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Hodnoceni rozborti vody
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CSN P ENV ISO 13843: 2002

Jakost vod - Pokyny pro validaci
mikrobiologickych metod

 Mez detekce / mez stanovitelnosti

* Opakovatelnost / reprodukovatelnost

* Nejistoty / konfidencni interval (CI 95%)
e Shodnost/ presnost/ robustnost

» Cithivost / specifiCnost / proporcionalita
(linearita)

e VariaCni koeficient (CV)



Vysledek vySetreni
ovlivnuji

nasledujici  skuteCnosti



Vv vzorkovani

* vyhlasky odkazuji na
normalizovan¢ postupy

(odbéry vzorku, metody vySetieni)

- vyjimecne specifikuji postup
odbéru (odbéry z bazénu, legionel)
» jak a kde odebrat vzorek




Normalizovane postupy

e CSN EN ISO 19458 : 2007

Jakost vod — Odbér vzorku pro
mikrobiologickou analyzu

» Jakost vod — Odbéry vzorku
CSN EN 25667 - 1-2
CSN EN ISO 5667- 3
CSN EN ISO 5667 — 4-14




Vliv metody stanoveni

* kultivaCni metody
* metody pfimych poctu
* geneticke metody

Absolutni pocet mikrobu - stanovi pfimé pocty

kultivaCni - zlomek primych poctu




Kultivovatelnost v % z celkového poctu pritomnych
bakterii
[Aman, R.I. et al.; 1995]

lokalita: % Kkultivovatelnosti
morska voda 0,001 - 0,1
sladka voda 0,25
mesotrofni jezera 0,01 -1,0
neznecisténa voda v usti rek 0,1-3
aktivovany kal 1-15
sedimenty 0,25

puda 0,3




Mikrobiologicke vySetfovaci
metody (kultivace)

UZANCNI

- definovan cilovy mikroorganismus

— stanoven postup vysetfeni

Nejednd se o stanoveni absolutniho poc¢tu mikrobl ¢1 cilovych
skupin, druhtt (stanovi se okruh, dany specifikaci postupu)




Vysledek stanoveni ovlivni

Volba: - kultivacniho média
- zpusob ockovani (MF, SP, PP)
- 1nkubacni teplota

- mnkubacéni doba

teplotni Sok, aerobni Sok (potlaCeni striktné
acrobnich pri PP), anaeroby ¢1 mikroaerofily
pi1 aerobni kultivaci, nutricni Sok




Stanoveni organotrofnich mikrobu

max. pocty : dosazeny po 12 -14 dnech
dosazeni_50% max. poctu : 20 °C =8 dni
28 °C =6 dni
35°C =4 dny

Pro praxi je vhodny kompromis: 5-7 dni
normalizované metody: 2 -3 dny




Odecitani KTJ na plotnach

pro kalkulaci vysledku nutno
pouzit jen urCity pocet kolonii na
plotnach



CSN ISO 8199:1994

uvadi pro metodu oCkovani na povrch média (SP -
spread)
& metoda zalévani do média (PP- pour plate technique)

= oCkovat tak, aby bylo dosazeno poctu 25 -300
na plotné¢ o ¢ 90/100 mm

pro MF — membranova filtrace:
do 100 kolonii na MF ¢ 47 — 50 mm




Limit 500 KTJ /ml

Vyhl ¢.252/2004 Sb. — pro NZ, DP, zdroje < 5 m>/den

Ockovani 1 ml metodou zalévani do média= 300 KTJ

vySetfit: 2x 0,5 ml nebo fedéni 1:10




PoCet partikuli (¢) &

relativni shodnost

(CV- variaCni koeficient = 100 RSD)

e Graf ukazuje, pro¢ 20—30 KTJ je tradicn€é povazovano za
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PocCet partikuli (¢) & relativni shodnost
(CV- variaCni koeficient = 100 RSD)
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Vyjadiovani vysledku
KTJ / objem (ISO/DIS 8199)

rozpeti optimalni presnosti = 10 KTJ — horni limat
presnost rychle klesa pif1 <10 KTJ

mez stanovitelnosti
(prredpoklad prijatelné RSD = 50%)
3—1 KTJ = prukaz / objemu
(piesnost vysledku je velice nizkd)
0 KTJ — < 1 KTJ/ objem

4 KTJ




NULA 0 KTJ/ objem

odeCet O/ml = se vyjadii <1/ ml
dle ISO /DIS 8199

Konfiden¢ni meze (CI95%) = 0-5




Paralelni vysSetieni & shodnost

e Shodnost = se vyjadiuje jako smérodatna odchylka

(je nepfimo umeérna celkovému poCtu mikrobu)
RSD= v 1/¢c

priklad:
48 KTJ / 1 plotn¢ C—)  RSD=+0,14 (VC = 14%)
12+16+20 = 48/3 plotny =16 RSD=10,16 (VC = 16%)




Nahodna (Poissonova) & nadmérna disperze

Pocet KTJ potiebny k dosazeni dané rel. shodnosti je v
podminkach nadmérné disperze je vysSi nez pifi nahodné !!

