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Introduzione

Questo documento presenta gli indirizzi e le procedure per la valutazione della media quantitativa dei risultatiottenuti con due metodi microbiologici uno dei quali potrebbe essere , ma non necessariamente, un metodi di riferimento standard.

I metodi considerati si avvalgono del conteggio delle colonie o provette contenenti liquido di arricchimento (MPN e metodi di presenza/assenza di crescita).

NOTA
La scelta definitiva dei metodi, oltre l’equivalenza quantitativa, può dipendere da altre caratteristiche, quali economicità, sensibilità e specificità.

1 Scopo

Questo documento intende fornire una procedura di valutazione del confronto fra due metodi rivolti alla determinazione o quantizzazione dello stesso microrganismo bersaglio appartenente ad un gruppo o ad una specie.

Questo documento fornisce i principi matematici per la valutazione delle prestazioni della maedia relativa di due metodi nei confronti di determinati criteri di equivalenza.

Entrambi i due metodi si avvalgano di conteggi (colonie o provette positive) ed entrambi su altri metodi (presenza/assenza di crescita) eseguiti con l’intento di un loro confronto.

Questo documento non fornisce soluzioni per il confronto diretto di un metodo quantitativo  di conteggio (conteggio di colonie o MPN) con un metodo di rilievo (P/A).

L’utilizzo di questo documento implica che entrambi i metodi soddisfino almeno parzialmente alle richieste di validazione (ISO TR 13843).

2
Referenze normative

Questo documento comprende ,in modo esplicito ed implicito, riferimenti ed informazioni desunti da altre pubblicazioni. Per i dati di riferimento, in questo documento si applicano i loro ultimi emendamenti o revisioni solo quando questi sono  inclusi nei documenti citati. Per i riferimenti non specificati si utilizzano i dati presenti nell’ultima pubblicazione digli stessi.

ISO/TR 13843: 2000 Water qualità – Guidance on validation of microbiological methods

ISO 8199: 1988: Water quality – General guide to the enumeration of micro-organism by culture

Oltre a questi, ogni altro standard apllicabile in modo specifico ai metodi microbiologici ed alle loro tecniche colturali.

3
Terminologia, definizione e simboli

Per gli obiettivi da conseguire si applicano le seguenti definizioni e terminologie.

3.1 Vocabolario generale

· metodo di riferimento

Un metodo di riferimento ne rappresenta uno prescritto per analizzare un determinato gruppo o una specie definita di microrganismi.Di solito si tratta di un metodo standard o normato.

· metodo alternativo, metodo sperimentale

Qualsiasi metodo che deve essere saggiato per verificare l’equivalenza con un metodo di riferimento.

· metodi equivalenti

Due metodi sono considerati quantitativamente equivalenti quando le differenze medie relative dei loro conteggi confermati sono riconosciute “non differenti” se calcolate con i metodi standard di seguito specificati

· incertezza standard

incertezza di un risultato di misurazione espresso come deviazione standard [1]

· incertezza espansa

quantità che definisce un intervallo attorno al risultato della determinazione che si prevede che raccolga una ampia frazione della quota di distribuzione dei valori che possono essere ragionevolmente attribuiti all’entità soggetta a misurazione [1]

NOTA      La frazione può essere considerata come area di probabilità o livello di confidenza dell’intervallo. Associare un determinato grado di confidenza richiede l’adozione di un assunto, esplicito od implicito, di conoscenza concernente la probabilità della distribuzione. I gradi di confidenza possono essere attribuiti ad intervalli  solo se quanto asserito in precedenza può essere giustificato [1].

· fattore di estensione

fattore numerico utilizzato come moltiplicatore standard dell’incertezza (associato)nell’intento di ottenere un’incertezza espansa

  NOTA      In questi standard è stato scelto il fattore di estensione k = 2. Poiché la distribuzione delle differenze relative è improbabile che risulti Normale, l’incertezza espansa corrisponde solo approssimativamente all’intervallo di confidenza del 95%.

3.2 Vocabolario specifico per questo documento

· conteggio

numero osservato di oggetti, vale a dire colonie o cellule di microrganismi, placche di batteriofagi. In questo documento anche i risultati del MPN sono considerati conteggi.

· conteggio presuntivo

numero di oggetti che in accordo con la loro apparenza devono essere inclusi in modo presuntivo in u conteggio.

