para a avaliagdo da incerteza nos ensaios microbioldgicos
guantitativos baseados na enumeracao de particulas microbianas por cultura. Abrange todas
as variantes dos métodos de contagem de coldnias e da estimativa do numero mais
provavel. Este procedimento ndo é aplicavel a outros métodos que ndo sejam quantitativos.

O objetivo é especificar como se obtém os valores da varidancia operacional intralaboratorial
e da incerteza combinada do resultado final.

Nota 1: A variancia pré-analitica da amostragem esta fora do ambito deste Guia.

3 REFERENCIAS

ISO 29201:2012, Water Quality — The variability of test results and uncertainty of
measurement of microbiological enumeration methods

ISO/IEC 17025:2005, General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories

ISO/IEC Guide 98-3:2008, Uncertainty of measurement — Part3: Guide to the expression of
uncertainty in measurement (GUM_1995)

ISO/TS 19036:2006, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines for the
estimation of measurement uncertainty for quantitative determinations

ISO/TS 19036:2006/Amd1:2009, Measurement uncertainty for low counts

NIEMELA, S. I, Uncertainty of quantitative determination derived by cultivation of
microorganisms. Helsinki: MIKES, 2003, 82p. (Publication J4/2003) ISBN 952-5209-76-8, ISSN
1235-5704. Available (viewed 2012-01-13) at:
http://www.mikes.fi/documents/upload/J4 2003.pdf.

EURACHEM/CITAC CG 4, Quantifying uncertainty in analytical measurement, ELLISON, S. L. R.
ROSSLEIN, M., WILLIAMS, A., editors. 2nd edition, 2000. Available (viewed 2012-01-13) at:
http://www.curachem.org/guides/pdf/QUAM?2000-1.pdf.

Nordtest Report TR 537, Handbook for calculation of measurement uncertainty in
environmental laboratories, MAGNUSSON, B., NAYKKI, T., HOVIND, H.,KRYSELL, M., editors,
2nd Edition. Espoo: Nordtest, 2004. 41p. Available (viewed 2012-01-13) at:
http://www.nordicinnovation.net/nordtestfiler/tec537.pdf.

-

GUIA RELACRE Ne 29 - MARGO 2016 Pagina 6 de 21


http://www.mikes.fi/documents/upload/J4_2003.pdf�
http://www.eurachem.org/guides/pdf/QUAM2000-1.pdf�
http://www.nordicinnovation.net/nordtestfiler/tec537.pdf�

_— GUIA PARA A ESTIMATIVA DE INCERTEZA EM ENSAIOS MICROBIOLOGICOS DE AGUAS
//

ISO 8199:2005, Water Quality — General guidance on the enumeration of micorganisms by
culture

Vocabuldrio Internacional de Metrologia (VIM), Conceitos Fundamentais e Gerais e Termos
Associados, 12 Edicdo Luso-Brasileira, 2012

4 DEFINICOES

4.1 INCERTEZA DE MEDIGAO

Incerteza de medicdo, de acordo com a ISO/IEC Guia 98-3:2008, é definida como um
"parametro, associado ao resultado da medicdo, que caracteriza a dispersao dos valores que
podem ser razoavelmente atribuidos a mensuranda". E uma medida da imprecisdo. O
parametro é expresso como uma incerteza-padrao ou incerteza-padrao relativa.

4.2 ESTIMATIVA DA INCERTEZA DE MEDIGCAO

De acordo com a norma ISO/IEC Guia 98-3:2008, o parametro pode ser avaliado por analise
estatistica de uma série de observagdes sendo designado por estimativa da incerteza do tipo
A. Qualquer outro tipo de procedimento é designado por estimativa da incerteza do tipo B.

4.3 REPRODUTIBILIDADE INTRALABORATORIAL

A reprodutibilidade intralaboratorial é frequentemente considerada como sendo o
parametro mais adequado da incerteza de medicdo (ISO/TS 19036:2006). E também
conhecida como reprodutibilidade intermédia ou precisdo intermédia.

A ideia é avaliar o quanto um resultado analitico pode variar se a andlise for feita por outra
pessoa, no mesmo laboratdrio, utilizando diferentes equipamentos, reagentes e condicdes
de incubacdo. O valor estimado de precisdo intermédia num laboratdrio nunca pertence a
um resultado analitico, mas assume-se que da uma estimativa geral da incerteza de um
método.

4.4 INCERTEZA-PADRAO COMBINADA

A incerteza-padrao combinada é a incerteza-padrao do resultado que é igual ao médulo da
raiz quadrada da soma das variancias, ponderadas de acordo com o modo como varia o
resultado da medicdo.

