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Souhrn

Data ze Ctyf rocnikii mezilaboratornich porovnavacich zkousek (MPZ) potfaddanych Statnim zdravotnim tistavem
ukazuji, Zze vysledky mikroskopického stanoveni vzorki (podle CSN 75 7712), které obsahuji heterotrofni
organismy (pfedev§im bezbarvé bicikovce a améby), je mnohem hiife reprodukovatelné nez stanoveni vzorkd,
které se standardn¢ vydavaji ucastnikiim v ramci MPZ, v nichz dominuji fasy (pfedevsim rozsivky).
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Summary

The data from four rounds of proficiency tests (PT) organized by the National Institute of Public Health shows
that the results of microscopic analysis (Czech national standard CSN 75 7712) of samples containing
heterotrophic organisms (mainly colourless flagellates and amoebas), are much less reproducible than analysis of
samples with algae (mainly diatoms), which are usually used for PTs.
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Uvod

Podivame-li se na vysledky stanoveni biosestonu v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach
(MPZ) v oblasti mikroskopického rozboru vody, obvykle zjistime, Ze ¢ast laboratoii poskytla pomérné
odlehlé hodnoty. Castgji se jedna o hodnoty vyrazné niZ§i nez u vétsiny laboratoii (ob&as i nulové),
v mens§im poctu pripadil se naopak jedna o nalezy vyznamné vyssi. Lze se domnivat, Ze za vétSinou
takto odlehlych vysledkli je malad zkuSenost pracovnikll provadéjicich rozbor, kteti cast organismil
prehlédnou nebo pocitaji néco, co organismem neni. Data vétsi ¢asti laboratofi se vSak vzajemné piilis
nelisi. Pro organizatora MPZ pak neni pfili§ slozité stanovit rozumné Siroky interval vztaznych
hodnot. Jak jsme vSak jiz popsali v jednom naSem star§im ptispévku z této konference [4], maji vzorky
vydavané v ramci MPZ jeden nedostatek. Jsou totiz vybirany organizatory obvykle tak, aby pfi jejich
zpracovani vétSina laboratofi neméla vazné metodické problémy. Proto u vzorkid pitnych vod jsou
obvykle vydavany vzorky obsahujici planktonni rozsivky, které jsou pro zkuSeného pracovnika témér
nepiehlédnutelné diky tomu, Ze maji kfemicitou frustulu, takze i v nepfiznivych podminkach je
zachovam typicky tvar, nejsou pohyblivé (nebo jen omezen¢) a béhem jednoho az dvou dnt, ve
kterych ptiprava a zpracovani vzorkd vramci MPZ probiha, se ani nenamnozi, ani nelyzuji.
V realnych vzorcich pitné vody vsSak rozsivky (ani dal$i skupiny fas) obvykle nepfedstavuji
dominantni skupinu. Kolaf [2] uvadi, ze ve vzorcich z prazské vodovodni sit¢ predstavovali autotrofni
organismy pouze necelych 5% vyskytujicich se zivych organismi. Zbytek tvofili heterotrofni
organismy (bezbarvi bi¢ikovci, nalevnici, améby, micromycety, ptipadné bakterie nebo mnohobunécni
zivogichové). Zadny v CR pusobicich organizatori MPZ, pokud vime, nevydal vzorek pro
kvantifikaci mikroskopickych organismi v pitné vodé, ve kterém by dominovaly heterotrofni
organismy. V naSem ptipad¢ (ale pfedpokladame, ze stejné smysli i kolegové pripravujici vzorky pro
Aslab a CSlab) to nedélame castecné z obavy, ze vzorky nebudou dostatecn€ stabilni, ale pfedevsim
proto, Ze se tyto organismy pocitaji mnohem hiife neZ rozsivky, takze se da pfedpokladat, ze vysledky
i zkusenych laboratofi budou mit mnohem vétsi rozptyl a nepijde je pak rozumné vyhodnotit.

