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      The task of reliable estimation of 1 pathogen (Giardia cyst and Cryptosporidium oocyst)  per 10  liter presence in water is examined in Poisson's distribution approximation under divers sample volumes (of water) and discovery rates (of pathogens). For determination in quantitative area of investigation, when the  width of 95%  interval is smaller of statistical expectation(M), the last must be more 16. Then, under discovery rate E=1, the necessary minimum sample volume (let's name it "virtual") is VVIR= 160 liter. Under E<1  apparent  statistical expectation (EM) will be observed, which size also must be 16 to keep in quantitative area of investigation. For that the sample volume (let's name it "compensated" ) must be increased:

VCOM =VVIR/E= (160/E), or VVIR=EVCOM. The virtual volume VVIR  is proposed as the universal standard of water parasite safety, which encloses both the acceptable parasite content and all statistical performance , specified by Poisson's distribution.

( Public Discussion).

  Анализ материалов ЦГСЭН указывает на низкий уровень обнаружения цист лямблий и ооцист криптоспоридий (далее ЦО) в природной и питьевой воде. По-видимому, одной из причин этого является недостаточный объем воды, берущийся для исследования, особенно если учесть, что содержание указанных патогенов значительно колеблется по сезонам года: больше весной и осенью, меньше - летом и зимой. За рубежом с этой целью рекомендуется фильтровать: в США - 380 л , а в Англии - 1000. В нашей стране нормируется отсутствие  паразитарных патогенов в объеме  50л. Учитыая это, нами проведен   анализ с использованием распределения малых чисел Пуассона для  оценки величины объема воды, необходимого для исследования .                                                                                

 Известно, что результат любого конкретного измерения (испытания) Х- величина случайная, в то время как оценке подлежит величина неслучайная (постоянная) М - математическое ожидание, которое можно в принципе получить, как среднее значение случайных  результатов  определений при бесконечно большом числе испытаний (отбора проб в нашем конкретном случае). Поскольку бесконечность недоступна, математическое ожидание М  оценивают   по случайной величине Х на основе закона распределения, описывающего  зависимость распределения вероятности значений конкретных измерений Х от математического ожидания М.

  При определении микробиологических объектов обычно используют распределение Пуассона, называемое еще распределением малых чисел. Попадание в пробу цисты или ооцисты является случайным процессом. Общее свойство распределения Пуассона состоит в том, что среднее квадратическое отклонение в нем определяется математическим ожиданием
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,а области вероятных значений переменной даются хорошо известными, т.н. "доверительными интервалами"
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где нижний индекс - вероятность попадания случайной переменной в данный интервал значений [1]. Для наглядности и конкретности в таб.1 приведены численные и относительные (%) значения интервалов для некоторых малых величин математического ожидания. 

 Принято, что определение опасных агентов (в частности цист и ооцист) следует проводить в количественной области определения [2,3], т.е. когда ширина 95%  или 99% (в зависимости от класса измерения) интервала меньше математического ожидания М. Из таб.1 видно, что эта область начинается с М= 16 для принятого в биологии 95% интервала. т.е. для определения по этим условиям нам нужно наиболее вероятное число   ЦО в пробе М=16.

  Поскольку за опасное содержание ЦО в воде принято (отметим , что это не случайная, а постоянная величина) 1 ЦО в 10л воды [5], очевидно, что минимальный для количественного определения опасного уровня  объем пробы воды должен составлять 160л.  Из колонки 99% интервала таб.1 видно, что там количественные определения начинаются с математического ожидания М=36, что соответствует объему пробы 360л.  Может быть поэтому один из рекомендованных объемов пробы составляет 380л [4] - просто 360 л, округленные в силу традиции до 10 галлонов.   Если взять принятый Drinking Water Inspectorate UK [5]    объем пробы 1000л, то опасное содержание ЦО в нем будет М=100. Т.е. при этих условиях можно говорить уже об измерении с приличной точностью (%=(10%, В принятом у нас объеме 50л опасное  матожидание составляет соответственно М=5, которого нет в таб.1, но из последней строчки таб.2 видно, что ширина 95% интервала составляет 176% от математического ожидания и, следовательно, эти условия  находятся вне зоны количественного определения.

