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» RESUMO: Laboratérios de microbiologia de alimentos realizam varios tipos de ensaios
para detectar a presenga e quantificar os microorganismos. Entretanto estes ensaios
estdo sujeitos a interferéncias e imperfeigoes. Assim, os laboratérios devem estabelecer
um programa de controle de qualidade para garantir a qualidade das praticas realizadas
no laboratério. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estabelecer um
protocolo estatistico de validagao de analistas, como parte de um sistema de controle
de qualidade para andlises microbioldgicas quantitativas de alimentos. Para tanto
foram realizadas simulagoes de validagao de analistas, considerando um delineamento
inteiramente casualizado e posterior analise dos dados por meio dos testes andlise de
variancia (ANOVA) e andlise de deviance (ANDEV). Os resultados mostraram que a
ANDEYV é melhor na detecgdo da variabilidade entre os analistas, tendo apresentado
uma taxa menor de erro do tipo I, maior poder com um numero menor de repeticoes,
adequando-se melhor a rotina e a realidade dos laboratérios.

» PALAVRAS-CHAVE: Controle de qualidade; ANDEV; ANOVA; transformacio de
dados.

1 Introducgao

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2002) pode ser utilizada como um padrao para desenvolver

1Universidade Federal de Mato Grosso - UFMT, Instituto de Ciéncias Exatas e da Terra,
Departamento de Estatistica, CEP: 78060-900, Cuiaba, MT, Brasil. E-mail: v3rusks@gmail.com;
andersoncso@Qgmail.com; marcelino.pascoa@gmail.com

2Centro Universitério Univag - UNIVAG, CEP: 78118-900, Varzea Grande, MT, Brasil. E-mail:
marceloap.martins@hotmail.com

Rev. Bras. Biom., Lavras, v.36, n.2, p.241-257, 2018 - doi: 10.28951/rbb.v36i2.175 241



e estabelecer o sistema de qualidade em laboratérios de ensaios e calibragao, de
modo que todos os requisitos devem ser atendidos, para demonstrar que este é
tecnicamente competente e capaz de gerar resultados validos. Esta norma pode ser
aplicada a diversos tipos de laboratoérios inclusive, de microbiologia de alimentos,
em que deve-se estabelecer uma estrutura organizacional criada para conduzir e
garantir a qualidade, os procedimentos operacionais, 0s recursos necessarios e as
responsabilidades estabelecidas.

Todos os procedimentos analiticos dentro de um laboratério estao sujeitos a
diversas fontes de erros sistematicos e aleatérios que podem ser inerentes ao método
ou relacionados as praticas de trabalho. Assim, um sistema de garantia da qualidade
compreende todas as atividades de andlise de laboratério de microbiologia, sendo
as principais fontes de variabilidade do processo: pessoas, equipamentos, materiais,
métodos e ambiente (HAYES, 1996).

Os ensaios microbiolégicos devem ser realizados por ou sob a supervisao
de uma pessoa qualificada em microbiologia, com formacao adequada para as
técnicas e manuseio dos instrumentos e necessiario monitorar sua competéncia
deve continuamente (HAYES, 1996). A realizacdo de experimentos para
monitoramento/validagdo dos analistas, pode ajudar a detectar a necessidade de
treinamento para que se consigam resultados de alta qualidade nos ensaios. Estes
experimentos devem ser realizados periodicamente ou quando da incorporacao de
um novo membro no quadro de colaboradores.

Os resultados de ensaios microbiolégicos quantitativos indicam o nivel
microorganismos em uma matriz e podem refletir a dispersao dos organismos dentro,
ou sobre, a matriz. Assim, a superdispersao é uma caracteristica presente neste tipo
de quantificacao e os modelos probabilisticos mais utilizados para a andlise deste
tipo de dados microbioldgicos sdo a Binomial negativa e Lognormal (JARVIS, 2008).

