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ПРОЦЕНА ПРОШИРЕНЕ МЕРНЕ НЕСИГУРНОСТИ 
ПРИ ОДРЕЂИВАЊУ БРОЈА КУЛТУРАБИЛНИХ 

МИКРООРГАНИЗАМА У ВОДИ

Кратак са¤ржа�

Микробиолошка исправност воде §а пиће је велики и§а§ов у постојећем систе-
му §дравствене §аштите и, с´одно томе, микробиолошке методе су саставни део 
мониторинга квалитета воде. 

Стандардна метода SRPS EN ISO 6222:2010 идентична је са ЕN ISO 6222:1999 
и намењена је §а мерење практичне делотворнoсти поступка третирања воде §а 
пиће §а јавну употребу, а такође има општу примену §а све типове воде, укљу-
чујући воде у §атвореним посудама, као и природну минералну воду.

�иљ овог рада је био да се одреди проширена мерна метода SRPS EN ISO 
6222:2010 у оквиру унутарлабораторијске студије. Контаминирани су у§орци сте-
рили§оване воде суспен§ијом бактерије Escherichia coli ATCC 25922 и проведена 
процедура процене репродуцибилности методе. Добијени ре§ултати су коришће-
ни §а прорачун  стандардне девијације репродуцибилности, и и§ ње и§ведене про-
ширене мерне несигурности.  Добијени ре§ултати су пока§али да је граница ре-
продуцибилности §а инкубацију плоча на 22±2оC била 0,429, а проширена мерна 
несигурност 0,306.  Граница репродуцибилности §а инкубацију плоча на 36±2оC 
била је  0,321 cfu log 10, а проширена мерна несигурност 0,229 cfu log 10.

Кtу¶не ре¶и: културабилни микрооргани§ми, вода, проширена мерна неси-
гурност.
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ESTIMATION OF ЕXPANDED MEASUREMENT UNCERTAINTY 
OF CULTURABLE MICROORGANISMS IN WATER

Аbstract 

Microbiological safety of water is great challenge to the existing health protection 
system and accordingly the microbiological methods are consistent part of water 
quality monitoring. 

Standard method SRPS EN ISO 6222:2010 is identical to ЕN ISO 6222:1999 
and is intended to measure the operational effi ciency of the treatment process of 
public drinking water supplies and for general application to all types of water. It is 
particularly applicable to the examination of water intended for human consumption, 
including water in closed containers and to natural mineral waters. 

The aim of this paper was to determine the levels of measurement uncertainiy 
obtained in interlaboratory study of method SRPS EN ISO 6222:2010. Samples of 
sterilized water were spiked with suspension of Escherichia coli ATCC 25922 and 
applied the procedure of estimation of measurement uncertainty. The obtained data 
were analysed are used to determine the  standard deviations of reproducibility and  
reproducibility limit based on log10 colony count values, and thence the relative 
measures of expanded uncertainty.  Obtained results showed reproducibility limit 
0.306  cfu log 10,  and expanded uncertainty  0.22 cfu log 10, based on for incubation 
of plate at 22±2оC, and reproducibility limit  0.321 cfu log 10,  and expanded 
uncertainty  0.229 cfu log 10 for incubation of plate at 36±2оC.

Кеy words:  culturable  microorganisms, water, expanded measurement uncertainty.
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УВОД/ INTRODUCTION

Према ин³ормацијaма Светске 
§дравствене органи§ације (WHO), 
болести које су пове§ане са микро-
биолошки небе§бедном водом, сани-
тацијом и ´игијеном и§а§ову око 1,7 
милиона смртни´ ис´ода на годишњем 
нивоу (Prentice, 2002). Имајући то у 
виду, микробиолошка исправност воде 
§а пиће је велики и§а§ов како §а друш-
твене §аједнице, тако и §а прои§вођа-
че ³лаширане воде, а микробиолошке 
методе су неи§оставан део мониторин-
га квалитета воде. 