4.5 INCERTEZA-PADRAO RELATIVA

A férmula para os resultados finais das andlises microbioldgicas envolve apenas
multiplicacdo e divisdo. Nessas condic¢des, a incerteza-padrao combinada deve ser calculada
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a partir de componentes e expressa como incerteza-padrdo relativa (ISO/IEC Guide 98-
3:2008).

Para ambos os tipos de estimativa A e B, o simbolo escolhido para representar a Incerteza-
padrdo relativa é u,,

Nota 2: A incerteza-padrdo relativa é geralmente expressa como percentagem. O termo
usualmente utilizado para esta expressao é o de Coeficiente de variagdo (Cv).

4.5.1 LOGARITMOS E INCERTEZA-PADRAO RELATIVA

A estimativa global da incerteza-padrao experimental é tradicionalmente feita pelo calculo
com logaritmos decimal de x. Quando se efetuam cdlculos entre as diferentes estimativas de
incerteza é necessario expressar todos os componentes da incerteza na mesma unidade de
medicdo, quer seja através da conversdo das incertezas padrdo relativas em logaritmos
decimal de x ou logaritmos em incerteza-padrao relativa.

Na maioria dos casos, a incerteza-padrao absoluta é calculada na escala de logaritmos
naturais e a incerteza-padrdo relativa é calculada num intervalo de escala que podem ser
assumidos como numericamente iguais. Os valores calculados em logaritmos decimais de x
podem ser convertidos em logaritmos naturais e vice-versa pelo uso de coeficientes
apropriados.

A incerteza relativa de uma quantidade é aproximadamente igual a incerteza absoluta do
seu logaritmo natural. Efetuar os calculos em logaritmos naturais antes de calcular a
incerteza-padrdao é uma forma de converter os resultados em escala relativa de medigao:
u,,(»)=u(lny). O mesmo resultado é obtido calculando u,,(y)=u(y)/y. Apesar das

estimativas calculadas em intervalo de escala ndo serem exatamente iguais as calculadas
usando logaritmos naturais, ndo diferem significativamente

A conversdao de uma escala na outra é frequentemente necessdria quando calculamos e
combinamos as componentes de incerteza. A conversdao de logaritmos decimal de x em
logaritmos naturais (base e) é obtida através da multiplicacdo do mddulo entre os dois
sistemas. O valor do mddulo é 2,30259; para efeitos praticos 2,303 ou 2,3 sdo aproximacgoes
adequadas. O coeficiente para converter logaritmos naturais em logaritmos decimal de x é
1/2,30259 = 0,4343.

Para converter variancias de uma escala logaritmica para outra, é usado o quadrado do fator
de conversao.

De logaritmos decimais de x para logaritmos naturais: (2,30259)° = 5,3019.

De logaritmos naturais para logaritmos decimais de x: (0,434 3)* = 0,1886.
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4.6 VARIANCIA RELATIVA

O quadrado da incerteza-padrao relativa é chamado de variancia relativa.

4.7 INCERTEZA EXPANDIDA E INCERTEZA RELATIVA EXPANDIDA

Quando o resultado do teste é usado para avaliar limites relacionados com a saude publica
ou seguranca, € pertinente dar um valor da incerteza que engloba uma larga fracdo do
“intervalo” esperado para os resultados obtidos.

O parametro é chamado de incerteza expandida, para o qual o simbolo é U.

O valor de U é obtido pela multiplicacdo da incerteza combinada pelo fator de expansao k.
U= kuc(y)

O valor de k é tipicamente entre 2 e 3.

Numa escala relativa:
Urel = kuc,re/ (y )

Para distribuicbes normais, cerca de 95% dos resultados sdo cobertos pelo intervalo da
incerteza expandida u#+U ,onde péamédiae k=2.

Quando k£ =3 o “intervalo” de expansdo corresponde a 99% dos resultados.

5 INTRODUCAO

Os Laboratérios de ensaio sdao obrigados a aplicar procedimentos para a estimativa da
incerteza de medicdo (ISO/IEC 17025:2005). Sem essa indica¢do os resultados de medicdo
ndo podem ser comparados seja entre si ou com valores de referéncia (ISO/IEC Guia 98-
3:2008).

Especialistas em metrologia fisica e quimica elaboraram orienta¢des gerais para a avaliacao
e expressao da incerteza de medicdo que foram publicadas pela ISO e pela IEC na norma
ISO/IEC Guia 98-3:2008. No entanto, esta norma ndo aborda as medi¢des em que os valores
observados sdao contagens.

A énfase da ISO/IEC Guia 98-3:2008 ¢ a "lei de propagacdo da incerteza", segundo o qual, a
estimativa da incerteza combinada do resultado final é construida a partir de componentes
separados. Este principio é conhecido como abordagem por componentes ou como
"bottom-up" ou abordagem passo-a-passo.

