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Uvod

Mikroskopicky rozbor miize pfinést cenné informace o kvalit¢ vody a vhodné doplnit vysledky dalsich
rozbortl. Proto byly mikroskopické rozbory v CR zachovany pro rutinni vyseteni pitné a surové vody,
i kdyzZ to pfislusné evropské smérnice [14], [15] nepozaduji. B€Znymi mikroskopickymi rozbory vody,
provadénymi v pocitaci komirce Cyrus I, jsou detekovany organismy a nezivé Castice velké radove
mikrometry a vétsi. Do tohoto spektra spadaji mikroskopické organismy jako nékteré bakterie, vétSina
sinic a fas, mikromycéty, prvoci, z nezivych Castic pak pozistatky t€l riznych organismi (napf.
produkty metabolizmu zelezitych bakterii, prazdné schranky rozsivek, zbytky schranek obrnének,
koryst, virnikd, hmyzu, pylova a Skrobova zrna, zbytky rostlinnych pletiv, detritus) nebo castice
anorganického ptvodu (napf. produkty koroze, riizné srazeniny, ptdni ¢astice). Tyto mikroskopicky
pozorovatelné nezivé Castice se nazyvaji abioseston. Vysledek stanoveni abiosestonu v pitné vodé
podle vyhlasky ¢. 252/2004 Sb. [19] musi obsahovat textovou informaci o sloZeni abiosestonu a
kvantifikaci vyjadienou jako pokryvnost zorného pole mikroskopu s limitni hodnotou 10 %. A prave
toto kvantitativni vyjadfeni povazujeme za velmi problematické, jak po strance metodické, tak co do
vyse limitni hodnoty.

Stanoveni abiosestonu podle CSN 75 7713 [5]

Pro stanoveni abiosestonu ve vodach se v laboratotich v CR pouZiva metoda podle CSN 75 7713 [5].
Ta se provadi v ramci bézného stanoveni biosestonu [4] (¢i mikroskopického obrazu), které zahrnuje
odstfedéni 10 ml vzorku, odliti supernatantu, upravu objemu vody nad sedimentem a pieneseni
zahu$téného materidlu do pocitaci komtrky Cyrus I. Navic oproti stanoveni biosestonu je nutno
odhadnout pokryvnost zorného pole v procentech. To se provede pii 200 nasobném zvétSeni
srovnanim s obrdzky znormy. Na nich jsou zobrazeny piipady 1%, 3%, 5%, 10%, 20%, 40%
pokryvnosti. Odhad pokryvnosti je nepochybné nejslabsi ¢ast metodiky (asi potvrdi kazdy, kdo n¢kdy
zpracovaval na abioseston trochu bohats$i vzorek) a bude komentovan nize. Norma také zminuje
Whipplav okularovy mikrometr, ktery by mél pomoci s odhadem pokryvnosti zorného pole.' Z textu
neni zcela ziejmé, zda se musi ke stanoveni pouzivat nebo zda se jedna jen o nepovinné doplnéni.
Domnivame se, ze Whippliv okularovy mikrometr laboratofe pro kvantifikaci abiosestonu bézné
nepouzivaji (a¢ jsme na toto téma dosud neprovadéli Zadny prizkum).

Alternativni metody
Stanoveni abiosestonu podle CSN 75 7713 neni samoziejmé jedinou moznosti, jak kvantifikovat
nezivé Castice ve vodé. V této kapitole uvedeme nékolik alternativ, kterymi lze metodu stanoveni
podle CSN 75 7713 vylepsit nebo ji nahradit. Moznych metodik je samoziejm& mnohem vice, napf.
stanoveni nerozpusténych latek, pouziti pocitacu Castic.

Analyza obrazu. Velmi subjektivni odhad pokryvnosti zorného pole Ize nahradit pouzitim analyzy
obrazu. O této metodé informovala jiz v roce 2000 na této konferenci ZILAKOVA [21]. Vzorek se
zpracuje postupem podle CSN 75 7713, ale misto odhadu pokryvnosti je tfeba nasnimat n&kolik
zornych poli. VEétsi pocet snimki Iépe eliminuje variabilitu zptisobenou velkymi ¢asticemi. Snimky se
nasledn¢ prevedou (obr. 1 vlevo) do Sedé skaly (alesponi v postupu, ktery pouzivame v nasi laboratofi).
Potom je jesté nutny prevod do binarniho obrazu pomoci tzv. prahovani. Pfi ném se voli hranice, podle
kterych budou vSechny pixely v obrazku prevedeny na ¢erné nebo bilé (obr. 1 vpravo). Poslednim
krokem je automatické spocitani procentualni zastoupeni ¢ernych a bilych pixeli v binarnim obrazku,
coz je vlastné vysledek stanoveni pokryvnosti zorného pole abiosestonem.

