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Souhrn

Mnozstvi abiosestonu ve vodé se vyjadiuje podle CSN 75 7713 jako pokryvnost zorného pole ve svételném
mikroskopu. Reprodukovatelnost vysledka ziskanych touto metodou je vSak nizka. Na dvou testech s pracovniky
laboratofi, kterym byla promitdna modelova zorna pole s rizné velkymi ¢asticemi, bylo ukazéano, ze to mtze byt
Castecné vinnou nevhodné zvolené odhadni stupnice.
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Summary

Abiosestone amount in water is expressed according to the Czech national standard CSN 75 7713 as a
percentage of field of view covered by abiosestone in a light microscope. The reproducibility of the results
obtained by this method is poor. Two trials with analysts from various labs were organized. These trials were
based on the projection of mode fields of view with particles of different size to the participants. The results
revealed, that the problem of the poor reproducibility could be caused partially by inappropriate pictures with
scale included in the standard.
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Uvod

Abioseston se obvykle kvantitativné nevyjadifuje v poétu ¢astic v uréitém objemu vody jako je tomu u
biosestonu, ale jako procento pokryvnosti zorného pole mikroskopu. Stanoveni probiha Vv pocitaci
komurce s hloubkou 0,1 mm (obvykle Cyrus I) po padesatinasobném zahus$téni odstfedénim. Porovna
se nekolik zornych poli mikroskopu se vzorovymi tabulemi (,,stupnici®) srizné velkou plochou
pokrytou abiosestonem. Tabuli je celkem 12 (viz malé kruhy na obr. 1) a jsou soucasti normy na
stanoveni abiosestonu CSN 75 7713 [1]. Pokud se abioseston stanovuje soub&zné s biosestonem,
zabere to jen par desitek sekund prace navic. Dani za jednoduchost je vSak velmi S$patna
reprodukovatelnost metody, zvlasté u vzorku s vy$§im mnoZzstvim abiosestonu, coZz je ukazano na
vysledcich z programti zkouSeni zpusobilosti v ptispévku z této konference z roku 2007 [2].

V soudasné dob& probihd revize CSN 75 7713 Jakost vod — Biologicky rozbor — Stanoveni
abiosestonu [1]. Ta se dotkne i problematického postupu pro stanoveni pokryvnosti. Jaké zmény vSak
v ném pfi revizi udélat, neni zcela jasné. Idealni by byl néjaky objektivnéjsi zptisob hodnoceni, napft.
pomoci analyzy obrazu [2], [3]. Uplny piechod k analyze obrazu by v$ak narazil na n&kolik obtizné
ptrekonatelnych problému. Jednak vsechny laboratofe nejsou vybaveny potfenou technikou, a navic
stanoveni analyzou obrazu zabere mnohem vice ¢asu nez stanoveni odhadem. Dle mych zkuSenosti
ptinejmensim nékolik minut (ale spi§ deset minut nebo déle). Pii stanoveni je totiz nutné vychazet
z vétSiho poctu snimki, maji-li byt vysledky dostatecné piesné.

Lze se také pokusit modifikovat stavajiciho postup stanoveni pokryvnosti zorného pole odhadem tak,
aby byly jeho vysledky 1épe reprodukovatelné. K tomu je vSak nutné zjistit, pro¢ poskytuje tak
problematické vysledky. Jiz v prispévku z roku 2007 [2] bylo naznaceno, Ze na viné mohu byt $patné
tabule s odhadovou stupnici. Nazorné se to pokusim ukéazat na vysledcich testd s Gi¢astniky (dale je
oznacuji jako respondenty) dvou skolicich akei.

Metody
Prvni test probéhl 30.5.2013 v Praze na Statnim zdravotnim ustavu vV ramci seminaie K vyhodnoceni

programu zkouSeni zpusobilosti pro mikroskopicky rozbor pitné vody, druhy pak dne 12.6.2013
v Bohuslavicich pobliz Tel¢e v ramci kazdoro¢niho determina¢niho kurzu zaméfeného na uréovani fas
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a sinic. Prvniho testu se G¢astnilo 10 respondentt, druhého 25. Sest respondentii se z(&astnilo obou
testd. Mezi respondenty byli vétSinou pracovnici provoznich laboratofi, ktefi stanoveni abiosestonu
provadéji bézn€. Druhého testu se vSak Ucastnili také 3 studenti algologie, kteti se s timto stanoveni
setkali béhem testu poprvé.