Na validacao de analistas em ensaios laboratoriais sao realizados experimentos
em que os analistas sao considerados os tratamentos, e é testado a hipétese nula
de igualdade entre as médias dos resultados obtidos pelos analistas, ou seja se
treinamentos sdo necessérios ou nao (COX, 2006; CASELLA e BERGER, 2010).
Caso tenhamos que rejeitar a hipdtese nula, isto significa que os analistas tém médias
de resultados diferentes nas andlises e treinamentos devem ser realizados (HAYES,
1996; JARVIS, 2008).

Para testar a igualdade entre os analistas em geral, utiliza-se o teste F por meio
da analise de variancia sob abordagem de modelos lineares . Entretanto para que
o teste F obtenha resultados validos os erros do modelo devem ser independentes,
normalmente distribuido e com varidncia homogénea N(0,02) (DEAN e VOSS,
1999; QUINN e KEOUG, 2002; OLIVEIRA ¢ FERREIRA, 2017). Quando esses
pressupostos sao violados, a taxa de erro tipo I pode aumentar e o poder do teste,
diminuir (GLASS, 1972; HARWELL et al., 1992; LIX et al., 1996).

No intuito de corrigir uma falha dos pressupostos da ANOVA, muitas vezes, é
utilizada a transformagao de dados, entre as possiveis, a cerca de dados de contagem,
faz-se o uso da transformagao logaritmica de forma a estabilizar a variancia

dos dados e em seguida aplica-se novamente a ANOVA (RASMUSSEN, 1989;
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YAMAMURA, 1999; O'HARA e KOTZE, 2010; OLIVEIRA e FERREIRA, 2017).
Entretanto, para estes artificios, hd inumeras limitacoes, mais notavelmente,
questoes complexas de interpretacao, que devem ser feitas baseando-se nos valores
transformados e ndo nas observagoes originais (LIX et al., 1996; O'HARA e
KOTZE, 2010).

Uma alternativa a transformagdo de dados é a utilizagdo dos modelos lineares
generalizados (MLG) introduzidos por (NELDER e WENDDERBURN, 1972).
Os MLG é classe unificada de modelos para varidveis discretas e continuas,
em que a distribuicao de probabilidade da varidvel resposta deve pertencer
a familia exponencial (NELDER e WENDDERBURN, 1972; DEMETRIO e
CORDEIRO, 2007; MYERS et al., 2012).

A Anslise de Deviance (ANDEV) pode ser entendida como uma generalizacao
da analise da variancia para os modelos lineares generalizados, que permite
comparar uma sequéncia de modelos encaixados visando verificar os efeitos dos
tratamentos (DEMETRIO e CORDEIRO, 2007).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estabelecer um protocolo
estatistico de validacao de analistas, como parte de um sistema de controle de
qualidade para andlises microbiolégicas quantitativas de alimentos. Para tanto,
foram realizadas simulagoes de validagao de analistas a partir do modelo binomial
negativo, considerando um delineamento inteiramente casualizado e posterior
andlise dos dados por meio dos testes andlise de varidncia (ANOVA) e andlise de
deviance (ANDEV). A performance, dos teste de hipétese, foi avaliada por meio das
taxas de erro tipo I e poder do teste.

2 Materiais e métodos

O estudo do protocolo de validacao de analistas foi divido em duas partes:
e Estudo de simulacao;

e Estudo de dados reais.

2.1 Estudo de simulagao

O estudo de simulacao foi realizado em duas etapas: a primeira consiste na
geragao dos dados e a segunda a avaliagao da performance dos teste de hipdtese,
por meio da obtengao das taxas de erro tipo I e poder do teste.

2.1.1 Geragao dos conjuntos de dados

Os dados da simulagao foram gerados considerando um delineamento
inteiramente casualizado a partir do modelo binomial negativo utilizando a

2
parametrizagao E(Y) = p e Var(Y) = pu + 4 e considerando os analistas como
tratamentos. Para verificar o efeito da variabilidade entre os tratamentos, foi
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considerado razao () entre a varidncia e a média entre dos tratamentos, dado

por:
0— Var(Y;)
E(Y;)

Foram consideradas quatro diferentes situagoes:

e Médias e variancias iguais entre os tratamentos;

Médias iguais entre os tratamentos e pelo menos um tratamento com variancia
diferente;

e Pelo menos um tratamento com média diferente e variancias iguais entre os
tratamentos;

e Peclos menos um tratamento com média e variancia diferentes.