S touto odtrzenosti MPZ od reality jsme se nechtéli Gplné smifit a v roce 2009 jsme poprvé do naSeho
programu zatadili vzorek s dominanci heterotrofnich organismil. Nebylo to vSak misto standardniho
vzorku s dominanci rozsivek. Tak odvazni (nebo lehkovéazni) jsme nebyli. Jednalo se o nepovinny
vzorek, jehoz hodnoceni nebylo soucasti certifikatu. To mélo za nasledek, ze vysledky dodala jen c¢ast
ucastnikti. Od té doby zafazujeme tento nepovinny vzorek kazdym rokem (tedy jiz celkem 4x).
V tomto prispévku shrneme nasi dosavadni zkuSenost z téchto programti a pokusime se také poukazat
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na to, co ztéchto vysledkti vyplyva pro interpretaci béznych vzorkl pitné vody s vyskytem
heterotrofnich mikroskopickych organismt.

Metody

Nase MPZ pro stanoveni mikroskopického obrazu v pitné vodé poifaddme kazdoroné na jafe.
Informace o tomto programu (zpravy, obrazova dokumentace) je mozné najit na internetové adrese
http://www.szu.cz/stanoveni-mikroskopickeho-obrazu-v-pitne-a-surove-vode.

Vzorky jsme pfipravovali v laboratofi Statniho zdravotniho ustavu (SZU). Jednalo se vzdy o
samovolné vyvinuta spolecenstva, ktera byla v n¢kterych ptipadech (2011 a 2012) cilen¢ inokulovana
vhodnym pfirodnim vzorkem (vodou ze studny, ve které byli pfed tim nalezeni bezbarvi bi¢ikovci).
Pted piipravou vzorkil pro tc€astniky byly v nékterych letech ,kultury* mikroskopickych organismt
fedény odstatou vodovodni vodou (tab. 1). Dominovali v nich obvykle bezbarvi bicikovci nebo améby
(tab. 1), jejichz kvantita se pohybovala v fadu stovek nebo tisicti jedinci/ml (tab. 1). Vzorky pro
ucastniky byly pfipraveny vzdy rdno v den vydavani ucastnikim. Zpracovany mély byt druhy den
standardnim postupem pro stanoveni biosestonu podle CSN 75 7712 [1]. Stejnym zptisobem byl
zpracovavan i standardni vzorek s dominanci rozsivek.

Tabulka 1. Piiprava a slozeni vzorkii s dominanci heterotrofnich organismt pro MPZ z let 2009 — 2012; udaj
o kvantit€ je vysledek laboratofe Statniho zdravotniho ustavu (primér ze tii vzorki).

rok zpusob piipravy sloZeni jedinci/ml
2009 | Vzorek ze sklenéného akvaria plnéného vodovodni | Dominovaly drobné améby, v 125
vodou (pozistatek po jednom skon¢eném testu). mensi mife bezbarvi bi¢ikovci,
Biocénobza se v akvariu vyvinula samovolné po cysty (zfejme améb) a spory
cca 4 mésicich stani v laboratorn/ teploté na svétle. | mikromycet.
Pred vydanim vzorki ucastnikiim doslo jeste
k nafedéni dechlorovanou vodovodni vodou.
2010 | Samovolné vyvinuté spolecenstvo (smés Dominovali velmi drobni 190
vodovodni vody, suchych list, prachu a vyluhu bezbarvi bi¢ikovci (mozna
z pudy), které bylo v laboratorni teploté udrzovano | zoospory micromycet?); dale
po dobu cca tfi tydnil. pritomny améby, spory
2011 | Samovolné vyvinuté spolecenstvo (smés Dominovali bezbarvi bi¢ikovcei 5969
vodovodni vody, vody ze studny s bezbarvymi (pfinejmensim 3 rizné taxony).
bicikovci a filtrovaného ptidniho vyluhu), které
bylo v laboratorni teploté¢ udrzovano po dobu cca
10 dni a pfed vydanim jesté nafedéno
dechlorovanou vodovodni vodou.
2012 | Samovolné vyvinuta spolecenstva (smés vodovodni | Piedevsim bezbarvi bi¢ikovci, 866
vody, vody ze studny s bezbarvymi bi¢ikovci mén¢ améby, shluky bakterii.
a filtrovaného ptdniho vyluhu). Prvni spolecenstvo
bylo udrzovéano v lednici, druhé pfi laboratorni
teploté. Pred vydanim byl smichéan vzorek ze
spolecenstva lednice (1 litr) a vzorek udrzovany pfi
laboratorni teploté (15 ml) s litrem dechlorované
vodovodni vody.
Vysledky a diskuze