· conteggio confermato

conteggio corretto dai falsi positivi tramite successive prove eseguite sulle entità presuntive.

· differenza relativa, DR

Differenza fra due risultati A e B divisi per la media di A e B

Il valore di DR è esprimibile in percentuale secondo la seguente formula

                          “(A-B)


DR % =  ---------  . 100 

  

                           (B +A)

ai = risultato (conteggio confermato) del metodo A in numero campioni i

bi  = risultato (conteggio confermato) del metodo B in numero campioni i

xi  = simboloo abbreviato di DRi %

D = maggiore deviazione accettabile del limite di confidenza da 0% in caso di “differenza nulla”

4 Principi
I risultati richiesti sono quelli dei conteggi confermati (ai, bi) emersi dalle indagini di due parti identiche prelevate dallo stesso preparato ottenuto da una miscelata accuratamente preparata, una per ogni determinazione (conteggio).

In questo documento standard i due metodi sono considerati quantitativamente equivalenti  (non differenti) se la media delle differenze relative dei conteggi in doppio non differisce in modo signidficatico da zero e se il grado di incertezza diffusa non supera le condizioni predeterminate della “deviazione di accettabilità superiore”.

I criteri di decisione fondati su questa caratteristica sono specificati in 7.1 e 7.2.

NOTA    A differenza della branca chimifica, in microbiologia, la precisione identica (varianza equivalente) non esprime un criterio di equivalenza.

5 Requisiti di base per un esperimento di equivalenza

La richiesta fondamentale per una prova sperimentale di equivalenza risiede nella disponibilità di un elevato numero di campioni.Di solito si richiede la partecipazione di numerosi laboratori per suddividere il carico di lavoro ed espandere l’estensione del campionamento su un’ampia area geografica. La credibilità delle conclusioni generali richiedono comunemente la partecipazione di numerosi laboratori. Gli studi collaborativi sono descritti dettagliatamente nell’Allegato A.

5.1 Tipi di campioni

I requisiti del confronto fra metodi differiscono talvolta dalle condizioni di routine giornaliera. Risulta talvolta utile se non necessaria la preselezione o la preparazione dei campioni. I campioni per i metodi a confronto devono contenere batteri in quantità sufficiente in modo tale che il loro conteggio nullo sia  ridotto al minimo.

I campioni per i metodi di comparazione devono rappresentare le tipologie incluse nelle possibilità di entrambi i metodi .I campioni di tipo naturale sono il materiale più idoneo. Campioni appropriati possono anche essere preparati con diluizioni, infissione o miscelazione con acqua con modalità diverse per ottenere che la popolazione in studio sia presente alla concentrazione richiesta. L’infissione con colture pure deve essere considerata come l’ultima possibilità disponibile.

Può essere ritenuto opportuno sottoporre la popolazione microbica di alcuni campioni ad affaticamento (stress) utilizzando in modo controllato dei disinfettanti [2] o con la conservazione refrigerat  nell’intento di simulare situazioni ambientali riscontraate nella pratica quotidiana di laboratorio.

5.2 Numero dei campioni e dei laboratori partecipanti

E’ impossibile conoscere l’esatto numero dei campioni prima del loro manipolazione. I campioni standard includono adeguate clausole che si fondano su una predefinita “deviazione superiore di accettabilità” e di incertezza attesa. Se i dati sono ritenuti inadeguati per la definizione di “nessuna differenza” si devono collezionare un numero superiore di campioni da esaminare.

Se i metodi differiscono in modo sostanziale è richiesto un numero esiguo di campioni per accertare questa evenienza.  Allo stesso modo, se i metodi sono strettamente equivalenti, le raccomandazioni date in precedenza sono attese in un tempo più protratto che avrebbe consentito una raccolta di dati sufficiente perché potesse essere raggiunta una decisione durante la prima fase di sperimentazione.

5.2.1 Numero dei laboratori partecipanti 

Non sono disponibili riferimenti od indicazioni sul numero dei laboratori che devono partecipare a sperimentazioni inter-laboratori. Il numero minimo suggerito come opportuno è quello di sei.

5.2.2 Numero di campioni, due metodi di conteggio colonie

Il numero totale dei campioni che verosimilmente devono fornire risultati è di 300. Questo numero diviso fra sei laboratori fornisce un impegno di 50 campioni per laboratorio.