Tem sido sugerido que os fatores que influenciam a incerteza das contagens microbiolégicas
ndo sdo suficientemente bem conhecidos para a aplicagdo da abordagem por componente
(ver 1SO/TS 19036:2006). E possivel que esta abordagem subestime a incerteza, pois s3o
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perdidas algumas contribuicdes significativas que contribuem para a estimativa da incerteza.

No entanto, tém surgido novos documentos que provam que os conceitos da ISO/IEC Guia
98-3:2008 sdo também adaptaveis e aplicaveis as contagens.

Outro principio que se pode aplicar na estimativa das incertezas é a abordagem de caixa-
negra, também conhecida como "top-down" ou abordagem global, que é baseada na analise
estatistica de séries de observagdes repetidas do resultado final (ISO/TS 19036: 2006).

Na abordagem global ndo é necessario quantificar ou mesmo saber exatamente quais as
causas da incerteza. De acordo com a abordagem global, justificado pelos dados de controlo
de qualidade relevantes, uma vez avaliada a incerteza para um dado método, aplicado num
determinado laboratdrio, esta pode ser aplicada de forma fiavel aos resultados obtidos com
o mesmo método. (EURACHEM/CITAC CG 4). E assim previsivel que cada resultado analitico,
que resulte de um dado método de ensaio, produza a mesma incerteza. Esta premissa é
compreensivel no contexto de analise quimica, em que a incerteza do procedimento
analitico e a incerteza do resultado final da analise sdo, geralmente, a mesma. O principio da
abordagem global descrito no documento EURACHEM/CITAC CG4 ndo prevé a possibilidade
de que algo Unico numa analise em particular, possa influenciar a incerteza.

Em analise microbioldgica a incerteza total do resultado de uma andlise apenas pode ser
estimada apds a obtengao do resultado final devido a incontrolavel "variagdo sem causa",
gue acompanha sempre as contagens. Esta situacdo tanto se aplica a abordagem global
como a abordagem por componentes.

A variacdo sem causa que acompanha as contagens aumenta significativamente quando as
contagens sdo baixas. O modelo original de abordagem global ndo é adequado para
contagens baixas, métodos de numero mais provdvel (NMP) nem para os casos de
confirmagdes parciais de um numero total de coldnias. Assim, é necessario e util distinguir
entre dois parametros de precisdo: a incerteza do método (variancia operacional), a qual é
mais ou menos previsivel, e a variacdo imprevisivel devida a distribuicdo das particulas
unidades formadoras de coldnias (variancia intrinseca).

Uma modificagdo da abordagem global do modelo original, que tenha em consideragdo
estas duas fontes de incerteza estd isenta da restricdo das baixas contagens. Este é o modelo
global detalhado neste guia.

Em teoria as duas abordagens quantitativas da incerteza (global e por componentes) devem
dar o mesmo resultado porque, dependendo das circunstancias, uma abordagem pode ser
mais eficiente ou mais pratica do que a outra.

Nenhuma das estratégias é, no entanto, capaz de produzir estimativas de incerteza
inequivocas.
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6 ABORDAGEM GLOBAL PARA A DETERMINACAO DA INCERTEZA
OPERACIONAL E COMBINADA

Nos métodos microbioldgicos de analise de agua, a amostra é a suspensao inicial e, quando
a diluicdo é desnecessaria, também serve diretamente como suspensao final.

Um procedimento analitico microbioldgico completo consiste em cinco ou seis etapas
sucessivas:
a) sub-amostras e mistura;

b) diluicdo;

c) inoculagdo em material e meio de cultura adequados (sementeira) da amostra
concentrada ou diluida;

d) desenvolvimento durante a incubacao;

e) contagem e possivel confirmacdo dos organismos alvo (presumiveis).

A variabilidade operacional resulta dos efeitos destas etapas. Ao estimar a incerteza do
resultado final, a incerteza devida a distribuicdo aleatdria de particulas em suspensdo é
adicionalmente tomada em consideragao.

6.1 EXPRESSAO DA INCERTEZA COMBINADA
6.1.1 MODELO DE DOIS COMPONENTES

Para efeitos prdaticos é suficiente considerar que incerteza dos resultados de ensaios
microbioldgicos resulta de dois grupos de componentes.

A incerteza combinada da medicdo é obtida através da combinacdo da variancia operacional
e da variancia intrinseca (incerteza da distribuicdo).

Em contexto microbiolégico ambos os desvios devem ser expressos como variancia relativa
(ou logaritmica). Os simbolos utilizados neste contexto sdo:

, 2 2
uc,rel (y) = uO,rel + ud,rel (1)

Onde

u,,,(y)éaincerteza-padrdo relativa combinada;
u,,, €avariabilidade operacional relativa (incerteza-padrdo relativa experimental);

u,,, €avariabilidade intrinseca relativa (incerteza distribuicdo relativa).
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A Equacdo (1) é aplicada na abordagem global modificada para construir a incerteza relativa

combinada de medicdo do resultado final.