Testy spocivaly v promitnuti modelovych zornych poli respondentim pomoci projektoru. Kazdé
modelové pole bylo promitano spolecné s odhadovou stupnici z normy. Piiklady nékolika pouzitych
modelovych poli jsou vidét na obr. 1. Respondenti méli odhadnout pokryvnost, zapsat ji na papir,
ktery po skonceni testu odevzdali. Modelova pole byla sloZzena v prvnim testu s ¢ernych ctvercd,
kruhti a trojihelnikti. V druhém testu byly pouzity uz jen kruhy a ctverce a v n€kterych ptipadech i
vyrazné protazené obdélniky (simulujici vzorek se zelezitymi bakteriemi Gallionella nebo Leptothrix).
Pokryvnost modelovych poli, ktera je dale v textu nazyvana jako ,teoreticka pokryvnost®, byla
stanovena jako podil plochy vSech pouZzitych geometrickych utvarG a znamé velikosti kruhového
zorné¢ho pole. Celkem bylo v prvnim testu respondentim promitnuto 7 tabuli, ve druhém 18.
Teoreticka pokryvnost na promitanych tabulich se pohybovala v prvnim testu mezi 2 a 8,8 %,
v druhém pak mezi 3 a 16 %. Do druhého testu byly pro kontrolu ,,stability odhadu v ¢ase®, zafazeny
v riznych Castech testu Ctyfi stejné zorné pole se sttedné velkymi Casticemi o teoretické pokryvnosti
5% a tii pole s malymi Casticemi o teoretické pokryvnosti 3%. Na konci druhého testu byly navic
promitnuty jesté 4 fotografie redlnych zornych poli, u které méli respondenti rovnéz odhadnout
pokryvnost (dvé z nich jsou na obr. 6).
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Obr. 1. Ptiklady promitanych tabuli v rAmci druhého testu na determina¢nim kurzu 12.6.2013. Pro nazornost
byly vybrany tabule s teoretickou pokryvnosti 5 %. Na tabulich jsou piiklady zornych poli s malymi (A),
stiednimi (B) a velkymi (C) ¢asticemi. Na tabuli D jsou ty¢inkovité Castice, které tvarem zhruba odpovidaji
produktiim Zelezitych bakterii Gallionella nebo Leptothrix.
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Vysledky a diskuze

Vysledky respondentdt obou testd jsou vidét na obr. 2. Pouze dva respondenti ve vétSiné ptipadd své
odhady podhodnotili a ¢tyfi dalsi méli poc¢et podhodnocenych i nadhodnocenych zornych poli stejny.
Zbyli respondenti (vSech 10 v prvnim testu a 19 ve druhém ¢astéji odhady nadhodnocovalo). Znatelné
vy§8i vysledky v prvnim testu, které jsou patrné z obr. 2, lze vysvétlit tim, ze v prvnim testu bylo
zafazeno vice modelovych zornych poli s malymi casticemi. Pole s malymi ¢asticemi jsou obvykle
vyrazné nadhodnocovana, coz bude ukazéno nize v textu. Naopak ze Sesti respondentil i€astnicich se
obou testl, nastalo vyrazné zlepSeni ve druhém testu pouze u jednoho. U zbyvajicich byly zmény
(zhorSeni i zlepSeni) mensiho razu (data nejsou ukazana). Nelze tedy zlepseni vysledku pficitat tomu,
ze by se tito respondenti z prvniho testu néjak vyrazné poudili. U studentd, kteti se ucastnili druhého
textu a ktefi pfisli do styku se stanovenim abiosestonu poprvé v zZivoté, pouze jeden z nich mél své
vysledky vyrazné nadhodnocené. Dva zbyvajici se nelisili od ostatnich respondentd (obr. 2B).
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Obr. 2. Vysledky respondentli vyjadieny jako pomér k teoretické hodnoté pokryvnosti v procentech. Kazdy
sloupec predstavuje viech 7, resp. 18 vysledkil jednoho respondenta. Usedky sméfujici nahoru piedstavuji
maximalni hodnotu kazdého respondenta, useCky sméfujici doli hodnotu minimalni. Horni okraj sloupci
predstavuje 75. percentil, spodni 25. percentil, stfedova ¢ara pak median. Respondenti jsou sefazeni vzestupné
podle medianu. Bilé sloupce patii studentiim, kteti s metodou neméli doposud Zadnou zkuSenost. Na obrazku A)
jsou vysledky z testu konaného 30.5.2013, na obrazku B) pak 12.6.2013.