Таб.1 Абсолютная и относительная ширина доверительных интервалов распределения Пуассона для некоторых малых чисел.
	М
	(Х0.675
	 (Х0.67/М
	(Х0.95
	(Х0.95/М
	(Х0.99
	 (Х0.99/М

	1
	2
	200%
	4
	400%
	6
	600%

	4
	4
	100%
	8
	200%
	12
	300%

	9
	6
	66%
	12
	134%
	18
	200%

	16
	8
	50%
	16
	100%
	24
	150%

	25
	10
	40%
	20
	80%
	30
	120%

	36
	12
	34%
	24
	66%
	36
	100%

	49
	14
	28%
	28
	56%
	42
	86%

	64
	16
	24%
	32
	50%
	48
	75%

	81
	18
	22%
	36
	44%
	54
	67%

	100
	20
	20%
	40
	40%
	60
	60%


    Следует учитывать, что часть попавших в пробу объектов будет утеряна в процессе выделения, очистки и подсчета препарата.  Оставшаяся их часть называется эффективностью определения Е. Тогда в  испытаниях  будет наблюдаться распределение не с истинным матожиданием  М, а с кажущимся -ЕМ. 
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Строка таблицы 1 сдвинется вверх в Е раз. и  быстро покинет зону количественного определения (см. таб.2).

Таб.2  Влияние эффективности определения цист/ооцист на ширину 95% интервала для матожидания М=16 (объем пробы воды 160л)

	Эффективность определения

         E
	Кажущееся математическое ожидание

EM


	Ширина 95% интервала

	
	
	(Х0.95
	(Х0.95 /М

	        1
	           2
	
	

	0.20
	3.2
	     7.2
	219%

	0.40
	6.4
	    10.0
	156%

	0.60
	9.6
	    12.4
	129%

	0.80
	12.8
	    14.3    
	112%

	1.00
	16
	    16.0   
	100%


Примечание: поскольку в настоящее время СанПиН2.1.4.1074-01  предписывает отсутствие ЦО в  50 л питьевой воды в таблице 3 показано влияние эффективности на вероятностные характеристики для пробы этого объема.

Таб.3 Зависимость величины 95% интервала 

от эффективности определения для истинного матожидания М=5(проба 50л).

	Эффективность определения

         E
	Кажущееся математическое ожидание

EM


	Ширина 95% интервала

	
	
	(Х0.95
	(Х0.95 /М

	        1
	           2
	     3
	      4

	0.20
	1
	4        
	400%

	0.40
	2
	5.6    
	280%

	0.60
	3
	6.8    
	220%

	0.80
	4
	8       
	200%

	1.00
	5
	8.8   
	176%


 Для проведения анализа  в зоне количественного определения, можно компенсировать уменьшение эффективности  увеличением объема пробы, так, чтобы кажущееся матожидание оставалось одним и тем же, а с ним и все вероятностные характеристики, им определяемые. Например, ЕМ=16 . Для этого нужно для каждого значения эффективности определения и заданного значения кажущегося матожидания определить истинное матожидание: М=ЕМ/Е (см.таб.4, гр.3). Поскольку за опасное содержание патогенов принята одна ЦО в 10 литрах [5], полученные значения М нужно умножить на 10 для того, чтобы определить необходимый объем пробы. Необходимый объем пробы (назовем его компенсированным-VК) также можно получить, разделив эффективный объем Vэ (объем пробы при Е=1.0) на эффективность: VК=Vэ /E .  Таким образом , вероятностные характеристики пробы  компенсированного  и эффективного объемов  одинаковы. 

Таб.4 Компенсация объемом пробы эффективности определения для 

                      М=16 (объем 160 л).

	Эффективность определения

E
	Кажущееся математическое ожидание

EM,необходимое для количественного определения
	истинное математическое ожидание

M=ЕМ/Е необходимое при эффективности определения  E  для количественного определения
	Необходимый компенсированный объем пробы

VК=Vэ /E       

 для 

количественного определения

уровня загрязнения 1ц/о в  10л



	        1
	           2
	         3
	           4

	0.20
	16
	80
	800

	0.40
	16
	40
	400

	0.60
	16
	27
	270

	0.80
	16
	20
	200

	1.00
	16
	16
	160


  Следовательно, для статистической характеристики методики санитарно-паразитологического определения паразитарных объектов в воде вполне достаточно одного показателя - эффективного объема VЭ=VК E, а  другие предлагаемые  характеристики [ 2 ]  (предел обнаружения, точность, нижний предел 95% интервала и эффективность определения) оказываются избыточными, т.к. обобщены в предлагаемом показателе на основании распределения Пуассона. Поскольку эффективность определения нельзя вносить в нормативные акты, потому что  она может быть любой в зависимости от обстоятельств (применяемой методики, объекта исследования)[5] ,  эффективный объем (в описанном понимании) является статистической характеристикой методики определения, которую можно нормировать. 

Для удовлетворения требования количественности определения эффективный объем должен быть больше 160л. Очевидно, что отсутствие ЦО в эффективном объеме 160л, статистически эквивалентно отсутствию их в 50 литрах воды в трех повторностях.
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                                                       ДИСКУССИЯ.

  Далее приводяться зеленым цветом поступившие вопросы и комментарии к этой статье, а синим - наши ответы.