Одређивање броја ´етeротро³ни´ 
микроoргани§ама у води  први је ра§-
вио Роберт Ко´ 1881. године, као јед-
ну од први´ те´ника §а анали§у воде 
(Koch, 1893). Oд тада, одређивање ´е-
теротро³а користи се и препоручује 
као метода §а мониторинг микроби-
олошког квалитета воде. � принципу, 
ова метода открива све микрооргани§-
ме који могу да ³ормирају видљиве 
колоније на ´ранљивој подло§и  на од-
ређеним температурама инкубације, 
а интернационална и нацинална регу-
латива је препоручују §а добијање ин-
³ормација o е³ектима третмана воде 
§а пиће (WHO, 2002) и променама 
микробиолошког квалитета воде у го-
товој води §а пиће током њене дистри-
буције и складиштења (Sartory, 2004; 
WHO, 2002).

Стандардна метода SRPS EN ISO 
6222:2010 идентична је са ЕN ISO 
6222:1999 и намењена је §а мерење 
практичне делотворности поступка 
третирања воде §а пиће §а јавну упо-

требу. �акође, има општу примену §а 
све типове воде, укључујући воде у 
§атвореним посудама, као и природ-
ну минералну воду. Овом методом се 
одређује број културабилни´ микроор-
гани§ама у води рачунањем броја ко-
лонија ³ормирани´ на ´ранљивој агар 
подло§и §а култивацију након икуба-
ције на 36±2оC и 22±2оC (Anon., 2010).

Приликом провођења метода до-
бијају се ре§ултати који могу бити по-
следица и ра§личити´ систематски´ 
и случајни´ грешака. �бог тога је по-
¦ељно и§вршити процену мерне неси-
гурности методе. Мерна несигурност 
представља величину која карактери-
ше расипање вредности ре§ултата, као 
последица ра§личити´ и§вора греша-
ка, од који´ је у микробиолошким ис-
питивањима нај§начајнији сам микро-
органи§ам §бог непредвидивости ме-
таболички´ процеса у ра§личитим 
условима средине. Мерна несигурност 
се добија као стандардна девијација 
репродуцибилости. 

Репродуцибилност представља 
блискост слагања и§међу појединач-
ни´ ре§ултата испитивања на идентич-
ном у§орку, користећи исту методу од 
стране ра§личити´ аналитичара у ра§-
личитим лабораторијама користећи 
ра§личиту опрему – међулаборато-
ријска репродуцибилност, или ра§ли-
чити´ аналитичара у истој лаборато-
рији – унутарлабораторијска репроду-
цибилност. 

Према ISO/ТS 19036:2006 (Аnon., 
2006), приоритет се даје стандардној 
девијацији репродуцибилности добије-
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ној на основу ра§ултата унутар лабо-
раторије. Осим ње, мо¦е се одредити 
и стандардна девијација репродуци-
билности и§ведена и§ међулаборато-
ријски´ студија и стандардна девија-
ција репродуцибилности и§ведена и§ 
међулабораторијског тестирања оспо-
собљености  (profi ciency testing).  � овом 
раду, мерна несигурност је и§ведена и§ 
унутарлабораторијски´ експеримена-
та, а тиме и на основу унутарлаборато-
ријске репродуцибилности.

МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ/ 
MATERIAL AND METHODS

�асејавањем у§орака стерилисане 
воде према §а´тевима методе SRPS EN 

ISO 6222 (Anon., 2010) установљено је 

одсуство микрооргани§ама и да се у§о-
рак мо¦е користити у даљој процедури 
процене репродуцибилности методе и 
проширене мерне несигурности пре-
ма ISO 16140 (Anon., 2003) и ISO/TS 
19036 (Anon., 2006). 

�а процену репродуцибилности на-
прављена је суспен§ија Escherichia coli  
ATCC 25922 у ³и§иолошком раствору 
густине 3,9 McFarland скале. Напра-
вљена је серија децимални´ ра§ређења 
до 10-8. И§ ра§ређења  10-5,  10-6 i 10-

7  одређен је број бактерија у ml (по 
две плоче) према SRPS EN ISO 8199 
(Anon., 2011), §асејавањем 1 ml и нали-
вањем ´ранљивог агара, након инкуба-
ције 72 сата na 37oC. Ре§ултати су дати 
у табели 1.

