Mikrobiologicky rozbor vody — hlavni zdroje nepresnosti

RNDr. Dana BaudiSova
Vyzkumny ustav vodohospodaisky TGM, PrahaUvod

Stanoveni koliformnich a termotolerantnich (fekalnich) koliformnich bakterii

Stanoveni koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii bylo rozdéleno na né¢kolik
problémovych okruhd, které jsou charakterizovany v fabulce 1. Kazdy problémovy okruh byl
studovan zvlast’ a v nasledujici pasazi jsou podany hlavni vysledky.

Charakter vzorku

Tato problematika neni pfesné soucasti mikrobiologického rozboru vzorku vody, jiz
nespravné odebrany vzorek v§ak muze byt pfi¢inou mezilaboratornich rozdili. Z informaci
uvedenych v uvodu vyplyva, ze pro jakdkoliv porovnavani vysledki (mezilaboratornich i
vnitrolaboratornich) je nutno pouzivat pouze vzorky paralelni. Ty museji byt ziskany z
jednoho vzorku odebraného v jeden okamzik, z jednoho mista, do jedné vzorkovnice a poté za
maximalniho stupné homogenizace rozdéleného na jednotlivé podily.

Ockovani vzorku

Oc¢kovani vzorku (véetn€ jeho homogenizace) je zdrojem nejvetSich neptesnosti pii
mikrobiologickém rozboru vody. Toto bylo jednozna¢né€ potvrzeno vysledky experimenti:

Byly stanoveny koliformni a termotolerantni koliformni bakterie, kdy jeden vzorek byl v
deviti paralelach nao¢kovan tfemi pracovniky. Odecteni vSech vzorki provedl jeden
pracovnik, aby byly vylouceny dal$i nepfesnosti. Zjistilo se, ze pfi peclivém promichéani
vzorkll podle predpisu a pfesném pipetovani vzorku (pfi pouziti sklenénych pipet spravného
objemu) lze dosahnout rozptylu mezi nao€kovanymi paralelami vyjadifeného hodnotou
variacniho koeficientu pod 10 %. Pfi nedbalé praci vSak variacni koeficient miize dosahovat
hodnot az 50 % (!!).

Zivné medium

Byl studovan vliv zivného média na zachyt koliformnich a termotolerantnich koliformnich
bakterii. K zachytu koliformnich bakterii byl pouzit Endo agar, k zachytu termotolerantnich
koliformnich bakterii agar mFC. Média byla pfipravena podle standardné uZivanych ptedpist,
jednotlivé varky pripravili tfi rlizni pracovnici z jedné laboratofe. Kromé¢ pfipravovatele se
varky lisily stafim (za dodrZeni skladovacich piedpisti), nebo napi. pouzitou destilovanou
vodou. Zjistilo se, ze pokud jsou dodrzeny vSechny ptedpisy ohledné ptipravy kultivaéniho
média, toto prakticky neovliviiuje ziskané vysledky. Varia¢ni koeficient mezi vysledky (n =
3*10) ziskanymi na tfech “riznych” médiich byl 4 % u koliformnich (Endo) i
termotolerantnich koliformnich (mFC) bakterii.

Analyza rozptylu (Anova) prokazala, ze vysledky koliformnich bakterii na Endo, resp.
termotolerantnich koliformnich bakterii na mFC jsou shodné (F 0,651479, resp.0,191255 F
kriticka 3,354131).



Inkubace

Vliv inkubacni teploty (resp. vliv kolisani teploty v pfedepsaném rozmezi) na zachyt
koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii byl studovan pomoci paralelni
inkubace naockovanych vzorkl ve dvou termostatech, u kazdého se predpoklada urcité
kolisani teploty podle deklarace vyrobce, nemélo by vSak piesahnout 1 °C.

Nebyly zjistény vyznamné rozdily mezi paralelnimi soubory ze dvou termostatl. Pro
stanoveni koliformnich bakterii je pfedepsana inkubacni teplota 37 °C +/- 1 °C. Variacni
koeficient mezi vysledky ze souboril z dvou termostatt byl pouze 2 %. Shodné vysledky
prokézala i analyza rozptylu (F 0,139064 F kriticka 4,300944).

U stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii byly navic sledovany rozdiln¢ inkubaéni
teploty predepisované riznymi normami (CSN 83 0531 a ISO 9308) 4244 °C. I zde byly
rozdily velmi malé, pii rozdilném nastaveni o 2 °C se jiZ rozdil zvySuje.