Nas simulagoes foram considerados: ntimero de tratamentos variando entre 3
e 10; numero de repetigoes variando entre 3 e 20; 6 variando entre 1,5 e 10, a cada
0,5. Desta forma em cada situacao havia 2592 diferentes configuracoes, referentes
as combinacgoes de 8 nimeros de tratamentos, 18 niimeros de repetigoes e 18 valores
de 6. Para cada uma dessas combinagoes foram realizadas 10000 simulagoes.
Todas as simulagoes foram realizadas utilizando o software 7.

2.1.2 Analise das simulagoes

Em todos os conjuntos de dados simulados foram utilizados a andlise de
varidncia (ANOVA), analise de varincia considerando a transformagio logaritmica
log(x + 1) (ANOVAT) e a andlise de deviance (ANDEV) considerando um modelo
binomial negativo, para verificar a hipétese de nao existéncia dos efeitos de
tratamentos sobre a varidvel resposta.

Para verificar a pressuposicoes da analise de variancia, foi realizado o teste
de Komogorov-Smirnov para normalidade dos erros e do teste de Levene para
homogeneidade de variancia (QUINN e KEOUG, 2002). Quando as pressuposigoes
nao foram atendidas, aplicou-se transformagao logaritmica e repetida a ANOVA.

Para obter a taxas de erro tipo I foram avaliadas no processo de simulagdo os
casos em que a hipétese nula foi rejeitada erroneamente, ou seja quando a médias
eram iguais entre si e o teste de hipotese rejeitou a hipdtese nula, assim a taxa de

erro tipo I foi dada por:
no

10000

em que ng representa o nimero de resultados simulados que foram considerados
significativos, considerando nivel de significincia de 5%.

O poder do teste foi obtido de maneira analoga, foram verificados no processo
de simulagao os casos em que a hipdtese nula foi rejeitada corretamente, ou seja
quando havia pelo menos um tratamento com média diferente e o teste de hipotese

d:
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rejeitou a hipdtese nula, assim o poder do teste foi dado por:

~ no
1-8=
p 10000

2.2 Estudos dos dados reais

Foram realizados 30 experimentos de ensaios de contagens de bactérias dentro
de um laboratério de andlises de alimentos. Para cada ensaio, foram utilizadas
amostras artificialmente contaminadas.

Para realizacao dos experimentos, todos os equipamentos utilizados foram
calibrados, para nao introduzir viés nos resultados experimentais.

Os experimentos realizados para a validagao de analistas foram instalados
segundo um delineamento inteiramente casualizado, sendo considerado como
unidade experimental amostras homogeneamente contaminadas, e os tratamentos
foram os 5 (cinco) analistas que realizaram os ensaios no laboratério. Os
equipamentos, reagentes e meios de culturas foram os mesmos para todos os
analistas. Para a aleatorizacao foi feito um sorteio na sequéncia em que os analistas
fariam os ensaios.

Para cada tipo de ensaio, o protocolo experimental seguiu as seguintes etapas:

1. Preparou-se uma amostra inicial e cada analista realizou um ensaio nesta
amostra;

2. Calculou-se a média e a varidncia entre os analistas;
Calculou-se a razao entre variancia e média;

Determinou-se o nimero de repetigoes pela razao entre a varidncia e média;

oo W

Comparou os resultados entre os analistas utilizando Anélise de Variancia
(ANOVA) e a Anilise de Deviance (ANDEV) considerando um modelo
binomial negativo. Em ambos os testes utilizou-se significancia de 5%.