Quando um componente domina a incerteza combinada é possivel omitir a menor
componente. Isto é particularmente vantajoso para situacdes em que a variancia
operacional é a componente mais insignificante. Neste caso, a varidncia intrinseca pode ser
considerada representativa da incerteza combinada, ndo sendo necessario trabalho
experimental. A estimativa é obtida pelo préprio resultado do teste, assumindo a
distribuicdo de Poisson ou outras distribuicGes a priori (por exemplo no NMP e confirmacdes
parciais).

6.1.2 VARIANCIA OPERACIONAL (INCERTEZA TECNICA)

A variabilidade operacional é a combinacdo de todas as incertezas associadas as etapas
técnicas do procedimento analitico. Inclui a variabilidade das subamostras, da mistura e da
diluicdo da amostra para preparagao da suspensao final. Inclui ainda, os possiveis efeitos da
incubagdo e da incerteza da leitura do resultado. As componentes da “Bias” estdao também
envolvidas, mas como parte de variacao aleatoria.

Existe apenas uma estimativa de incerteza operacional por organismo alvo, método, tipo de
produto ou grupos de tipos de produtos em que o método utilizado seja exatamente o
mesmo (como por exemplo aguas de consumo e naturais doces, aguas salinas e aguas
residuais). Uma vez determinada a variancia operacional o seu valor é valido para o mesmo
tipo de amostras até que surja uma grande mudanga no equipamento, operadores ou
procedimento.

6.1.3 VARIANCIA INTRINSECA (INCERTEZA DA DISTRIBUIGAO)

A variadncia intrinseca é a variagdo inevitdvel, sem uma causa, que esta associada a
distribuicdo das particulas na suspensdo final e no sistema de quantificacdo. Considera-se
que as suspensdes de microrganismos seguem a distribuicdo de Poisson. Quando a
confirmagdo é parcial ou o método de NMP é utilizado, a variagdo intrinseca aumenta
consideravelmente e ja ndo segue a distribuicdo de Poisson.

Neste guia serdo detalhadas as descricdes para determinacdo da componente de variancia
intrinseca para contagens de coldnias, para a contagem de colénias confirmadas e para
sistemas de NMP.

6.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A abordagem global assenta na estimativa da incerteza combinada do resultado final, com
base na duplicacdo de todo o processo analitico.
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A estimativa da precisdo da média depende do nimero de amostras examinadas. Neste guia

sdo recomendadas pelo menos 30, mas preferencialmente devem ser ensaiadas mais
amostras. Sempre que possivel devem ser estudadas amostras naturais.

Pode ser calculada uma primeira estimativa, proviséria, da incerteza operacional ap6s 10
amostras. O protocolo e os calculos descritos sdo adequados para uma acumulagdo gradual
de dados.

Contagens baixas e confirmacgdes parciais devem, no entanto, ser evitadas, se possivel, na
fase experimental, uma vez que estas aumentam a imprecisdo da estimativa da incerteza
operacional. Se isto ndo puder ser evitado, o efeito devera ser compensado aumentando o
numero de amostras estudadas.

Com uma selecdo adequada de diferentes técnicos, equipamentos e condi¢cdes de
incubacgdo, no ensaio inicial, a estimativa representa (equipamentos + tempo + operadores)
a incerteza-padrdo de reprodutibilidade intralaboratorial.

O parametro determinado inicialmente é a incerteza-padrdo da reprodutibilidade
intralaboratorial §,. (escala de logaritmos decimal de x) quando a fase experimental é

realizada em condicdes de reprodutibilidade intralaboratorial.
Ap0s a conversdo de S,.na escala de logaritmos naturais por uy. ,, = 2,303s,. a estimativa da
varidncia operacional relativa, u;,, €é obtida subtraindo a variancia intrinseca relativa

(incerteza de distribuigdo), u; ,,,, da variancia da reprodutibilidade intralaboratorial, u. .

2 2 2
uO,rel - uR‘,rel _ud,rel (2)
onde

u, ., € uma estimativa da incerteza-padrao relativa da distribui¢do (variabilidade intrinseca);

uy ., € aincerteza-padrdo relativa de reprodutibilidade intralaboratorial.

E expectavel que a incerteza operacional média, calculada a partir de varias amostras, seja
suficientemente estavel para representar as futuras analises. Mas como a avaliagdo é
baseada numa subtracdo esta estimativa é imprecisa. Como consequéncia, os valores
gerados quando as contagens sdao baixas podem ser imprecisos ao extremo. Portanto, é
aconselhavel evitar baixas contagens na fase do periodo experimental de recolha de dados.
Uma vez estimada a incerteza operacional as baixas contagens deixam de ser problema.