Velice zajimavé je srovnani tabuli se stejnou velikosti ¢astic a pokryvnosti zatfazenych opakované na
rizna mista testu (viz obr. 3). Respondenti pochopitelné nevédéli, ze jedna o stejna pole. Pole se
sttedné velkymi ¢asticemi s pokryvnosti 5 %, ktera se v testu opakovala 4x (byla pouze pooto¢ena),
zadny zrespondenti 4x neodhadl ve vSech ptipadech stejné¢ (3A). Pole smalymi casticemi
s pokryvnosti 3 % se v testu objevilo celkem 3x. Tti respondenti méli odhad pokazdé stejny (nikoli
vSak shodny s teoretickou pokryvnosti). Je tedy patrné, ze stejné mnozstvi abiosestonu muze byt
V odstupu nekolika minut ohodnoceno stejnym pracovnikem odlisné.
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Obr. 3. Odhady pokryvnosti pro A) 4 stejna zorna pole se sttedné velkymi ¢asticemi o teoretické pokryvnosti
5% a B) 3 stejna zorna pole s malymi ¢asticemi o teoretické pokryvnosti 3%. Useky oddé€lené pierusovanou
¢arou predstavuji vzdy jednoho respondenta, tecky uvniti téchto tisekl jednotlivé vysledky.
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Obr. 4. Vysledky jednotlivych modelovych tabuli. Kazdy sloupec piedstavuje 10, resp. 25 hodnot od vSech
respondentii. Cisla pod osou x znamenani teoretickou pokryvnost tabule. Sloupce jsou v grafu fazeny do skupin
podle velikosti/charakteru ¢astic na tabulich a v ramci kazdé skupiny vzestupné podle teoretické pokryvnosti.
Interpretace sloupcti a Giseéek je obdobna jako u obr. 2. Navic je vyznacena ¢ast sloupce mezi medianem a 75.
percentilem svétlej$im odstinem.
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Asi nejdilezitéjsi zjisténi 1ze pozorovat na obr. 4 a SA. Ziskané vysledky celkem jasné poukazuji na
vliv velikosti pfitomnych ¢astic na vysledek stanoveni. Je zfejmé, ze v ptipadé malych castic méli
respondenti tendenci vysledky spiSe nadhodnocovat, v pripadé¢ velkych naopak podhodnocovat.
Castice stiedni velikosti byly nadhodnoceny jen mirnou vétinou respondentil. Stiedni velikost ¢astic
pouzitd vtomto testu, se svou relativni velikosti nejvice blizi relativni velikosti ¢astic modelovych
tabuli z CSN 75 7713. Proto ziejmé byly odhady tabuli s Gasticemi stiedni velikosti nejpiesné&jsi.

Otazkou také je, zda s rostouci pokryvnosti se zvySuje i absolutni chyba odhadu. Z obrazku 5B je

patrny trend pro malé Céstice a tyCky, nicméné zadny zavér si z toho vyvozovat netroufam. Bylo by
zapotiebi provést dalsi testy vice zaméfené na tento jev.