5.2.3 Numero dei campioni, Due metodi MPN

Utilizzando i metodi MPN il numero dei campioni dipende dalla configurazione del metodo stesso. Si ritiene che il numero di campioni sia sufficiente quando il prodotto (numero di campioni) x (numero di provette parallele per diluizione) è prossimo a 1800. 

5.2.4 Numero di campioni, confronto misto

Quando uno dei due metodi è un MPN e l’altro un metodo di conteggio colonie il numero dei campioni si attesta a metà strada fra quello indicato in 5.2. e 5.2.3.

NOTA

Con alcuni metodi di recente acquisizione che si avvalgono di sustrati cromogeni è possibile stimare due gruppi batterici contemporaneamente. Uno dei due deve essere superiore di dieci o più concentrazioni rispetto all’altro. Il numero di campioni ritenuto sufficiente per potere esprimere una decisione conclusiva di equivalenza con un numero superiore di tipi può  risultare insufficiente per il  microrganismo presente a bassa concentrazione.

5.2.5 Numero di campioni, due metodi P/A

La prova di equivalenza dei metodi P/A è dispendiosa per quanto concerne i campioni. I campioni ove entrambi i metodi forniscono lo stesso risultato (++) o (- -) non contribuiscono alla valutazione statistica dell’equivalenza. Si attende che i risultati  siano sufficienti a fornire una differenza realtiva del 10% a un valore di confidenza del 95% nel caso in cui il numero totale di campioni con risultato dissimile (+-) e (-+) è superiore a 1700. La sperimentazione non deve essere eseguita con un numero inferiore di campioni per evitare false previsione di “nessuna differenza” nel casoo di dati numericamente insufficienti.

5.2.6 Numero di campioni con confronto di un metodo di conteggio ed un metodo P/A

I conteggi ed i risultati di un metodo qualitativo non sono confrontabili.Il confronto fra questi due metodi richiede un “peggioramento” del risultato di conteggio o un “miglioramento” del metodo P/A.

La sottostima è inficiata dalla mancata utilizzazione del valore numerico di ciascun conteggio rimpiazzandolo con un (+) a significare il riscontro positivo della presenza del  microrganismo. La maggior parte delle informazioni apportate dal conteggio è pertanto perduta. In questo caso il numero di campioni per il confronto è quello richiesto per due metodi di tipo P/A (5.2.5).

NOTA
La conversione del conteggio in un semplice (+) deve essere considerata dopo la conferma del conteggio stesso. Non si evita pertanto la conferma.

Suddividendo un campione P/A dopo l’inoculo in alcuni campioni “frazionamento” il metodo P/A è trasformato in un metodo MPN a diluizione singola di piccole dimensioni. Per esempio, 100 ml di volume possono essere suddivisi in 10 x 10 ml, o preferibilmente in 20 x 5 consentendo una stima con il MPN che può essere confrontata al conteggio di un altro metodo. In questo caso il numero di campioni è equivalente a quello richiesto nel confronto fra due MPN (5.2.3) o per un confronto di tipo misto (5.2.4).

 NOTA
Il miglioramento del metodo P/A tramutato in MPN può sembrare un cambiamento radicale. Tutte le proprietà principali dei metodi microbiologici , tranne la precisione, sono comunque determinate dalla formulazione chimica del terreno nutriente e dalle condizioni di incubazione. Queste rimangono immodificate. La precisione non è espressa in microbiologia da un principio di  equivalenza. Il frazionamento migliora semplicemente la precisione consentendo in tal modo un confronto più efficiente.

5.2.7 Richieste di verifiche minime

Talvolta è necessario verificare il risultato di una comparazione in condizioni ecologiche o in aree geografiche non previste nello studio a carattere collaborativi.Quando un laboratorio richiede esclusivamente di verificare un metodo gia valutato ed ufficialmente accettato non è richiesto di saggiare lo stesso numero di campioni che sono stati inclusi nello studio collaborativi originale.