Quando, no futuro, se pretende apresentar a estimativa da incerteza-padrao do resultado de
um teste, a incerteza operacional é combinada com a incerteza de distribuigdo relevante
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(u,) obtendo-se assim a incerteza combinada do resultado do teste (y ).
2 2 2
u,(y)=u, +uy (3)

onde

u, é aincerteza-padrao operacional;

u, € aincerteza de distribuicdo assumida.

O objetivo dos ensaios do periodo experimental é fornecer uma estimativa geral plausivel
para a incerteza operacional.

As condigOes de analise devem ser tao diferentes quanto possivel e idealmente incluir tantas
varidveis quantas possam ser encontradas no dia-a-dia de um laboratério, em termos de
técnicos, lotes de meios de cultura e reagentes, equipamentos e tempo de andlise.

Por cada amostra, dois operadores diferentes tomam uma por¢cdo da mesma amostra (ou da
sua diluicdo) e analisam uma vez. Os resultados analiticos, um por cada operador, sdo
transformados em escala de logaritmos decimal de x. Os calculos em escala logaritmica
garantem que o valor do parametro ndo é sensivel ao nivel de contaminacdo (diluicdo) e
portanto os cdlculos podem ser efetuados a partir das contagens originais.

6.2.1 VARIANCIA PADRAO DA REPRODUTIBILIDADE

A partir dos resultados do ensaio experimental, a varidncia padrdo da reprodutibilidade é
calculada para cada amostra:

! 2 (4)

2 (lg n, —lg n)z

onde
n, € o numero de coldnias do primeiro replicado;
n, é o numero de coldnias do segundo replicado;

Para uso em outros calculos tal como apresentado nos exemplos abaixo, deve-se ter em
conta que as incertezas relevantes (operacionais, distribuicdo e combinadas) tém que estar
na mesma escala logaritmica.
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6.2.2 VARIANCIA DA DISTRIBUIGAO (INTRINSECA)

A variancia intrinseca devida a distribuicdo de particulas, em escala de logaritmos decimal de
X, € estimada para cada amostra (i) pela formula (5)

> _2x0,1886 _ 01886

i

ncli + nczi ﬁci (5)

Onde:
1. éa média da contagem de coldnias por placa na amostrai.

cl

A média aritmética da variancia de distribuicdo da amostra é:

2,
u; — _i=l
n (6)
Onde:

n é o numero de amostras.

6.2.3 VARIANCIA OPERACIONAL MEDIA

A variancia operacional é estimada por subtracdo das médias da varidncia de distribuicdo e
da variancia da reprodutibilidade, tendo o cuidado de ambas se encontrarem expressas na
escala de logaritmos decimal de x.

u =u, —u, (7)

o

A subtracdo é feita individualmente em cada amostra, e a média da diferenca calculada
como a ultima etapa.

6.2.4 EXEMPLO 1: METODO DE CONTAGEM DE COLONIAS - CALCULO COM LOGARITMOS DECIMAL DE X

Foram ensaiadas vdrias amostras, independentemente, por dois analistas. Para cada
amostra, cada operador tomou uma toma (uma subamostra da amostra do laboratdrio) e
preparou uma suspensao inicial, que foi analisada uma vez.

Cada analista usou solugbes de diluicdo e placas de meio de um lote selecionado
aleatoriamente, as placas foram colocadas a incubar em posicbes selecionadas
aleatoriamente. As placas foram retiradas para a contagem com tempos de incubacdo
aleatérios. Cada analista leu as suas proprias placas. Os resultados (contagem de coldnias),
de seis exemplos sao mostrados na tabela 1.
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Tabela 1 — Calculo com logaritmos comum — Contagem de coldnias

Variancia de s VEENTSE]
. Variancia da :
Resultados reprodutibilidade Ty operacional
Técnico | Técnico (U%) distribuigao (u’y) )
Amostran.°
(Lg nc1-Lg nc2)*2/2 (0,1886)/n,

| 23-mar-15 5 8 0,6990 0,9031 0,0208 7 0,0290 -0,0082
2 24-mar-15 15 I 1,1761 1,0414 0,0091 13 0,0145 -0,0054
3 25-mar-15 11 19 1,0414 1,2788 0,0282 15 00126 0,0156
4 20-abr-15 21 39 1,3222 1,5911 0,0361 30 0,0063 0,0299
5 27-abr-15 68 45 1,8325 1,6532 00161 57 0,0033 00127
6 27-abr-15 151 203 2,1790 2,3075 0,0083 177 0,0011 0,0072
0,0198 0,0111 0,0086

Nota: Teoricamente, a variancia nunca deve ser negativa. No entanto, quando uma
estimativa da variancia é obtida por subtracdo e as variancias experimentais sdo baseadas
num pequeno numero de replicados tal situagdo pode acontecer. Nesse caso, a variancia
operacional sera considerada como 0 (zero), devendo o laboratério efetuar os seus ensaios
de modo a aumentar as condigdes de variancia.