Jak jiny tvar ¢éstic na obrazové tabuli pomohl respondentiim v lepSich vysledcich stanovenych z
fotografie realného vzorku, je patrné z obr. 6. Zatimco pfi pouziti standardnich tabuli byly vysledky
respondentdl vice nez 2x vyssi nez vysledky stanovené analyzou obrazu, pii pouziti tabuli s ¢asticemi,
které tvarem pfipominaly Castice na fotografii, bylo nadhodnoceni jen malé (5 vs. 5,8 %).
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Obr. 5. A) Na ose y je rozdil mezi medianem ze souboru respondentll a teoretickou (skute¢nou) hodnotou
pokryvnosti u testu z 30.5.2013 a 12.6.2013 u obrazku s malymi, stfednimi a velkymi obrazci. Z vysledkt

vyplyvd, Ze zatimco u malych obrazci méli Gcéastnici tendenci nadhodnocovat, u velkych naopak
podhodnocovat. B) Vztah teoretické pokryvnosti a medianu pokryvnosti z vysledkl respondenti. Cerna ¢ara
ukazuje hranici, na které jsou oba parametry shodné.
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Obr. 6. Odhad pokryvnosti realného zorného pole s dominanci vlaknitych atvari (stopky Zelezité bakterie
Gallionella). Respondentiim byly s timto zornym polem nejprve promitnuty standardni odhadové tabule z normy
(obr. A). Potom byly vyménény novymi odhadovymi tabulemi s ty¢kovitymi ¢asticemi (obr. B). Aritmeticky
pramér o odhadu pokryvnosti respondenty na obrazku A byl téméi 12 % na obrazku B jen 5,8 %, median 10,
resp. 5 %. Pokryvnost analyzou obrazu pfitom byla stanovena piiblizné na 5 %.
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Co si z vysledkii obou testii vzit pro vylepSeni metody v CSN 75 7713?

V dobg¢, kdy jsem ptihlasil ptispévek na Vodarenskou biologii, jsem se domnival, Ze uz budu moci do
sborniku zatadit i konkrétni navrhy na vylepSeni metody, ovétené dalSim testem. Byla to vSak mylna
predstava, tak mohu na tomto misté pouze naznaéit plany do blizké budoucnosti. Myslim, ze
jednoduchou cestou pro vylepseni metody je vytvoreni novych tabuli s abiosestonem rtizné velikosti a
tvart (viz zavéry vyplyvajici z obr. 4, 5A a 6). Na to, zda bude vhodné stupnici také zjemnit (tzn. mit
ptiklady pokryvnosti nejen pro 1 %, 3 %, 5 %, 10 %, 20 % a 40 %, jako je tomu nyni, ale také pro
jinou pokryvnost, napi. pro kazdé celé procento pii pokryvnosti do 10 %), zatim nemam jednoznaény
nazor.

Ke zlepseni odhadu pokryvnosti lze doporucit dva jednoduché zpiisoby jiz nyni. Pokud se ve vzorku
vyskytuji Castice, jejichz relativni velikost vzhledem k zornému poli je vyznamné vétsi, nez je
abioseston z odhadovych tabuli, 1ze k jeho odhadu pouZit objektiv S men§im zvétSenim (tzn. nejspise
pouzit misto objektivu zvétSujiciho 20x, objektiv, ktery zvétSuje 10x). Pokud jsou naopak castice
velmi drobné, lze pouzit zvétSeni vétsi (to vSak v fad€ pfipadd narazi na technické problémy, napf. na
neostré kontury objektt pfi pozorovani v komtrce s objektivem 40x) nebo abioseston odhadovat jen
na jednom ¢tverci komtirky Cyrus I, coZ relativné (ve srovnani s odhadovou tabuli) abioseston zvetsi.

Zavérem

Vysledky ziskané v ramci obou testi sice pfinaSeji zajimavé informace, ze kterych je mozno vychazet
pii zlepSovani metody pro odhad pokryvnosti zorného pole abiosestonem. Nelze je vSak precenovat.
Jednak jsem pfi jejich interpretaci prozatim rezignoval na nckteré statistické postupy, takze nelze
tvrdit, ze vysledky jsou (nebo nejsou) statisticky vyznamné, piedevsim si je vSak tieba uvédomit, ze
pozorovani na platno promitnutych geometrickych obrazcti zhruba stejné velikosti a mikroskopovani
realného (4j. riznorodého) abiosestonu jsou dvé dost odlisné véci.

Podékovani: Dékuji vSsem respondentd, kteti se zuCastnili testi se zkuSebnimi tabulemi, a poskytli tak
material pro tento ¢lanek. Dale dékuji vSem, se kterymi jsem se v prib&hu ¢asu o metod¢ bavil a
nékteré napady pak vclenil i do tohoto ¢lanku.
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