3 Resultados e discussao

3.1 Estudo de simulacao
3.1.1 Taxa de erro tipo I

Na figura 1, é apresentada a taxa de erro tipo I em funcao do ntmero de
repeticoes e razao 6, considerando variancias iguais com 3, 5, 7 e 10 tratamentos.
Verifica-se que a ANDEV e ANOVAT apresentaram taxas de erro tipo I similares e
se mostraram mais eficientes para todas as quantidades de repetigoes utilizadas,
pois comete um menor erro em todas as situagoes simuladas. Em relagao a
ANOVA, observa-se que independente do nimero de tratamento, com poucas
repetigdes, a taxa de erro tipo I é superior a ANDEV e ANOVAT, e conforme
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se aumenta o numero de repeticoes, tende a aproximar seus valores com as outras
técnicas. Também se observou que, com maiores valores da razao 6, a trés técnicas
apresentaram maiores valores de taxa de erro tipo I em todas os numeros de
repeticoes, indicando que o aumento da variabilidade entre os tratamentos afetam
a probabilidade de aceitar Hy.

3 Tratamentos 5 Tratamentos

o
o

Taxa de Erro Tipo |
o

Taxa de Erro Tipo |
o

Numero de Repeticoes Numero de Repeticoes
Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —
7 Tratamentos 10 Tratamentos

Taxa de Erro Tipo |
Taxa de Erro Tipo |

20

45;

Numero de Repeticoes Numero de Repeticoes

Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —

Figura 1 - Taxa de erro tipo I em funcao do nimero do nimero de repetigoes e
razdo 6 com médias e varidncias iguais. Andlise de variancia - ANOVA,
analise de varidncia com dados transformados - ANOVAT e analise de
deviance modelo binomial negativo - ANDEV.

Quando considerado pelo menos um grupo com variancia diferente (Figura 2),
verifica-se que ocorre um leve aumento da taxa de erro tipo I na ANOVA, enquanto
na ANDEV e ANOVAT tem seus valores de erro praticamente inalterados. Desta
forma é possivel observa uma maior influencia da heterogeneidade da variancias na

246 Rev. Bras. Biom., Lavras, v.36, n.2, p.241-257, 2018 - doi: 10.28951/rbb.v36i2.175



ANOVA.

3 Tratamentos 5 Tratamentos

Taxa de Erro Tipo |
Taxa de Erro Tipo |

15 20 15 20
Numero de Repeticoes Numero de Repeticoes
Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —
7 Tratamentos 10 Tratamentos

o
o

Taxa de Erro Tipo |
o

Taxa de Erro Tipo |
o

15 20 15 20
Numero de Repeticoes Numero de Repeticoes
Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —

Figura 2 - Taxa de erro tipo I em funcao do nimero do nimero de repeticoes e razao
0 com médias com médias e variancias diferentes. Andlise de variancia
- ANOVA, analise de variancia com dados transformados - ANOVAT e
analise de deviance modelo binomial negativo - ANDEV.

Lantz (2013) verificou que, para distribui¢ées ndo normais, a taxa de erro tipo
I na ANOVA ¢ dependente de um grau de normalidade, ou seja, quanto a amostra
se aproxima da normal. Assim, o aumento da taxa de erro tipo I na ANOVA
com numero de repeticoes maiores, é devido a média da amostras se tornarem
aproximadamente normal (CASELLA e BERGER, 2010).

Box (1954) verificou que grupos com variincias desiguais tém taxa de erro de
Tipo I inflado, mesmo quando as dimensées das amostras eram iguais. Moder (2007)
também verificou que a taxa de erro tipo I na ANOVA aumenta se os desvios nao
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sa@o homogéneos, independente do niimero de repetigoes e tratamento. Liu (2015)
afirma que a heterogeneidade das variancias atua na inflacao da taxa de erro tipo I e
é sempre um problema na ANOVA, mesmo nos casos de heterogeneidade moderada.
Yusof et al. (2013) observou que quando os problemas de ndo-normalidade e
heterocedasticidade ocorrem simultaneamente, a taxa de erro Tipo I se infla,
causando rejeicoes espurias das hipoteses nulas.