Se il laboratorio può accedere alle conclusioni del lavoro collaborativi di confronto deve avere a propria disposizione la media e la deviazione standard delle differenze relative. In questo caso esso può valutare un numero raccomandato di campioni ricorrendo alla formula:






         s2



        n = 4   --- 






         D

n = numero di campioni richiesto

s = deviazione standard della differenza relativa

D = valore maggiore 

D = 10% nel caso di acqua potabile

 -

x = media aritmetica della differenza relativa

In ogni caso il numero dei campioni da studiare non deve essere inferiore a trenta qualunque sia il risultato dei calcoli.

Se la conoscenza dell’approvazione ufficiale del metodo è la sola  informazione disponibile, il numero di campioni raccomandato è di seguito specificato.

Il numero minimo richiesta per il MPN ed i metodi di conteggio delle colonie è il doppio di quello richiesto a ciascun laboratorio in uno studio collaborativo.  

Nel caso di due metodi P/A deveno essere esaminati complessivamente almeno 400 campioni con risultato (+/-) e (-/+).

5.3 Conteggi e conferma

5.3.1 Conteggi

I conteggi devono essere riportati fino all’ultima cifra conteggiata. Non si devono arrotondare i conteggi come si è soliti fare nella routine. I risultati del MPN devono essere espressi come numero totale quando i risultati sono espressi per 100 ml.

Devono essere registrati i risultati presuntivi e quelli confermati quando i metodi appartengono a quelli che richiedono conferma delle osservazioni presuntive. I metodi che possiedono la possibilità di una conferma in “situ” (ad esempio, trasferimento di una membrana filtrante) forniscono conteggi confermati in modo diretto. In questo caso i risultati presuntivi non sono registrati.

5.3.2 Conferma

I risultati devono essere confermati verificando ogni risultato presunto positivo (colonia o provetta).I requisiti per la conferma complessiva tendono ad escludere i campioni con conteggi presuntivi superiori a 30. L’intervallo teorico utile dei conteggi dei metodi microbiologici può estendersi s conteggi presuntivi superiori. Per includere i conteggi che superano il limite teorico di 100 colonie presuntive è consentito eseguire una procedura di conferma parziale.. Il numero di campioni confermati in modo parziale dovrebbe essere inferiore al 30% - 50% del totale. La scelta deve essere a random.

Ogni osservazione presuntiva dei metodi P/A deve essere confermata.

E’ condizione indispensabile che tutti i laboratori partecipanti ad uno studio collaborativi siano dotati di un appropriato sistema per garantire la qualità. Devono essere applicate procedure di buona pratica di laboratorio ed eseguiti controlli sul funzionamento degli incubatori, altri tipi di strumentazione, terreni, membrane filtranti ed ogni altro tipo di materiale.

6 CALCOLI

6.1 Raccolta preliminare dei dati grezzi

Devono essere esclusi dai conteggi i campioni che in entrambi i metodi forniscono conteggio zero (0,0) o altri metodi che forniscono un risultato diverso da un conteggio (come ad esempio TNTC ????, “superiore a, ecc.). Il risultato della prima osservazione deve essere comunque riportato tranne che per quelle presunte negative (0,0)

6.2 Differenze relative di base

6.2.1 Dati di conteggi normali

Calcolare una stima della differenza relativa (DR%) per ogni coppia di conteggio confermato diverso da zero (ai, bi) secondo la formula



     2(ai - bi)

            DRi % =  -----------  .100

                             (ai + bi)

6.2.2 Risultati con valore zero

Alcuni risultati del tipo (ai, 0) e (bi, 0) sono perlopiù inevitabili. Per evitare di scartare questi campioni, le differenze relative sono calcolate con la seguente formula.

Quando i risultati del tipo (ai, 0) la differenza relativa è ricavata nel modo seguente



          2ai
                       xi =  ------- .100


                    ai + 2

Quando i risultati del tipo (bi, 0) la differenza relativa è ricavata nel modo seguente

                                 2bi
                       xi =  ------- .100


                    bi + 2

NOTA 1
Le formule esprimono il risultato di addizionare la costante uno (1) a ciascun “conteggio” quando uno di essi è zero. Per esempio, nel caso di (ai, 0) il valori di ingresso nella formula generale sono ((ai,+ 1, 0 + 1). Di conseguenza 



        2[(ai + 1) – (0-1)]                2 ai


xi =  --------------------- . 100  =  -------
                                 [(ai + 1) – (0-1)]                ai + 2

NOTA 2
L’aggiunta di una costante riduce i problemi matematici causati dagli zero ma non li elimina in modo completo. E’ pertanto indispensabile contenere il numero di campioni con questo tipo di risultato. Almeno il 75% dei campioni deve contenere conteggi di tipo regolare.