A variancia operacional na escala de logaritmos decimal de x é dada por u’ =u;. —u,

O resultado final da estimativa da incerteza operacional, é obtido a partir da média dos
valores individuais (dltima coluna): u’ = 0,0086

A estimativa das incertezas é expressa como incerteza-padrao relativa ou em percentagem.
Para comparacdes entre o resultado da analise global expresso em uo2 e incertezas relativas

ou valores expressos em logaritmos naturais, os valores devem ser convertidos para a escala
relativa multiplicando por 5,302.

No presente exemplo u> , =5,302x0,0086 = 0,0456.

o,rel

Portanto, a incerteza operacional relativa média do conjunto de seis amostras é:

u,,, =+0,0456 = 0,208 = 21%

o,rel

7~ _ o
GUIA RELACRE N2 29 - MARCO 2016 Pdgina 16 de 21



—_— GUIA PARA A ESTIMATIVA DE INCERTEZA EM ENSAIOS MICROBIOLOGICOS DE AGUAS
=

Variancia da distribuigdo (varidncia intriseca)| U ¢
Variancia da distribuigdo relativa (variancia intriseca relativa) uzd’rd 0,0590 (Uzd*5130|9) conversdo em escala logaritmica natural
Incerteza intriseca| y d
Incerteza intriseca relativa| y drel
Varidncia operacional [ u?
Varidncia operacional relativa| y? o,rel (NEEY A (1%%5,3019)conversio em escala logaritmica natural

Incerteza operacional| u

Incerteza operacional relativa

6.2.5 EXEmPLO 2: METODO MPN - CALCULO COM LOGARITMOS DECIMAL DE X

Dois analistas fizeram andlises, independentes, de coliformes em amostras de agua, usando
um método do NMP. As “trays” foram incubadas em posicdes aleatoriamente escolhidas nas
prateleiras da estufa e empilhadas aleatoriamente. A altura maxima das pilhas era 20. Os

valores do MPN (x,ex,) e os seus limites de confianca (7,,7;) foram obtidos a partir de

tabelas fornecidas pelo fabricante. Resultados de cinco amostras sdo mostrados na Tabela 2

As estimativas da variancia da reprodutibilidade relativa é dada por:

Ul (lg'xl —lgx, )2

! 2 (8)

X, e x, sdo estimativas do MPN

Tabela 2 — Método MPN - cdlculo com logaritmos comum.

Variancia de Varidncia
Resultados " ; .
reprodutibilidade Variancia da distribuigao (1) operacional
Amostra Técnico | Técnico ()
u2d2
2 .2
(g (U gt g2
LgTL2)3%2)
| 429 [16305| 297 | 14728 | 625 | 17959 [ 53,1 17251 | 375 | 15740 | 762 | 18820 00043 0,0068 0,0062 0,0065 -0,0022
2 22 [ 13464 141 | 11492 | 352 | 15465 [288 | 14594 | 190 | 12788 | 439 | 16425 0,0064 00103 0,0086 00094 -0,0031
3 254 | 14048 | 165 | 12175 | 394 | 15955 | 27,0 | 14330 | 177 | 12480 | 416 | 16191 00004 00093 00090 00091 -0,0087
4 28 |13766| 153 | 1,847 | 373 | 15717 | 453 | 16561 | 315 | 14983 | 656 | 18169 00391 00097 0,0066 0,0082 00309
5 659 |18189] 472 | 16739 | 937 | 19717 | 504 | 17024 | 354 | 15490 | 725 | 18603 0,0068 0,0058 00063 0,0060 0,0007
00114 0,0079 0,0035

- —
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As estimativas da variancia da distribuicao sao dadas por:
2
W = g7, —1g7,,
a 3,92

2 2
u, +u

) =T =

; 2 (9)

2 lgTo,z - lng,z ’
R Y5

A variancia operacional é a diferenca entre as médias de uf? e uj.

O resultado final da estimativa da incerteza operacional média, é obtido a partir da média
dos valores individuais (ultima coluna): uf =0,0035

A estimativa global da incerteza operacional é obtida pela raiz quadrada de
u, =4/0,0035 =0,0592

A conversdo da incerteza-padrdao operacional na escala logaritmica natural, em incerteza

operacional relativa (u, ) é calculada através de:

0,059%2,303=0,136=13,6%

Variancia da distribuigao (variancia intriseca)
Variancia da distribuigdo relativa (variancia intriseca relativa) (g™, ) conversdo em escala logaritmica natural
Incerteza intriseca
Incerteza intriseca relativa
Variancia operacional

A . . 2 ~ . .
Varincia operacional relativa (u"*5,3019)conversdo em escala logaritmica natural

Incerteza operacional

Incerteza operacional relativa

6.3 CALCULO DA INCERTEZA COMBINADA DE UM RESULTADO

Quando solicitado por um cliente ou pela entidade acreditadora, os “inputs” para a
estimativa da incerteza combinada de um resultado analitico tem origem no préprio

resultado (7, ) e na incerteza operacional (u, ).