Odecitani vysledkii

Vyhodnocovani vykultivovanych kolonii a jejich odecitani (resp. rozhodovani, patiili do
hledané skupiny ¢i nikoliv) je dalSim vyznamnéj$im zdrojem nepiesnosti pii
mikrobiologickém rozboru. To se v podstaté¢ netyka analyzy vod pitnych, kdy kazda
“podezield” kolonie by méla byt dalSimi testy ovétena. U povrchovych vod to neni vzhledem
k jejich poctu mozné. Vyrazného snizeni téchto nepiesnosti vSak 1ze dosdhnout pouzitim
kultivacniho média s lepsi diferenciacni schopnosti. Naptiklad pfi odecitani termotoleratnich
koliformnich bakterii na médiu mFC byl varia¢ni koeficient mezi vysledky odecitanymi
riznymi pracovniky jen 4 %, zatimco na Endo agaru az 12 %.

Vypocty

Volba spravného fedéni a s tim souvisejici vypocet vysledku je jednim z hlavnich problému
mikrobiologického rozboru vody. Tento problém se zasadné netyka mikrobiologického
rozboru pitné vody, kdy je bakterii obecné malo a jsou pfedepsany objemy, ve kterych se ma
jejich pocet stanovit. Pti analyzach vod povrchovych je v§ak nutno odhadnout piesné fedéni,
ve kterém se ma dany ukazatel hodnotit.

Podle platnych CSN, resp. CSN ISO, se ma vyhodnotit takovy stupeti fedéni, kdy je na
plotnéch pii pfimém vysevu hledany mikroorganismus v poctech 30—-300 ktj na misce, u
membranové filtrace je rozmezi 10-100 ktj vzhledem k mensi vyuzité plose. U vzorki
neznamého znecisténi (a to je vzhledem k sezonnim a dal$im vykyvam prakticky vzdy) se
proto musi provadét fedéni nékolik (minimalné dvé, v fadé ptipadi i tfi a vice), coz stanoveni
samoziejme ¢asove a financné zatézuje. Situaci navic komplikuje skutecnost, ze analyza je
neopakovatelnd — vzorek se musi zpracovat a zlikvidovat do 24 h po odbéru.

Nespravné fedéni kromé toho, Ze poskytuje relativné odlisné vysledky, vyznamné zvySuje
jejich neptesnost. Pti stanoveni podilu rozptylu na praméru (vyjadiené variaénim
koeficientem) u paralelnich misek bylo zjisténo, Ze hodnota rozptylu je vyrazné nizsi u
vysledkil vypocitanych ze spravného fedéni.

Stanoveni fekalnich streptokoku — dalSi zdroje nepresnosti



Kvalitativni chyby

Stanoveni fekalnich streptokokit ma dnes dva stupné: kultivaci vzorku na selektivnim médiu s
azidem sodnym a TTC a konfirmaci typickych kment testem na hydrolyzu eskulinu v
prostiedi ZluCovych soli. Konfirmacni testy umoziuji odliSeni tzv. “pravych” fekalnich
streptokokti od dalSich streptokokti, které nepochézeji ze stievniho traktu a diive zptisobovaly
falesn¢ pozitivni vysledky, nebot’ téz rostly na selektivnim médiu s azidem sodnym a TTC.
Konfirmaéni testy je tedy dnes nutno disledné provadéet a odliSovat stanoveni tzv.
“presumptivnich” (¢ili nejpravdépodobnéjsich ¢i predbézné urcenych) a “pravych” fekalnich
streptokokd.

Kvantitativni chyby

Fekalni streptokoky tvoii nej¢astéji diplokoky, mohou se vSak spojovat 1 do fetizk. Je zde
tedy vyrazny rozdil mezi po¢tem bakterialnich bun€k a poctem kolonie tvoficich jednotek.
Zadnou zavislost zde kvantifikovat nelze.

Rust fekalnich streptokokii velmi citlivé reaguje na slozeni peptonu v zivném médiu (nejlépe
vyhovuje trypton). Pfi jejich stanoveni tedy velmi zaleZi na typu pouzitého peptonu v zivné
pudé¢ a i malad odchylka ve slozeni miize snizit rist (a tedy 1 zachyt) fekalnich streptokokd.