C=1/RSD? —y?
Priklad: téze shodnosti se dosahne

u=0,15 . RSD=0,2 (20%) c= 57 ( ¢ =pocet
odectenych KTJ )

u=20 RSD =0,2 c= 25

lepSi shodnost = opakovani postupu




Konfidenni meze
(interval spolehlivosti)

Z - pocCet kolonii na plotné / MF:

7> 20 C+95%Cl= Z+2NZ /A .V
/CSN ISO 8199/
(100 KTJ/plotnée = 82— 122)

e 7Z.< 20 zvySena asymetrie Poissonovy
distribuce na CI 95% zohledni korekci

C £95% Cl = (Z +2 £ 2VZ+1) . V/A
Poissonovy tabulky




Konfidencni meze
(Poissonova distribuce)

1 KTJ/objem = 0,0253 - 5,57

0 KTJ/objem = 0-35
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Priloba A [normativn(}

Konfidoenéni meze pro odhad poctu

Hodnoty ueedend « tabulkacn 4.7 3 A2 jzou zalofeny na erdmin prarana [10].
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KonfidenCni meze
pro ruzne¢ pocCty mikroorganismu

Grafy ukazuji, jakou maji pravdépodobnost

jednotlive pocCty KTJ

v daném intervalu spolehlivosti

1 KTJ/objem = 0-6



Interpretace nulového nalezu
v mikrobiologn a prfi mikroskopickych
rozborech



Stredni hodnota - 10 KTJ/100 mi
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Stredni hodnota - 9 KTJ/100 ml
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Stredni hodnota - 8 KTJ/100 ml
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Stredni hodnota - 7 KTJ/100 ml
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Stredni hodnota - 6 KTJ/100 ml
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4 Vé

pravdépodobnost skutcného nalezu

Stredni hodnota - 5 KTJ/100 ml
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4 Vé

pravdépodobnost skutcného nalezu
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Stredni hodnota - 3 KTJ/100 ml
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4 Vé

pravdépodobnost skutcného nalezu
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Stredni hodnota - 1 KTJ/100 ml
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4 Vé

pravdépodobnost skutcného nalezu
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Stredni hodnota - 0,1 KTJ/100 ml
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v V4

pravdépodobnost skutcného nalezu
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Nahodna distribuce (Poissonova)
0—-7 KTJ (vpraxi je vét§$i nez nahodna)
Tillet, Lightfoot, 1995
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Figure 1. Random _distribution. of 30 organisms in 10 subsamples of water



fenomén CLUSTERING

tvorba shluku, chomacu atd.

Gale, 1996,UK
celkove pocty koliformi, vodarny UK, 1991

% vzorku: denzita:
80,1 0/100 ml
3.8 1/ 100 ml
7,4 > 10/ 100 ml
2,1 > 100/ 100 ml

log - normalni rozdéleni hodnot

podobné uvadi:  Christian, Pipes, USA, (1983) pro CPM a koliformy,
Maul et al., Metz, Francie, (1985) pro CPM




Jaky objem vzorku vysSetrit 777

Vyhlasky MZ CR:

— stanovi limity [KTJ/ objem]

— stanovi metody pro odbér a vysSetfeni
- specifické podminky primo ve vyhlasce
- odkaz na normalizované postupy

Vyslovné neuvadi, jaky objem se ma vySetrit!!




Vyjadrovani vysledku rozboru

PrepoCty z ruznych objemu

(sledovat jednotlivé normy)



Prepocty vysledkii z ruznych objemu

Nenulové pocty:

matematicky -
4 ml = 400/ 100 ml = 4000 /1
Lepe:

dodrzet CSN ISO 8199, (8.4.) (ptedpoklad - pro fedéni i
MF jsou dvé vhodna fedéni €1 objemy k dispozici)

Nulové pocty:
0/ml = <100/ 100 ml
[0/ml= <1/ml] dle ISO /DIS 8199




PrepocCty vysledku z ruznych objemu

KVP — povrchove vody :

pozadavek limitu = na 100 ml

technicky nerealné vySetrit cely objem !!!
Reseni: - dodrzet CSN ISO 8199, (8.4.)

- metody koncipovane na principu MPN

(Colilert, Enterolert, Micrgplate E. col1,
Microplate Enterococcus — CSN EN ISO 9308-3
a CSN EN ISO 7899-1)

umozni vysetiit Siroké rozpé€ti objemu vody




prepoCty vysledku z ruznych objemu

Vliiv_na koneCny vysledek:
MF - 100 ml = 50 KTJ

- 10 ml = 5 KTJ
1 KTJ

20 KTJ (cluster — shluk)

Dodrzet zasady oc¢kovani dle CSN ISO 8199, bod 8.2.3.
a 8.2.5.; provedeni vypoctu dle 8.4.
+ normy pro jednotliva stanoveni ukazatelu

= dosahnout statisticky spolehlivé pocty