- —
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Existem varias escalas de medicdo para a apresentacao da incerteza combinada: escala de
intervalo, escala relativa e de logaritmos naturais e escala de logaritmos decimal de x. Neste
guia, serdao apresentadas as escalas de logaritmos decimal de x (6.3.1 e 6.3.3) e a escala
relativa e logaritmos naturais (6.3.2).

6.3.1 INCERTEZA COMBINADA - CONTAGEM COLONIAS SEM CONFIRMAGAO

A incerteza combinada para resultados superiores a 10 ufc é dada por:

Ueag) =

(10)
Onde:
u,q € aincerteza operacional em logaritmos decimal de x

n, é o nimero de coldnias observadas

A incerteza combinada para resultados inferiores a 10 ufc, é representada apenas pela
componente intrinseca, uma vez que a componente operacional é insignificante, sendo dada
por:

Ucg) =

(11)
Onde:
n, é o nimero de coldnias observadas

6.3.2 INCERTEZA COMBINADA — CONTAGEM COLONIAS COM CONFIRMAGAO

A incerteza combinada relativa é dada por:

1 n-n
A RIS
n. nn,

c

uc,rel = uo,rel

(12)
Onde:

n, € o numero total de coldnias alvo presumiveis contadas

n_ é o numero total de coldnias alvo presumiveis isoladas para confirmagao

n, € onumero de colénias confirmadas
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6.3.3 INCERTEZA COMBINADA — CONTAGEM NUMERO MAIS PROVAVEL

A incerteza combinada para resultados superiores a 10 ufc é dada por:

2
lgT, —1gT,
Urag = ”§(Ig>+[ 1392 O‘j (13)

Onde:
T, é o limite superior de confianga de 95% do valor de NMP

T, é o limite inferior de confianga de 95% do valor de NMP

u,q € aincerteza operacional em logartmos decimal de x

A incerteza combinada para resultados inferiores a 10 ufc é dada por:

g7, —1gT,\’
U = (%) (14)

7 EXPRESSAO E UTILIZAGAO DA INCERTEZA DE MEDICAO

E requisito da ISO/IEC 17025:2005 que os laboratérios determinem a incerteza do resultado
analitico. O cliente necessita, juntamente com o resultado analitico, de uma estimativa da
incerteza para tomar decisoes.

Se o laboratdrio trabalhar de acordo com este guia, deve conseguir obter uma estimativa da
incerteza operacional (u,) para todos os métodos e tipos de produtos relevantes em

condicbes de reprodutibilidade intralaboratorial (precisdo intermédia).

Os interesses do cliente e da entidade acreditadora podem ser satisfeitos pela
disponibilizacdo dos valores da incerteza operacional.

Quando solicitado pelo cliente ou entidade acreditadora, o laboratério devera calcular a
incerteza combinada do resultado analitico de acordo com as formulas apresentadas em 6.3.

Podera ainda calcular a incerteza combinada expandida (U ) multiplicando a incerteza
combinada por um fator de expansdo k:

Se k =2 corresponde a um intervalo de confianga de 95%
Se k =3 corresponde a um intervalo de confianca de 99%

Para o cliente deve ser clara a forma como a incerteza é apresentada no boletim de ensaio
(incerteza combinada ou incerteza expandida).

A verificacdo de conformidade do resultado com os valores legais deve ser interpretada de
acordo com as regras previstas na legislagdo.
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8 ANEXOS

Anexo 1 - Folha de célculo para estimativa de incerteza para contagem de coldnias
Anexo 2 - Folha de calculo para estimativa de incerteza para nimero mais provavel (NMP)

Nota: Os modelos constantes dos anexos 1 e 2 serdo disponibilizados no site da RELACRE,
junto ao Guia 29.

- —
GUIA RELACRE Ne 29 - MARCO 2016 Pagina 21 de 21



Anexo 1 Guia RELACRE 29
Folha de célculo para estimativa de incerteza para contagem de col6nias Estimativa de Incerteza em Ensaios Microbiologicos de Aguas

Variancia de Variancia da Variancia
Resultados reprodutibilidade T operacional
Técnico | Técnico (U%R) Cleilioniesly (U (u?)
Amostra n.° R 0
média

Lg nci-Lg nc2)*2/2 0,1886)/n,;