Табела 1. Резултати засејавања разблажења суспензије за контаминацију

 Ра§бла¦ење x
1
 (cfu/ml) x

2
 (cfu/ml)

10-6 220 281
10-7 22 18
10-8 1 1

Пројектовани број  Escherichia coli  ATCC 25922: 2,5 x 108 cfu/ml суспен§ије

�§орак стерилне воде (100 ml) кон-
таминиран је са 0,5 ml и§ ра§бла¦ења 
10-4 припремљене суспен§ије §а кон-
таминацију. Контаминирани у§орак 
је ´омогени§ован и и§ ´омогената је 
одмерено по  1 ml  у два пута по 14 
петри шоља. Петри шоље су наливене 
отопљеним и на од 45oC до 47oC о´-
лађеним Квашчевим екстракт агаром 
§а одређивање укупног броја култура-
билни´ микрооргани§ама у води пре-
ма методи SRPS EN ISO 6222:2010. 
После §авршене инкубације 14 петри 
плоча на 36±2оC у трајању од 44±4h, 

пребројане су колоније, а добијени ре-
§ултати коришћени §а процену крите-
ријума преци§ности. 

Критеријум преци§ности је и§рачу-
нат према ³ормули: 

 

 где је 

n – број анали§ирани´ у§орака, 

R – апсолутна вредност ра§лике ло-
гаритама ре§ултата.

srR α
n
R¦ ǡ�
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R = Ňlog x
1 
i log x

2
Ň 

x
1
 i x

2
 – ре§ултати два те´ничара

Ако је R< Rsr x 3,267, ре§ултат је 
при´ватљив. Ако je R> Rsr x 3,267, ре-
§ултат је непри´ватљив, тј. постоји 
више од 99% вероватноће да је варија-
билност прекомерна. Ако се установи 
непри´ватљив критеријум преци§нос-
ти, потребно је иденти³иковати и ре-
шити аналитички проблем, а ре§ула-
тати добијени §а репродуцибилност не 
могу се користити §а процену мерне 
несигурности. 

Након одређивања критеријума 
преци§ности, контаминирани су у§ор-
ци и урађени по двадесет понављања у 
дупликату, §а сваку од тра¦ени´ тем-
пература инкубације, од стране сваког 
од аналитичара који и§воде испити-
вање, по истој процедури као §а од-
ређивање репродуцибилности. Ре§ул-
тати су пре§ентовани у табелама 4. и 5, 
а на основу њи´ је одређена стандард-
на девијација репродуцибилности, гра-
ница репродуцибилности и проширена 
мерна несигурност. 

Прорачун мерне несигурности је и§-
вршен према ISO 19036 (Аnon., 2006):

где су:

y
ij 

–
  
ре§ултати транс³ормисани у 

логаритме, тј. log
10

 (cfu/g) или log
10

 (cfu/

ml),

i – индекс у§орка, i = 1 до n, при 
чему je n ³ 10,

j – индекс услова репродуцибил-
ности  j = A ili B,

А и В – о§наке §а аналитичаре.

Проширена мерна несигурност се 
добија као вредност стандардне девија-
ције репродуцибилности помно¦ена 
корекционим ³актором 2, §а ниво по-
верења од 95%.

РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА/ 
RESULTS AND DISCUSSION

Приликом осмишљавања експе-
римента коришћена је стерилиса-
на вода, да би се и§бегао по§адински 
раст, §а контаминацију суспен§ија 
комерцијалне културе Еscherichia coli 

ATCC 25922. Иако је препорука ISO/TS 
19036 (Аnon., 2006)  да се приликом 
ди§ајна експеримената користе при-
родно контаминирани у§орци, будући 
да се на такав начин добија реалистич-
нија вредност мерне несигурности, на 
овакав начин је и§бегнута варијација у 
броју и врсти микророгани§ама.

Након експерименталне процедуре 
наведене у методама рада, пребројане 
су колоније са инкубирани´ петри пло-
ча и подаци су пре§ентовани у табела-
ма 2. и 3, а на основу њи´ је одређен 
критеријум преци§ности §а репроду-
цибилност на 22±2 оC и 36±2oC.