VétSina laboratofi, ktera se ucastnila nasSich MPZ, nepovinné vzorky pro stanoveni heterotrofnich
organismu zpracovala. V jednotlivych letech se jednalo o 35 (2009), 23 (2010), 15 (2011) a 15 (2012)
laboratofi. Vysledky z let 2009 — 2012 jsou patrné z obr. 1. Na stejném obrazku jsou pro srovnani
vysledky ze standardniho vzorku s dominanci rozsivek (do grafi byly vybrany jen vysledky téch
laboratofi, které provedly rozbory obou vzorki).

AniZ by bylo nutné pouzivat n¢jakou popisnou statistiku, je z grafii na obrazku 1 naprosto evidentni,
ze variabilita vysledktl u vzorkd s heterotrofnimi organismy je mnohem vét§i nez u standardnich
vzorkll s rozsivkami. Na jedné stran¢ se vyskytuje velké mnozstvi nulovych vysledki nebo velmi
nizkych vysledkl (pfedevsim v roce 2009), na druh¢ strané se objevuji vysledky vyssi. Téch je vsak
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méné nez nizkych a navic pfinejmensim v nékterych letech jsou mnohem blize skutecnosti nez
vysledky ,,pramérné®, i kdyz pochopitelné nevime, jaké pocty organismil ve skutecnosti ve vzorcich
byly.
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Obr. 1. Vysledky MPZ potradanych Statnim zdravotnim ustavem v letech 2009 az 2012. V levém sloupci jsou
vysledky nepovinného vzorku, ktery obsahoval pfedev§im heterotrofni organismy, v pravém pak vysledky

standardniho vzorku s dominanci autotrofti (pfedevSim planktonnich rozsivek) od stejnych laboratofi jako
v levém sloupci.
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V roce 2009 ve vzorku dominovaly drobné améby, které bylo pomérné snadné ptehlédnout. Pouze 12
ucastnikli z 35 je pfi zpracovani vzorku zaznamenalo. Nekteti ucastnici nepozorovali ani pfitomné
bezbarvé bicikovce. Vysledky byly tak tristni, Zze jsme se rozhodli zafazovat typové podobné vzorky
do MPZ pravidelng¢.

V dalsich letech sice ubylo nulovych nalezl, coz mize byt zptisobeno tim, ze laboratoie jiz o¢ekavaji,
ze ve vzorku néjaké organismy budou, zatimco v prvnim roce se mohly snaze domnivat, Ze se jedna
znasi strany o chytak a ze jsme zamérné vydali vzorek bez organismli. Navic v dalSich letech jiz
dominovali bezbarvi bi¢ikovci, ktefi jsou diky rychlejsimu pohybu (ve srovnani s amébami) 1épe
zpozorovatelni.

Nutno vSak dodat, Ze jsme tento nedobry stav vcelku ocekavali. Pocitani bezbarvych bicikovci,
nalevnikli a améb je totiz pomérné problematické. Jedna se o objekty pohyblivé, takze ani bezbarvi
bi¢ikovci, ani nalevnici obvykle necekaji spofddané na dn€ pocitaci komurky, ale plavou (rizné
rychle) po celém objemu komirky, takze je nutno stile zaostfovat. Navic se situace v komiirce po
naplnéni mize rychle meénit (a bezbarvi bicikovci mohou rychle mizet nebo se premistovat). Proto je
vhodné pii vyskytu hbité se pohybujicich citlivych organismii pracovat rychle. A pokud b&éhem
pocitani zaCnou organismy zjevné ubyvat, zalozit vysledek radé€ji jen na poctech z né€kolika nejdiive
propocitanych past. Vétsina bezbarvych bic¢ikovell a améb je v mikroskopu také mnohem hai vidét
napf. ve srovnani s fasami nebo sinicemi. Jednak se vétSinou jednd o pomérné malé organismy, ale
hlavné (jak nazev napovidd) jsou bezbarvi. Je tedy nutno v takovych pfipadech pracovat velmi
pozorng, aby nedoslo k jejich prehlédnuti.