Hubnerova (2007) comparou a ANOVA e ANDEV utilizando simulagbes de
dados de contagem em delineamento inteiramente casualizado, considerando a
distribui¢do Binomial Negativa, e seus resultados foram que a ANDEV tém melhor
performance que a ANOVA, pois controla melhor a taxa de erro tipo I.

Rasmussen (1989) mostrou que quando é aplicada uma transformagao de dados
pode acarretar em uma taxa de erro de Tipo I apropriada. Ohara e Kotze (2010)
observou que a transformacao log(z + 1) pode ser uma boa alternativa para para
situacoes em que dispersao dos dados é pequena e as contagens médias sao grandes,
nas demais situagoes é preferivel utilizar modelos poisson e binémio negativo.

3.1.2 Poder do teste

O poder do teste em fungao do numero de repeticoes e 6 considerando
varidncias iguais e ao menos uma com variancia diferente sao apresentados,
respectivamente, nas figuras 3 e 4. Em todas as situagoes simuladas, verifica-
se a ANDEV apresentou melhor desempenho, pois obteve o maior poder,
independentemente do nimero de repeticbes. A ANOVA e ANOVAT tiverem seu
desempenho relacionado as repetigoes, conforme aumenta o nimero de repetigoes
ambas melhoram seu poder de detecgao, porém somente a ANOVA tende a
aproximar seus valores com os da ANDEV. Também é possivel observar que quando
considerado variancias heterogéneas a ANOVA e ANOVAT tiveram perca do seu
poder quando considerados poucas repeticoes.

Moder (2007) observou que se as variancias s@o homogéneas, quanto maior
o tamanho amostral ou nimero de repeti¢oes, maior é o poder da ANOVA. Liu
(2015) verificou que sob condigoes de normalidade e com variincias heterogéneas a
ANOVA apresenta elevado poder. Hubnerova (2007) verificou que a ANDEV com
modelo Binomial Negativo tem alto poder, independente do niimero de repeticoes.

Rasmussen (1989) verificou que o poder em geral é superior em dados
transformados, quando a transformagao adequada é utilizada. Nos resultados
obtidos (Figura 3 e 4), a transformagao logaritmica apresentou o menor poder em
todas as situagoes simuladas, este um indicativo que esta transformacao utilizada
nao é apropriada para dados de uma distribuicao binomial negativa. Yamamura
(1999) sugere a transformagao In(z + £) para ter poder alto do ANOVA.

3.1.3 Numero de repeticoes

Foi estabelecido um niimero de repeticoes necessarias em funcao do nimero de
analistas e razao 6, para isto considerou-se o nimero de repeticoes em que a taxa
de erro tipo I seja inferior a 5% e o poder do teste superior a 90%, estes resultados
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3 Tratamentos 5 Tratamentos

o} o}
° °
o o
o o
20 20
10 15 10 15
Numero de Repeticoes Numero de Repeticoes
Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —
7 Tratamentos 10 Tratamentos
o} o}
° °
o o
o o

20 15 20

10

Numero de Repeticdes

45;

10

Numero de Repeticdes

Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —

Figura 3 - Poder do teste em func¢ao do nimero em fun¢do do nimero do nimero
de repetigoes e razao 6 com médias diferentes e variancias iguais. Analise
de varidncia - ANOVA, analise de varidncia com dados transformados -
ANOVAT e analise de deviance modelo binomial negativo - ANDEV.
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3 Tratamentos 5 Tratamentos
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Numero de Repeticoes Numero de Repeticoes
Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —
7 Tratamentos 10 Tratamentos
o}
°
o
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20 15 20
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Numero de Repeticdes

45;
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Numero de Repeticdes

Anova — AnovaT Andev — Anova — AnovaT Andev —

Figura 4 - Poder do teste em fungdo do nimero em funcao do nimero do nimero

250

de repetigoes e razao # com médias e variancias diferentes. Analise

de variancia - ANOVA, analise de variancia com dados transformados
- ANOVAT e analise de deviance modelo binomial negativo - ANDEV.
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Tabela 1 - Nimero minimo de repetigoes de acordo com o teste, niimero de analistas
e razao 0, considerando que as variancias sao homogéneas