(Lg g nc2) (ncl: nc2) ( )Ngi
' 23-mar-15 5 8 0,6990 0,9031 0,0208 7 0,0290 -0,0082
2 24-mar-15 15 Il 1,1761 1,0414 0,0091 13 0,0145 -0,0054
3 25-mar-15 I 19 1,0414 1,2788 0,0282 I5 0,0126 0,0156
4 20-abr-15 21 39 1,3222 1,5911 0,0361 30 0,0063 0,0299
5 27-abr-15 68 45 1,8325 1,6532 0,016l 57 0,0033 0,0127
6 27-abr-15 151 203 2,1790 2,3075 0,0083 177 0,001 1 0,0072
0,0198 0,0111 0,0086

Variancia da distribui¢do (variancia intriseca)

Variancia da distribui¢do relativa (variancia intriseca relativa) (u*4¥5,3019) conversio em escala logaritmica natural
Incerteza intriseca

Incerteza intriseca relativa
Variancia operacional
Variancia operacional relativa (u%*5,3019)conversio em escala logaritmica natural

Incerteza operacional

Incerteza operacional relativa

Para calcular a incerteza combinada de um novo resultado u(y):

Resultado superior a 10 ufc Resultado inferior a 10 ufc LOW COUNTS

Nota: De acordo com a ISO 29201, quando as contagens sao baixas a
variancia operacional pode ser eliminada e a variancia intriseca
considerada representativa da incerteza combinada

Resultado (n,)

Incerteza combinada relativa do resultado u.(y) JELZ) Incerteza combinada relativa do resultado uc(Y) 33%

Incerteza combinada relativa expandida YY) Incerteza combinada relativa expandida 67%

Para calcular a incerteza combinada de um novo resultado em que foi necessaria a confirmacao de coldnias uc(y):

Numero total de coldnias alvo contadas presumiveis (n
Numero total de colénias alvo isoladas para confirmagao (n,)

Numero de colonias confirmadas (ny)

1 n,—n

— 2 k
uc,rel _\/uo,rel + n + :,] n
z 'k

C

Incerteza combinada relativa do resultado u(lg) 25%

Incerteza combinada relativa expandida 51%



Anexo 2

Folha de calculo para estimativa de incerteza para numero mais provavel (NMP)

Técnico

(ch)

Amostra n.°

Técnico

(c2)

42,9

29,7

62,5

Resultados

Inferior Superior

53,1

Inferior Superior

Variancia de
reprodutibilidade

(U%)

(Lg nci-Lg nc2)%/2

Variancia da distribuicdo (u?)

2
U g1
((Lg T0,1-LgT1,1)/3,92)

L 2 2
(ol w2y, +u?)2
T0,2-LgT1,2)/3,92)°

Guia RELACRE 29

Estimativa de Incerteza em Ensaios Microbiolégicos de Aguas

Variancia
operacional
2
)

LOW COUNTS

1,6325 1,4728 1,7959 1,7251 37,5 1,5740 76,2 1,8820 0,0043 0,0068 0,0062 0,0065 -0,0022
2 22,2 1,3464 14,1 1,1492 352 1,5465 28,8 1,4594 19,0 1,2788 43,9 1,6425 0,0064 0,0103 0,0086 0,0094 -0,0031
3 254 14048 | 165 1,2175 39.4 1,5955 [ 27,1 1,4330 17,7 1,2480 41,6 16191 0,0004 0,0093 0,0090 0,0091 -0,0087
4 23,8 1,3766 153 1,1847 373 1,5717 453 1,6561 31,5 1,4983 65,6 1,8169 0,0391 0,0097 0,0066 0,0082 0,0309
5 65,9 1,8189 472 1,6739 93,7 1,9717 50,4 1,7024 35,4 1,5490 72,5 1,8603 0,0068 0,0058 0,0063 0,0060 0,0007
0,0114 0,0079 0,0035

Variancia da distribuigdo (varidncia intriseca)

Variancia da distribuigdo relativa (varidncia intriseca relativa) (u74¥5,3019) conversio em escala logaritmica natural

Incerteza intriseca

Incerteza intriseca relativa

Variancia operacional

Varidncia operacional relativa (u%*5,3019)conversio em escala logaritmica natural
Incerteza operacional
Incerteza operacional relativa
Para calcular a incerteza combinada de um novo resultado u (y):
Resultado superior a 10 ufc Resultado inferior a 10 ufc
Lower Upper 2 Lower Upper
PP Ig T - To 2 PP
Resultado (n,) Ucig = ——— | + U5 Resultado (n,) 9
TO Lg T, TI | LgT, 3,92 TO Lg T, TI LgT,

Incerteza combinada relativa do resultado ug(y)

Incerteza combinada relativa expandida

22%

44%

0,0964

Incerteza combinada relativa do resultado uc(y) 44%

Incerteza combinada relativa expandida 89%

Nota: De acordo com a ISO 29201, quando as

contagens sdo baixas a variancia operacional pode ser
eliminada e a variancia intriseca considerada
representativa da incerteza combinada
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