6.3 Differenza della media relativa

La media aritmetica della DR % è stata scelta per la determinazione delle caratteristiche della media relativa

        Σ xi
x =  --------

          n

n = numero dei campioni 

xi = differenze relative in i campioni

6.4 Incertezza attesa

L’incertezza standard (deviazione standard) di x è ricavata dalla formula convenzionale con la tipica deviazione standard



        Σ xi  - x

         s  =     -----------

                      n – 1

L’incertezza standard della media (formalmente “errore standard”) è ricavato da

                       s

         S x  =  ------   


         ( n

L’incertezza espansa deriva dalla incertezza standard della media utilizzando un fattore di correzione k = 2

                                2s


U = ks  x  = -----

                                ( n

6.5 Metodi P/A

Per la valutazione statistica sono richieste due somme:

nA  = numero di campioni in cui il metodo A è risultato positivo ed il B negativo

nB  = numero di campioni in cui il metodo A è risultato negativo ed il B positivo

La valutazione si avvale dell’indice di dispersione di poisson (sign test????? e quello di McNemar sono valide alternative. Il valore dell’indice è espressa da

                      (nA  - nB )2

X 2 =  -----------

                      (nA  + nB )

7 Valutazione

Per valutare i risultati dei metodi quantitativi posti a confronto si calcola l’”tervallo di confidenza” certezza espansa attorno alla media


          Limite inferiore: LI  =  x – U

          Limite superiore: LS =  x + U

La valutazione del confronto fra metodi P/A si avvale del valore statistico del X2
La valutazione differisce talvolta quando un metodo è di riferimento o se i metodi in prova sono uguali.

Si è convenuto che nelle valutazioni delle prestazioni dei metodi in studi a carattere internazionale ed interlaboratorio un limite del 10% di unità per “intervallo di confidenza” rappresenta il valore superiore di accettabilità della deviazione per l’acqua potabile.

Le regole presentate in 7.1 e 7.2 sono in accordo a quanto precedentemente affermato.

Le definizioni “migliore” o “peggiore” non sono utilizzate per valutazioni di tipo qualitativo.

Le valutazioni riportate in 7.1, 7.2 e 7.3 devono essere approntate in modo separato da ciascun laboratorio partecipante. Se si osservano grossolane differenze fra i diversi laboratori queste devono essere esaminate in modo critico. 

Questi riferimenti standard non forniscono prove per l’esclusione di un laboratorio con limiti non appropriati, tipologie di campioni non idonei o risultati di prova oltre i limiti. La decisione su questi parametri è a carico dell’analista statistico.

Se non emergono problemi che superano i  limiti previsti i dati di tutti i laboratori possono essere raggruppati in un’unica valutazione analitica per ottenere una significativa valutazione dell’equivalenza.

7.1 Confronto fra due metodi non di riferimento

Nel caso in cui nessun metodo è classificato di riferimento sono possibili le seguente eventualità

7.1.1 Metodi “non differenti”

I metodi “non sono differenti” quando


          LI  ( - 10% e LS =  x –U

          LS (  + 10% e 
LI ( 0%

7.1.2 Metodi “differenti”

I metodi sono “differenti” quando


LI > 0% o LS < 0%

7.1.3 Non valutabili

I dati risultano insufficienti per una valutazione quando


LI < -10% e LS > 0% o


LI < 0% e LS > +10%

Devono essere esaminati altri campioni

7.1.4 Indifferenti

I metodi sono statisticamente differenti ma le diversità sono di entità troppo esigua per assumere una significatività pratica di tipo microbiologico quando

LI < -10% e LS < 0% o


LI > 0% e LS < +10%

Trattasi di scelta arbitraria la cui discussione è considerata decisiva (pratica o statistica)

7.2 Confronto fra un metodo alternativo (A) ed uno di riferimento (B)

7.2.1 Metodi “non differenti”

I metodi “non sono differenti” quando


LI ( -10% e LS ( 0% o


LI ( +10% e LS ( 0%

7.2.2 Metodo alternativo superiore

Il metodo alternativo esprime un riscontro superiore (in modo significativo) quando il metodo di riferimento esprime