0 ANOVA ANDEV

3 4 5 6 7 8 9 10 3 4 5 6 7 8 9 10
15 8 6 6 6 5 5 5 4 5 4 3 3 3 3 3 3
20 8 6 6 6 6 6 6 4 5 4 3 3 3 3 3 3
25 9 6 6 6 6 6 6 4 5 4 3 3 3 3 3 3
30 9 v 6 6 6 6 6 5 6 5 4 3 3 3 3 3
3 9 v v 6 T 6 6 6 6 5 4 3 3 3 3 3
40 9 ¢ v 7 v 7 7T 6 6 5 4 4 3 3 3 3
45 9 ¢ 7 8 v 7T T 6 6 5 5 4 3 3 3 3
50 9 ¢ v & 7 8 & 6 7 5 5 4 3 3 3 3
56 9 8 8 & 7 8 & T 7T 6 5 5 3 3 3 3
60 9 8 8 & 7 8 & T 7 6 5 5 3 3 3 3
65 10 8 8 & 8 8 & 7 7 6 5 5 3 3 3 3
% 10 8 8 8 8 8 & 8 8 6 6 5 4 3 3 3
7% 109 8 9 8 8 8 8 8 7 6 5 4 4 3 3
80 11 9 9 10 8 8 8 8 8 7 6 6 4 4 4 4
85 12 10 10 10 9 8 8 8 8 7 6 6 5 4 4 4
90 13 11 10 10 10 9 9 8 9 8 7 6 5 5 5 4
95 13 11 11 1 11 10 9 8 9 & 7 6 5 5 5 5
100 14 13 12 11 11 11 10 9 9 9 8 7 6 S5 S5 5

foram divididos em duas situagoes com variancias homogéneas e heterogéneas. Em
nenhuma situacao simulada a ANOVAT apresentou poder superior a 90%, desta
forma foram determinados nimero de repeti¢oes apenas para ANOVA e ANDEV.

Na Tabela 1, sao apresentados os nimero de repeticoes quando as variancias
sao homogéneas. Verificou-se que os menores nimeros de repeticoes sdo para 6 =
1,5, em que para a ANDEV é necessario de 3 repetigoes para 10 analistas a 5
repeticbes para 3 analistas, j& ANOVA necessita de 4 a 8 repeti¢oes, com 10 e
3 analistas respectivamente. Quando # = 10 é necessario um nimero maior de
repeti¢des , em que a ANDEV variou de 5 a9 e a ANOVA 9 a 14. Assim, verifica-se
que o nimero de repeticoes depende da variabilidade entre analistas e do niimero
de tratamentos.

Quando considerados grupos com variancia heterogénea (Tabela 2), verificou-
se que, para uma variabilidade pequena entre as unidades experimentais (6 = 1, 5),
a quantidade minima de repetigdes na ANDEV varia de 3 a 6, e para a ANOVA de
7 a 15. Esta diferenca se mantém nas razoes entre todos o valores de 6, sendo que
a ANDEV sempre necessita de um nimero menor de repeticoes.

Comparando as tabelas 1 e 2, verifica-se que na ANOVA o nimero minimo de
repetigoes é superior a quando considera variancias heterogéneas. Ja para a ANDEV
verifica-se que o numero de repeticoes nao é tao afetado pela heterogeneidade das
variancias.
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Tabela 2 - Numero minimo de repetigoes de acordo com o teste, niimero de analistas