Pti rozboru pficin nedobrych vysledkti MPZ u vzorkl s dominanci heterotrofnich organismil je nutno
uvazovat také to, ze vzorky jsou pravdépodobné mnohem méné stabilni. Vzhledem k tomu, ze pfi
MPZ se vzorky zpracovavaji po vice nez 24 hodinach od ptipravy, je mozné, ze v nich dochazi jiz
k pted zpracovanim k zdsadnim zménam. Doposud jsme stabilitu u t€chto nepovinnych vzorkl pftilis
neovétovali.

Caste¢nd miize mit vliv na vét§i variabilitu vysledkd také mensi vyznam téchto vzorki pro laboratore.
Alesporni ¢ast ucastnikli své vysledky MPZ jeste pred odeslanim konzultuje s jinymi laboratofemi a na
zaklad¢ téchto konzultaci mlze vysledky upravit, prepocitat vzorky atp. [3] Predpokladame, Ze u
nepovinnych vzorkd je motivace si vzajemné vysledky pfedem sdélovat, ptipadné je upravovat,
mnohem mensi nez u standardnich vzorkd pro MPZ.

Samoziejmé se nad témito daty nabizi otazky, jak (ne)pfesné budou vysledky realnych vzorkt pitné
vody obsahujici heterotrofni mikroskopické organismy, a zda ma vibec smysl takova stanoveni
provadét. Domnivame se, Ze v realnych vzorcich to bude podobné jako ve vzorcich v ramci MPZ a
vtadé pripadi budou vysledky vzorkid s heterotrofnimi organismy zatizeny znac¢nou chybou a
v nékterych piipadech budou organismy pichlizeny zcela. V ptipadech, kdy si pracovnik provadéjici
mikroskopicky rozbor nevSimne, Ze jsou ve vzorku pfitomny stovky améb nebo bi¢ikovci, opravdu
mikroskopicky rozbor ztraci smysl. Pokud jsou vsak alesponi n€jaké organismy detekovany, je
konéana né&jaka napravnd opatieni. A k témto ucelim by mélo stacit, aby kvantitativni nalez mohl byt
ptifazen do jedné ze tfech urovni 1) nulovy nélez, 2) mirny nélez, 3) vyznamny nalez. Lze namitnou,
ze v pripadé laboratofi, které dodavaji vyrazné niz§i vysledky, bude dochazet s niz§i Cetnosti
k ptekracovani hygienickych limitd. To je nepochybné pravda. Jenze, vodarenska spole¢nost by
opatfeni nemé¢la spoustét az po piekroceni limitu, ale jiz pfi zméné oproti béznému stavu. Ostatné
hygienické limity u mikroskopickych ukazatelli nebyly stanoveny na zakladé moznych zdravotnich
nasledkt, ale pouze dohodou experti na zakladé dlouhodobé zkuSenosti, proto by se nemély
povazovat jako univerzalni, ale bylo by vhodné si je upravovat (snizovat) podle mistnich podminek.

Také se domnivame, ze praci laboratofi 1ze 1 v tomto sméru systematicky zlepSovat. V ramci rtiznych
determinacnich seminafd a kurzi pro pracovniky vodarenskych, hygienickych a vodohospodaiskych
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laboratofi neni problematika ur¢ovani a pocitani heterotrofnich organismti probirana prakticky viibec,
coz je jist¢ vyzva do budoucna pro nés jako organizatory podobnych akci. Zajem ze strany laboratofi
by o podobné tematické prednasky jiste byl.

Podékovani: Dékujeme vSem laboratorim, které zpracovaly v ramci MPZ i nase nepovinné vzorky a
poskytly nam tak material pro tento clanek.
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