LI > 0%

7.2.3 Metodo alternativo inferiore

Il metodo alternativo esprime un riscontro inferiore (in modo significativo) quando il metodo di riferimento esprime



LS < 0%

7.2.4 Non valutabili
I risultati risultano insufficienti per una decisione quando



LI < -10% e LS > 0% 

7.2.5 Indifferenti

I metodi sono statisticamente differenti ma le diversità sono di entità troppo esigua per assumere una significatività pratica di tipo microbiologico quando

LI < -10% e LS < 0% 

Trattasi di scelta arbitraria la cui discussione è considerata decisiva (pratica o statistica)

7.3 Due metodi P/A

Quando i valori degli indici di dispersione di poisson assumano valori di X 2 ( 4 i metodi sono “differenti”, quando (  X 2  i metodi non sono differenti

8 Relazione

La relazione per la valutazione di uno studio di collaborazione deve includere

· descrizione non ambigua delle referenze dei due metodi

· dettegli particolarmente specifici della sperimentazione (numero di campioni, partecipanti)

· valutazione dei termini (“non differente” “differente” ecc.)

· significato della differenza relativa

· deviazione standard di DR
· appendice con i dati non elaborati

9 Bibliografia

(1( ISO 1995. Guide to the expression of uncertainty in measurement. Fist edition, corrected and reprinted. International Organization for Standardization, Geneve.

(2( Drinkin Water Ispectorate, 2000. Comparison of methods for drinking water bacteriology-cultural technique. Dt of the Enviromt, Transport and the Regions, UK.

ALLEGATO A.  Studio di tipo collaborativo per l’equivalenza

Gli studi di tipo collaborativi sono organizzati per suddividere il carico di lavoro e con l’intento di distribuire i campioni in diverse aree geografiche ed ambientali. Non devono essere considerati prove di tipo professionale.

1 Coordinamento

Un gruppo di esperti deve essere incaricato di progettare e coordinare lo studio.Alcuni di questi sono scelti fra i componenti dei laboratori partecipanti per discutere le metodologie che devono essere saggiate ed utilizzate. Fra i loro compiti, uno dei più importanti, è rappresentato dalla decisione in merito alla conferma dei presunti positivi.

Il gruppo dovrebbe comprendere un esperto in statistica. Se si deve ricorrere ad un aiuto esterno  per le valutazioni di tipo statistico, questi dovrebbe essere incluso nella fase iniziale di progettazione per assicurare una sperimentazione soddisfacente.

Il gruppo dovrebbe dotarsi di un referente con funzioni esecutive per arruolare i laboratori e per un prototipo di protocollo che comprenda le procedure di laboratorio e la raccolta dei dati. Il direttore esecutivo è inoltre responsabile anche della raccolta dei risultati e della loro consegna all’esperto di statistica.

Il compito dell’esperto di statistica è quello di contribuire ed approvare il progetto sperimentale, di analizzare i risultati e di approntare un resoconto scritto ai componenti del gruppo. L’analisi di equivalenza dello studio ha tre compiti specifici:

a) revisione critica dei dati con l’obiettivo di identificare irregolarità o condizioni fuori limite, prescrivere raccomandazioni per il loro trattamento

b) decisioni concernenti la trasformazione dei dati e la scelta delle prove parametriche e non parametriche

c) calcolo delle differenze relative, medie deviazioni standard, decisione sull’entità dell’incertezza sull’adeguatezza dei dati, raccomandazioni sulla quantità di campioni addizionali se necessari

d) valutazione dell’equivalenza dei metodi

2 Aspetti pratici

Il protocollo delle sperimentazioni collaborative può differire per alcuni aspetti da quello adottato di routine in alcuni laboratori. Quando si identificano delle contrarietà si devono seguire le indicazioni del protocollo scritto. E’ di fondamentale importanza la sicurezza che il protocollo sia interpretato correttamente e che sia condiviso.Questo obiettivo è più facilmente conseguibile organizzando una sessione di addestramentoper i responsabili dei laboratori partecipanti per comprendere ed raggiungere il consenso anche sui dettagli. E’ importante concordare le modalità di lettura, conferma e registrazione dei risultati.