e razao 6, considerando que as variancias sao heterogéneas
0 ANOVA ANDEV

3 4 5 6 7 & 9 10 3 4 5 6 7 8 9 10
156 15 14 13 12 11 9 7 6 6 S5 4 3 3 3 3 3
20 15 14 13 12 11 9 & 7 6 5 4 3 3 3 3 3
25 15 14 13 12 11 9 & 7 6 5 4 3 3 3 3 3
30 16 14 13 12 11 100 & 7 7 6 5 3 3 3 3 3
3 16 15 13 12 12 10 & 7 7 6 5 4 3 3 3 3
40 16 15 13 13 12 10 8 v 7 6 5 4 4 3 3 3
45 16 16 14 13 12 10 8 7 7 6 6 4 4 3 3 3
50 1v 16 14 13 12 10 & 7 8 6 6 5 4 3 3 3
5 17 16 14 13 12 10 & 8 &8 7 6 5 4 4 3 3
60 17 16 15 13 13 11 8 8 & 7 6 5 4 4 4 3
6,5 19 17 15 14 13 11 8 8 8 7 6 5 4 4 4 4
70 20 17 15 14 13 11 9 9 9 7 T 5 5 4 4 4
7 20 17 16 14 13 12 9 9 9 8 7T 6 5 5 4 4
80 20 19 16 15 13 12 9 9 9 & 7 6 5 5 4 4
85 20 19 17 15 14 12 10 9 9 & 7 7 6 5 5 4
90 20 19 1r 16 14 12 11 10 10 9 8 7 6 6 5 4
95 20 19 1v 1v 14 13 1 11 10 9 8 8 7 6 6 5
1000 20 19 18 17v 15 14 12 11 10 10 9 8 7 6 6 6
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Tabela 3 - Valores de média, varidncia e razao 6 para os 30 ensaios de contagem de

bactérias
Ensaio Media  Variancia 0 Ensaio Media  Variancia 0

1 11611,1  29633,5 2,55 16 11459,3  16449,8 1,44
2 92487 26127,3 2,82 17 8744,5 20893,7 2,39
3 11434,5  28441,1 2,49 18 3472,5 11198,7 2,03
4 10020,0  17770,2 1,77 19 9845,0 16479,6 1,67
) 10486,7  15758,4 1,50 20 103727 17624,2 1,70
6
7
8

9621,1  16078,3 1,67 21 3586,1  8238,1 2,30

7264,7  9659,8 1,33 22 8704,5  29782,8 3,42

5940,3  10481,6 1,76 23 8043,1 94241 1,17
9 10788,0  19940,6 1,85 24  10387,2 144152 1,39
10 9762,6 249346 2,55 25 8869,1 190156 2,14
11 4932,0 104422 2,12 26 115332  16268,0 1,41
12 7380,3  21653,6 2,93 27 4090,9  8686,7 2,12
13 111850 34392,1 3,07 28 9348,7 248297 2,66
14 34725  11198,7 322 29 9652,3  19557,2 2,03
15 9862,7  21536,7 2,18 30 9206,2  13752,2 1,49

3.2 Estudo de dados reais

Seguindo o protocolo experimental, inicialmente cada analista realizou o ensaio
em uma unica amostra, a fim de comparar a média e a varidncia entre os analistas.
Na Tabela 3, é apresentada a média, variancia e razao 6 para cada ensaio realizado,
verificou-se que valores de 6 entre 1,17 e 3,42. Como o laboratério dispunha de 5
analistas estabeleceu-se que em todos os ensaios seriam realizadas treze repetigoes,
nimero minimo necessario para aplicacgdo da ANOVA (Tabela 2).

Na tabela 4, é apresentado o valor-p para ensaio de comparagao entre analistas
considerando ANOVA e ANDEV referente ao 30 ensaios. Considerando o resultado
da ANOVA, observa-se que para todos os ensaios realizados, que nao existe
evidéncias de diferenga entre os analistas (valor —p > 0,05). J4 para a ANDEV
nos ensaios 14 e 22, rejeitou-se a hipétese nula (valor — p < 0,05), indicando que
pelo menos um analista difere dos demais. Comparando os resultados dos ANOVA
e ANDEYV, verifica-se que nos ensaios 14 e 22 os dois testes discordaram com relagao
a significancia. Ao analisar a Tabela 3, a razdo (#) para ambos os ensaios (14 e 22)
sao os maiores valores encontrados, 3,22 e 3,42 respectivamente, dando indicios de
que o aumento na variabilidade entre os analistas é um fator que contribui para a
divergéncia de conclusao entre os testes de hipdtese.
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Tabela 4 - Valor-p para ensaio de comparagao entre analistas considerando ANOVA