ܵோ �ൌ �ඩͳ݊෍ሺݕ௜஺Ȃݕ௜஻ሻଶʹ௡
௜ିଵ  
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Табела 2. Резултати процене критеријума прецизности за репродуцибилност на 22±2 оC

Број 
мерења

Ре§ултати мерења
log X

1
log X

2
ŇlogX

1
-logX

2
Ň При´ватљивост

X
1
 (cfu) X

2
 (cfu)

1. 166 90 2,220 1,954 0,266 П
2. 195 101 2,290 2,004 0,286 П
3. 172 100 2,236 2,000 0,236 П
4. 113 134 2,053 2,127 0,074 П
5. 165 149 2,217 2,173 0,044 П
6. 111 110 2,045 2,041 0,004 П
7. 105 171 2,021 2,233 0,212 П
П – при´ватљиво     Н – непри´ватљиво

Табела 3. Резултати процене критеријума прецизности за репродуцибилност на 36±2oC

Број 
мерења

Ре§ултати мерења
log X

1
log X

2
ŇlogX

1
-logX

2
Ň При´ватљивост

X
1
 (cfu) X

2
 (cfu)

1. 123 152 2,090 2,182 0,092 П
2. 194 134 2,288 2,127 0,161 П
3. 151 146 2,179 2,164 0,015 П
4. 145 141 2,161 2,149 0,012 П
5. 152 120 2,182 2,079 0,103 П
6. 212 166 2,326 2,220 0,106 П
7. 251 167 2,400 2,223 0,177 П
П – при´ватљиво     Н – непри´ватљиво

Табела 4.  Резултати за репродуцибилност на 22±2оC

Број 
мерења

Ре§ултати мерења
log X

1
log X

2
ŇlogX

1
-logX

2
Ň

X
1
 (cfu) X

2
 (cfu)

1. 124 185 2,093 2,267 0,174
2. 204 167 2,310 2,223 0,087
3. 222 77 2,346 1,886 0,460

Према прорачуну и§ поглавља Ма-
теријал и методе, средња вредност ап-
солутни´ ра§лика је 0,160, а 3,267R

S 
 

је 0,523, па се ре§ултати §а репроду-
цибилност могу користити §а процену 
проширне мерне несигурности. 

Према прорачуну и§ поглавља Ма-
теријал и методе, средња вредност ап-
солутни´ ра§лика је 0,118, а 3,267R

S 
 

је 0,387, па се ре§ултати §а репроду-
цибилност могу користити §а проце-

ну проширене мерне несигурности. 
� табелама 3. и 4. су пре§ентовани 
ре§ултати §а процену репродуцибил-
ности два аналитичара унутар лабо-
раторије. 
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Табела 5. Резултати за репродуцибилност на 36±2oC

Број мерења
Резултати мерења

log X1 log X2 ŇlogX
1
-logX

2
Ň

X1 (cfu) X2 (cfu)
1. 93 183 1,968 2,262 0,294
2. 165 90 2,217 1,954 0,263
3. 144 70 2,158 1,845 0,313
4. 123 67 2,090 1,826 0,264
5. 168 91 2,225 1,959 0,266
6. 117 112 2,068 2,049 0,019

4. 194 100 2,288 2,000 0,288
5. 170 83 2,230 1,919 0,311
6. 196 112 2,292 2,049 0,243
7. 190 127 2,279 2,104 0,175
8. 205 205 2,312 2,312 0,000
9. 84 215 1,924 2,332 0,408

10. 162 169 2,210 2,228 0,018
11. 190 212 2,279 2,326 0,048
12. 106 195 2,025 2,290 0,265
13. 184 193 2,265 2,286 0,021
14. 109 83 2,037 1,919 0,118
15. 129 72 2,111 1,857 0,253
16. 139 173 2,143 2,238 0,095
17. 138 206 2,140 2,314 0,174
18. 164 214 2,215 2,330 0,116
19. 132 180 2,121 2,255 0,135
20. 174 116 2,241 2,064 0,176

X
1
 – број колонија, аналитичар А   X

2
 – број колонија, аналитичар В   

На основу прорачуна пре§ентова-
ног у поглављу Материјали и методе 
добијено је да је на температури инку-
бације 22±2оC:

 – стандардна девијација репродуци-
билности 0,153 cfu log 10,

 – граница репродуцибилности 0,429  
cfu log 10, а 

 – проширена мерна несигурност 0,306 
cfu log 10,

док је §а температуру инкубације 
36±2oC:

 – стандардна девијација репродуци-
билности 0,115 cfu log 10,

 – граница репродуцибилности 0,321  
cfu log 10, а 

 – проширена мерна несигурност 0,229 
cfu log 10.
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7. 156 106 2,193 2,025 0,168
8. 104 91 2,017 1,959 0,058
9. 99 107 1,996 2,029 0,034