1.                           На основании представленных в работе результатов следует, что для получения статистически достоверного результата об отсутствии цист в 50-ти литровом нормируемом объеме необходимо исследование пробы объемом не менее 800 литров при условии 100%-ной эффективности методики анализа?

                             Полагаем, что так. Если Вы задаете допустимое содержание "не более 1 в 50 л", то чтобы набрать число 16 для попадания в количественную область определения этого содержания, надо исследовать пробу в 800л.

2.                         То есть, МУК 4.2.964-00 принципиально не обеспечивают получения статистически достоверного отсутствия цист лямблий в нормируемом объеме, даже при допущении 100%-ной эффективности методики?

                              Как мы полагаем в статье, объем 50 л не попадает в количественную область определения при допустимом содержании "не более 1 в 10 литрах". Однако, объем 50 литров попадает в количественную область при принятии допустимого содержания "не более 16 лямблий в 50 литрах", или, для сравнения с английским, "не более 3.2 лямблии в 10 литрах". Можно количественно определять лямблии и в 10 литрах, если установить норматив "не более 16 лямблий в 10л", и т.д.

3.                   В целом, для получения статистически достоверного отсутствия целевого микроорганизма в нормируемом объеме при 95% уровне достоверности, соотношение нормируемого объема к исследуемому должно быть не менее 1:16 ? 

                          При математическом ожидании числа микроорганизмов в пробе равном 16 их присутствие  определяется в области количественного определения с вероятностью 1. В самом деле, средне-квадратическое отклонение составляет 4,  3 сигмы - 12, нижняя граница 99% интервала лежит на 16-12=4. Иными словами  проб с нулевым содержанием практически нет, "уровень достоверности" - 100%. Я думаю, резон определения патогенов именно в количественной области, заключается как раз в вероятности 1.

4.                                     Из представленного материала следует, что данное положение справедливо для любых микробиологических показателей, нормируемых по отсутствию в определенном объеме. Например, для получения 95% достоверного отсутствия колиформных бактерий в 100 мл необходимо одномоментно исследовать не менее 1600 мл пробы.

                                     Если Вы принимаете допустимый уровень (математическое ожидание) "не более 1 в 100мл" , то для обнаружения присутствия 16 штук (матожидание) бактерий объем пробы должен быть 1600 мл. Опасное содержание в 16 штук находится в количественной зоне, сигма равна 4,  95% интервал 16(8, 99%  -16(12, т.е. меньше 4-х счета ни в какой пробе практически не будет.  

  5.           Введение термина «эффективный объем» и, тем более, предлагаемая замена им в нормативных документах общепринятых характеристик методик – эффективности определения, предела обнаружения и пр., представляется нецелесообразным и недостаточно обоснованным, так как величина «эффективного объема» прямо зависит от эффективности определения и является производной от нее. Зачем лишнее усложнение?

                Мы полагаем наоборот. В статье как раз проделана процедура обобщения в эффективном объеме и эффективности обнаружения, и гигиенического норматива (" не более 1 в 10л") , и через распределение Пуассона, точности, предела обнаружения, и нижней границы всех доверительных интервалов, т.е. всех "общепринятых характеристик", которые авторы [3] рассматривают как независимые, что, на наш взгяд, избыточно для распределения Пуассона .

Мы полагаем целесообразным  задавать только две величины: гигиенический норматив (например, "не более 1шт. в 10 л" -  для справки, поскольку на нем базируется эффективный объем), и "эффективный объем пробы" - обобщенную статистическую характеристику методики определения, соответствующую  установленному гигиеническому нормативу.  

6.
                           Последний вывод неправомерен. Не только абсолютно не очевидно, что «отсутствие в эффективном объеме 160 л, статистически эквивалентно отсутствию…в 50 л…в трех повторностях», но абсолютно ошибочно так утверждать. Три независимых исследования объема пробы в условиях, не позволяющих получить статистически достоверное значение, не эквивалентны одному правильно спланированному испытанию. Поясним на наглядном примере. Химик исследует предусматривающим концентрирование методом сто образцов воды, объем каждого из которых содержит вещество в количестве, в 10 раз меньшем предела обнаружения метода. Ни в одном из испытаний он не обнаружит искомое вещество. Но если он возьмет и объединит хотя бы 11 образцов, то уже обнаружит искомое вещество. 

    Вы привели удачный пример с химиком, который получает достоверный результат т.н. способом накопления сигнала (широко применяемым и в физике, и в химии). Именно об этом идет речь в нашей статье. Чем больше фильтруется объем воды, тем больше накапливается сигнал (число лямблий), чем больше число, тем оно определяется с большей точностью:

сравните 1(1  и 100(10.   Число определяется методом подсчета, и  не имеет значения из какого числа проб и из какого объема вы его насчитали. В трех пробах по 50 л матожидание числа  лямблий то же самое, что в одной пробе 150л, или в 15 пробах по 10л, или в 150 по 1л, или в 1500 по 100мл и т.д.