Stanoveni mezofilnich a psychrofilnich bakterii — dalSi zdroje nepiesnosti
Kvalitativni chyby

Skupina mezofilnich a psychrofilnich bakterii je velmi nesouroda skupina
chemoheterotrofnich bakterii uzan¢né vazana ke slozeni kultivaéniho média. Jakékoliv jeho
zména zachyti kvalitativné zcela odliSnou skupinu mikroorganismu (a kone¢ny vysledek
muze byt i kvantitativné odlisny).

Kvantitativni chyby

Mezofilni a psychrofilni bakterie se podle platnych CSN stanovuji pfimym vysevem do
kultiva¢niho média a tato metoda poskytuje fadu nepiesnosti pouze omezené ovlivnitelnych:

Teplota roztopené¢ho agarového média pro zalévani naockovanych misek mé mit teplotu
maximalné 45 °C. Vzhledem k tomu, Ze médium musi zlstat sterilni, nelze teplotu pfi
zalévani presné zjistit a kazda desetina stupné€ navic neptiznive plisobi na rist mezofilnich a
zejména psychrofilnich bakterii.

Pokud ma médium naopak teplotu nizsi, stava se visk6znéj$im a nelze zarucit jeho bezvadné
promichani se vzorkem.

Mezi mezofilni bakterie patii i sporulujici bakterie, zejména zastupci rodu Bacillus. Pokud se
ve vzorku vyskytnou, rostou v obfich koloniich, a i jedna kolonie mtize ptertst celou misku.
Mezofilni bakterie potom nejdou bud’ spocitat vitbec, nebo je tfeba volit tak vysoké fedéni,
které je pro spravny vypocet vysledku nevhodné.



Opakovatelnost a reprodukovatelnost vysledki

Pro studium opakovatelnosti a reprodukovatelnosti vysledkl byl proveden experiment analyz
péti bodovych vzorkt, které byly paraleln& rozdéleny pro dva pracovniky z laboratoie VUV
(kazdy pracovnik provedl celé stanoveni od zac¢atku az do konce = opakovatelnost) a pro dalsi
anonymni laboratof (reprodukovatelnost). Kazdy vzorek byl ockovan v péti paralelnich
stanovenich (membranova filtrace, Endo agar). Vysledky ukézaly normalni rozd¢€leni, proto
byly hodnoceny standardn¢ pomoci smérodatnych odchylek a variacnich koeficientt.

Pii porovnavani vysledki dvou pracovnikil z jedné laboratote (VUV) se variaéni koeficienty
u koliformnich bakterii pohybovaly od 3 do 29 %, u termotolerantnich koliformnich bakterii
od 5 do 23 %.

Pii porovnavani vysledki jednoho pracovnika z VUV a pracovnika z jiné laboratofe se
varia¢ni koeficienty u koliformnich bakterii pohybovaly od 0 do 18 %, u termotolerantnich
koliformnich bakterii od 1 do 11 %.

Vzhledem k tomu, Ze vysledky pracovniki ze stejné laboratofe jsou relativné horsi nez
vysledky mezilaboratorni, potvrzuje se, Ze nejvétsi nepiesnosti pii mikrobiologickych
analyzach jsou zpiisobeny osobnimi chybami pracovniki.

V nasledujici ¢asti je demonstrovana korelace vysledkii 12 analyz koliformnich a
termotolerantnich koliformnich bakterii (Endo, pfimy vysev), zpracovanych pracovniky dvou
riznych laboratofi. Vzorky nebyly paralelni, ale jednotlivé odebirané v jednom case nasledné
z jednoho profilu béhem roku. Regresni analyza ukézala vysokou korelaci vysledkli z obou
laboratofi (viz obrazky la a 1b). Korelacni koeficienty se prakticky nesnizily ani po eliminaci
dvou nejvyssich (tj. extrémnich) hodnot.

Obr. 1a. Koliformni bakterie; linearni regrese vysledkl stanovenych odlisnymi laboratofemi
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Obr. 1b. Termotolerantni koliformni bakterie; linearni regrese vysledkl stanovenych
odliSnymi laboratofemi
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Péarovy T-test na stfedni hodnotu prokazal, Ze vysledky obou laboratoti jsou shodné (t-stat.
0,787417 t krit. 2,262159). Varia¢ni koeficienty mezi jednotlivymi parovymi stanovenimi
vSak byly relativné vysoké (0-75 %!),



u koliformnich bakterii primérné 29 %, u termotolerantnich koliformnich bakterii primérné
23 %).