10. 161 156 2,207 2,193 0,014
11. 198 216 2,297 2,334 0,038
12. 128 117 2,107 2,068 0,039
13. 134 146 2,127 2,164 0,037
14. 122 133 2,086 2,124 0,037
15. 198 161 2,297 2,207 0,090
16. 73 105 1,863 2,021 0,158
17. 111 73 2,045 1,863 0,182
18. 96 91 1,982 1,959 0,023
19. 78 86 1,892 1,934 0,042
20. 89 128 1,949 2,107 0,158

X
1
 – број колонија, аналитичар А   X

2
 – број колонија, аналитичар В   

И§рачуната мерна несигурност екс-
периментално добијени´ унутарла-
бораторијски´ ре§ултата испитивања 
културабилни´ микрооргани§ама у 
води је карактеристика која се мо¦е 
придру¦ити ре§ултатима при и§вешта-
вању проведени´ анали§а. Међутим, 
мора се водити рачуна, с об§иром на 
целокупан мониторинг квалитета воде, 
да је метода SRPS EN ISO 6222:2010 
ограничена на културабилне микро-
органи§ме, тј. на оне микрооргани§ме 
који могу да ³ормирају колоније на 
специ³ичном ´ранљивом агару. Осим 
њи´, постоје и микрооргании§ми чије 
ћелије  су способне да пре¦иве, мета-
болички су активне, али не ³ормирају 
колоније на подло§и. Сматра се да у 
води и§ ¦ивотне средине и §емљишта 
има око 1% овакви´ микрооргани§ама  
(Bracina and Arana, 2009) и да су неки 
од њи´ природни ре§ервоар патоге-
на §а људе (del Mar Lleo и сар., 2007). 
Неке од патогени´ бактерија које могу 

постићи метаболички активно стање, 
а да се не могу култивисати су (Oliver, 
2010):

Aeromonas hydrophila, Agrobacteri-

um tumefaciens, Burkholderia cepacia, 
Campylobacter jejuni, Enterobacter aero-

genes, Enterobacter cloacae, Enterococcus 

faecalis, Escherichia coli (укључујући 
EHEC), Helicobacter pylori, Klebsiella pne-

umoniae, Legionella pneumophila, Listeria 

monocytogenes, Mycobacterium tuberculo-

sis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

typhi, Salmonella typhimurium, Shige-

lla dysenteriae, Shigella fl exneri, Shigella 

sonnei, Streptococcus faecalis, Vibrio algi-

nolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio harveyi, 
Vibrio parahaemolyticus, и Vibrio vulnifi -
cus (тип 1 и тип 2). Додатни проблем 
преставља то што поједини патогени у 
већ третираној води могу да пре¦иве 
као био³илм на славинама §а воду, где 
и´ §аштитни слој полиса´арида одр-
¦ава у метаболички активном стању 
(Keevil, 2002). Oко 95% микробни´ ће-
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лија присутни´ у дистрибутивном сис-
тему воде §а пиће ег§истира као био-
³илм на површини славина, а само 5% 
се појављује у воденој ³а§и (Flemming, 
2002).

� сваком случају, предуслов ра§воја 
добре аналитике у лабораторијама је 
да су ре§ултати испитивања проведени 
у ра§личитим лабораторијама уједна-
чени, а тиме процена проширне мерне 
несигурности унутарлабораторијски´ 
испитивања представља не§аобила§ан 
параметар успешно уведене методе. 

ЗАКfУЧЦИ/ CONCLUSIONS 
Мониторинг квалитета воде претпо-

ставља и коришћење микробиолошки´ 
метода, од који´ се метода SRPS EN 

ISO 6222:2010 користи §а одређивање 
броја културабилни´ микрооргани§ма 
у води и није применљива на микроор-
гани§ме који су метаболички активни, 
али немају способност ³ормирања ко-
лонија на подлогама. 

Предуслов §а увођење методе у ла-
бораторију јесте одређивање унутар-
лабораторијске репродуцибилности, а 
самим тим и проширене мерне неси-
гурности методе. 

Наши експериментални ре§улта-
ти §а репродуцибилност и проширену 
мерну несигурност методе SRPS EN 

ISO 6222:2010 пока§али су при´ватљи-
вост и уједначност ре§ултата бе§ об§и-
ра на температуру инкубације §асеја-
ни´ плоча. 
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