e ANDEV
Ensaio ANOVA ANDEV Ensaio ANOVA ANDEV Ensaio ANOVA ANDEV
1 0,9949 0,9998 11 0,9869 0,9904 21 0,6536 0,6133
2 0,9982 0,9997 12 0,8551 0,8127 22 0,3356 0,0393
3 0,9983 0,9998 13 0,7445 0,6650 23 0,3171 0,3695
4 0,9968 0,9998 14 0,0865 0,0419 24 0,8164 0,7479
5 0,9946 0,9987 15 0,9099 0,7363 25 0,8595 0,8762
6 0,9952 0,9999 16 0,9978 0,9917 26 0,4405 0,5300
7 0,9980 0,9996 17 0,7189 0,6101 27 0,9274 0,9135
8 0,9985 0,9997 18 0,9392 0,8482 28 0,3423 0,4107
9 0,9963 0,9998 19 0,4979 0,4584 29 0,9909 0,9849
10 0,7638 0,7500 20 0,2863 0,0863 30 0,1614 0,0607
Conclusoes

Este é um estudo aplicado a laboratdrios de andlises de microbiologia de
alimentos, desta forma deve ser compativel tanto com a rotina dos analistas, quanto
com a realidade entre custo-beneficio dos laboratérios.

Verificou-se nas situagoes simuladas que para todas as quantidades de
repetigoes, a ANDEV se mostra mais eficiente, e cometeu menor taxa do erro tipo
I quando comparada & ANOVA. A ANDEV também se mostra mais poderosa,
detectando melhor a diferenca entre as médias. O poder da ANOVA apenas se
assemelha aos da ANDEV com uma quantidade grande de repetigoes, o que a torna
invidvel tanto na execugao, quanto nos custos. Também observou-se que a ANOVAT
apresenta uma taxa de erro tipo I semelhante a ANDEV, porém apresenta um poder
bem inferior.

Para os dados reais conclui-se que o protocolo estabelecido para validagao
dos analistas, é vidvel para verificar a semelhanca entre eles. Vale salientar a
importancia da preparagao de uma amostra inicial, para analise que sera realizada
por todos os analistas. Por meio da amostra inicial, deve-se determina a razao entre
a média e a variancia (), e isto auxiliard na determinagao do nimero de repetigoes.

Para realizagao de experimentos de qualificagao de analistas em microbiologia,
deve-se preferir a utilizagao andlise de deviance com modelo binomial negativo, pois
este é um teste mais poderoso e com taxa de erro tipo I menor, e necessita de um
menor nimero de repeticoes para manter essas propriedades. Do ponto de vista
pratico, um menor numero de repeticoes, na realizacao de um experimento, além de
diminuir o custo da sua realizagao, também sofre menor influéncia de fatores nao
controlados, visto que o tempo necessario para realiza-lo é menor.

O protocolo estabelecido neste trabalho, deve ser utilizado apenas quando
as amostras da validacdo forem homogéneas. Para trabalhos futuros, pode-se
investigar um protocolo que considere amostras heterogéneas, aplicando-se assim
outros delineamentos experimentais. E também a utilizacao de outros testes para
comparar os analistas.
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» ABSTRACT: Food microbiology laboratories perform various types of tests to detect and
quantify the presence of microorganisms. However these tests are subject to interference
and imperfections. Thus, laboratories should establish a quality control program to
ensure quality of practices carried out in the laboratory. In this context, the objective of
this paper is establish a statistical protocol for validation of analysts as part of a quality
control system for quantitative microbiological analysis. Thus, simulations of analyst
validation were performed considering a completely randomized design and subsequent
analysis of the data by means of ANOVA and ANDEYV tests. The results show that
ANDEYV is better at detecting the variability among analysts and presented a lower rate
of type I error, more power with a smaller number of repetitions, adapting better to the
routine and the reality of laboratories.
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