Le informazioni dettagliate fornite dagli organizzatori dello studio collaborativo devono essere seguite in modo completo. Se un laboratorio non rispetta il protocollo sarà eliminato dallo studio collaborativi e non potrà continuare la sua partecipazione.

3 Moduli di raccolta dati

Il referente con funzioni esecutive deve fornire un documento di dimensioni sufficienti  

per la raccolta delle seguenti informazioni:

· campione e luogo di identificazione

· categoria del campione (fiume, lago, scarico, mare, pozzo privato, ecc.)
· conteggio presuntivo con il metodo A
· conteggio presuntivo con il metodo B
· conteggio confermato con il metodo A 
· conteggio confermato con il metodo B
· numero degli isolati per conferma (se differenti dal conteggio presuntivo)
·  conteggi superiori a 100 non possono essere approssimati a due cifre. I conteggi MPN per 100 ml dovrebbero essere riportati come numero intero. Con i metodi P/A i risultati presuntivi e confermati sono esclusivamente segnalati come positivi e negativi
ALLEGATO B.   Esempio esecutivo

Risultati di uno studio comparativo. Trentatre campioni. Controlli confermati con i due metodi. Il metodo B è quello di riferimento. Tutti i campioni positivi sono stati confermati.

	Numero campioni

(i)
	Metodo A

Presuntivi
	Metodo B

Presuntivi
	Metodo A

Confermati

(ai)
	Metodo B

Confermati

(bi)
	Differenza % relativa

(xi)

	1
	1
	2
	1
	0
	66.67*

	2
	0
	0
	-
	-
	-**

	3
	82
	>120
	-
	-
	-**

	4
	0
	3
	0
	1
	-66.67

	5
	0
	5
	0
	2
	-100.00*

	6
	1
	4
	1
	1
	0.00

	7
	4
	2
	3
	1
	100.00

	8
	2
	3
	1
	2
	-66.67

	9
	3
	4
	3
	2
	40.00

	10
	4
	4
	4
	2
	66.67

	11
	5
	3
	4
	2
	66.67

	12
	5
	3
	5
	2
	85.71

	12
	5
	2
	5
	2
	85.71

	14
	11
	2
	10
	2
	133.33

	15
	1
	3
	1
	3
	-100.00

	16
	8
	3
	8
	3
	90.91

	17
	11
	6
	10
	3
	107.69

	18
	12
	5
	11
	4
	93.33

	19
	3
	6
	1
	5
	-133.33

	20
	5
	5
	4
	5
	-22.22

	21
	10
	10
	8
	5
	46.15

	22
	3
	8
	3
	6
	-66.67

	23
	5
	7
	5
	7
	-33.33

	24
	6
	7
	5
	7
	-33.33

	25
	6
	9
	6
	7
	-15.39

	26
	10
	8
	8
	7
	13.33

	27
	5
	8
	5
	8
	-46.15

	28
	20
	12
	18
	8
	79.92

	29
	7
	10
	7
	9
	-25.00

	30
	10
	10
	10
	10
	0.00

	31
	16
	15
	14
	11
	24.00

	32
	8
	15
	8
	13
	-47.62

	33
	11
	17
	11
	14
	-24.00

	Media
	
	
	
	
	10.22

	Dev. Standard
	
	
	
	
	70.99


*   Calcolato secondo riferimento 6.2.2

  
** Eliminato (6.1)

Due campioni (numeri 2 e 3) sono stati eliminati in quanto non fornivano dati sufficienti.

Il grado di incertezza estesa è stato calcolato dai valori medi , deviazione standard e numero delle coppie a disposizione con conteggi confermati:

          2 x 70.99

 U =   -----------  = 25.50

     

   ( 31

I limiti di confidenza secondo il riferimento 7 sono:

Limite inferiore:  LI  = 10.22 – 25.50  = - 15.28

Limite superiore: LS = 10.22 + 25.50 = 35.72

Secondo i criteri di valutazione del riferimento 7.2.4 la prova non è valutabile. Il numero dei campioni non sufficiente. Si dovranno esaminare un numero maggiore di campioni. In generale i conteggi dei 33 campioni sono risultati prevalentemente bassi. Nel prosieguo dello studio è auspicabile l’utilizzo di campioni con maggior numero di microrganismi bersaglio.  
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