 Здесь следует отчетливо представлять себе разницу в измерении аналоговой (непрерывной) величины и дискретной . 

7.                             Почему в приведенном выше утверждении отечественный норматив (отсутствие в 50 литрах) подменяется английским (отсутствие в 10 литрах). Как уже говорилось выше, для отечественного норматива минимальным исследуемым объемом пробы, обеспечивающим при 100% эффективности методики 95% достоверное отсутствие в 50 литрах, является 800 литров. Что же, следует проводить анализ в 16-ти повторностях? 

                                   Да, если Вы не можете исследовать пробу в 800 литров, Вы можете разбить ее на любое число повторностей.

Или же следует уменьшить нормируемый объем в 16 раз? (50:16=3,125л). 

                                 Тоже да, если Вы примете норматив "не более 1 лямблии в 3.125л", то спокойно попадете с 50-ю литрами в количественную область определения. К любому объему пробы Вы можете подобрать "гигиенический" норматив, который перенесет Вас в количественную область, также как к любому нормативу- объем пробы. 

                               По-видимому, Английский и Русский - разные нормативы по своему смыслу , английский устанавливает содержание микроорганизмов (математическое ожидание), он смысловой, гигиенический, русский -  операционный, прямого действия, он нормирует результат анализа (случайную величину), по нему Вы не должны задумываться о содержании (математическом ожидании), за Вас уже подумали  законодатели. Просто у Вас не должно быть лямблий при анализе пробы этого объема - и все.

Я не помню точно, но по-моему и  звучит норматив адекватно: "в пробе объемом 50л не должно обнаруживаться лямблий" , т.е. он сформулирован в явной операционной форме. 

8.                                В таб.2  Вы приводите дробные числа содержания микроорганизмов, что неординарно. Как Вы представляете лямблий, которых может содержаться 3.2 в пробе? Причем, это математическое ожидание, т.е. наиболее вероятное число.

                                      Как Вы думаете, если у Вас матожидание в 10 литрах -1 лямблия, а Вы выбрали объем пробы 15 литров, то какое матожидание ждет Вас в этой пробе? Дело в том, что число микроорганизмов находящееся реально в пробе очевидно может быть только целым. Но мы имеем дело не только с реальными числами (результат подсчета), но и виртуальными (результат усреднения, или других математических операций).  Первые могут быть только целыми числами, вторые - любыми.  Как бы долго Вы не проводили испытания, действительно, никогда у Вас не будет пробы с 3.2 лямблии. Но,  математическое ожидание в общем случае не рассматривается как наиболее вероятное число, а определяется как число к которому сходится (бесконечно приближается) среднее значение.

9.                                           Вы рассматриваете задачу по достоверному определению присутствия патогенов. В то время как задача заключается в том, чтобы убедиться в их отсутствии. Какой объем воды необходимо исследовать для получения 95% достоверного отсутствия лямблий в пробе 50 л?

                                                    Да, мы ставим и решаем задачу достоверно установить что содержание патогенов в данной воде не превышает установленного опасного уровня (конкретно 1шт в 10 л).

                                                       В Вашей же постановке задачи, я бы предложил рассуждать так.

 Значит, Вы заказываете, чтобы в пробе 50л отсутствовали лямблии с вероятностью 95%? Другими словами это значит, что из 100 проб 5 будут содержать лямблии. Поскольку событие это маловероятное, в пробе больше 1 лямблии не будет. Значит на 100 проб (5000л) приходится (матожидание) 5 лямблии .  

Вы задаете 95% интервал, следовательно желаете, чтобы заданный  уровень обнаруживался с вероятностью 97.5% , или иными словами нулевой результат при этом Вы получали не более, чем в 2.5% , или иными словами нижняя граница 95% интервала упиралась в 0. Напишем тогда для распределения Пуассона в этих условиях (нижняя граница 95% интервала лежит на 0) :
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[image: image6.wmf]Решением будет М=4.  Значит, присутствие лямблий с математическим ожиданием 4 штуки мы обнаруживаем с вероятностью 97.5%. 

 А чтобы насчитать 4 штуки надо исследовать 80 проб (по 50 литров) что составит 4000л. И если Вы не нашли ни одной лямблии, то имеете право утверждать, что в любой пробе данной воды объемом 50 литров, лямблии отсутствуют с вероятностью 97.5%. Из сказанного очевидно, что Ваша постановка вопроса хотя и правомерна, но непродуктивна.
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