' Whippltv okuldrovy mikrometr je miizka vyrytd na kulatém sklicku a je tvotena 100 malymi &tverci (10 x 10
¢tverct). Vklada se, jak nazev napovida, do okularu.
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Stanoveni abiosestonu pomoci analyzy obrazu pomalu za¢ina byt dostupné i pro provozni laboratofe.
Je k nému zapotiebi pouze zafizeni na snimani obrazu, tzn. digitalni fotoaparat nebo kamera a patficny
adaptér k ptipevnéni snimaciho zafizeni na mikroskop (lze pofidit i pomérn€ levné). Dalsi nezbytnou
pomtickou je software na analyzu obrazu, ktery vSak lze ziskat i zdarma. Pouzitelny je napf. freeware
UTHSCSA ImageTool (volné k dispozici na internetové adrese
http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). Pouzit 1ze samoziejmé rizné komerc¢né dostupné programy.
Vyhodou analyzy obrazu je (kromé objektivniho stanoveni pokryvnosti), ze pifi ni vzniké
fotodokumentace ptitomného abiosestonu, ktera slouzi jako doklad o analyze a méla by byt nalezité
archivovana (stejné jako vSechna primarni data). Fotodokumentace mtize byt zpétné prehodnocena (pii
podezieni na chybu stanoveni) nebo vyhodnocovana pro riizné jiné ucely (napi. hledani trend nebo
pricin problémi).

Obrazek 1. Stanoveni pokryvnosti zorného pole abiosestonem pomoci analyzy obrazu (vlevo snimek
ptevedeny do Sedé $kaly, vpravo binarni obraz po prahovani; pokryvnost stanovena na 4,75%; vzorek
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stiipky skla nebo prazdné schranky rozsivek (tzn. prusvitné ¢astice), miize byt obtizné najit hranice
pro prahovani. Snimky pouZité ke stanoveni musi byt pofizeny mimo mfizku komtrky, ktera by jinak
rusila pii prahovani. Také je obtizné automaticky odlisit abioseston od organismd, coz vadi predevs§im
v ptipad¢ jejich vyssiho vyskytu. Pies vSechny uvedené problémy je analyza obrazu ziejmé jedina
cesta jak standardizovat kvantitativni stanoveni abiosestonu vyjadfené jako pokryvnost zorného pole
mikroskopu.

Méreni objemu. Dalsi alternativni metodou je stanoveni objemu sedimentu ve vzorcich pitné vody
zahus$ténych nejprve filtraci a nasledn¢ odstfedénim. Tento postup je pouzivan napt. v Mad’arsku, kdy
filtruji pfes membranovy filtr o velikosti port 0,45 um nejméné 1 litr vody. Zachycené Castice smyji a
zahusti odstfedénim. Limitni hodnota sedimentu v pitné vod¢ je 0,1 ml sedimentu/1 litr vody. Potom
nasleduje mikroskopicky rozbor tohoto sedimentu [17]. Méfeni objemu sedimentu vyuziva i metoda
USEPA pro optimalizaci u¢innosti vodarenské upravy pomoci mikroskopické analyzy castic [18], pii
které se zpracovavaji mnohem vétsi objemy vzorkl a pouzivaji specialni filtry. Nemyslime, ze by tyto
metody mohly v nasich podminkach dosdhnout velkého vyuziti. Jsou vSak pro nas zajimavé, protoze
jsou soucasti mikroskopickych rozbort v jinych statech.

Stanoveni zakalu. Ve vodarenstvi rutinné pouzivanou metodou, kterd také poukazuje na mnozstvi
ptitomnych castic, je stanoveni zakalu. Zakal je navic jeden z ukazateli smérnice 98/83/ES [14].
Existuje pro n&j metodicka norma CSN EN ISO 7027 [10] a spravnou &innost piistroje lze pravidelné
oveéfovat pomoci standardd. Velmi uziteCna je také existence kontinualnich analyzatort. Z vysledki
vSak nelze poznat, zda je zakal tvofen organismy ¢i abiosestonem. K tomu musi byt stanoveni
doplnéno mikroskopickym rozborem. Navic ve vysledku zédkalu se mohou odrazit i ¢astice, které se pfi
stanoveni abiosestonu nezjisti diky malé velikosti.
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Problémy s CSN 75 7713

Ve Statnim zdravotnim ustavu zafazujeme kazdorocné do programu mezilaboratorniho porovnavani
zkousek (MPZ) pro mikroskopicky obraz pitné vody také stanoveni abiosestonu. Do roku 2004 byl pro
stanoveni poctu organismil a stanoveni abiosestonu piipravovan jeden spolecny vzorek. Pro snadngjsi
pocitani organismd jsme se pfi ptipravé vzorki snazili udrzet mnozstvi abiosestonu na nizké urovni.
Uvédomovali jsme si, ze takto piipravované vzorky nejsou idealni z hlediska ovéteni schopnosti
laboratofi spravné provadét stanoveni abiosestonu. Proto jsme vroce 2005 poprvé piistoupili
k pripravé samostatné vzorkovnice pro stanoveni abiosestonu. V letech 2005 a 2006 jsme vydavali
vzorky s vyrazné vétsim mnozstvim abiosestonu nez v predchozich kolech MPZ. Vysledky z MPZ
z let 2003 - 2006 jsou zobrazeny na obrazku 2. V letech 2003 a 2004, kdy bylo abiosestonu ve
vzorcich malo, zhruba % ucastnikti uvedlo vysledky <1% nebo 1%. Z téchto MPZ nemame stanoveni
vyhodnoceno pomoci analyzy obrazu, ale nepochybné bylo <1%. Z obrazku 2 je dale patrné, ze
v letech 2005 a 2006 po zvySeni mnozstvi abiosestonu ve vzorcich variabilita vysledki vyrazné
vzrostla. VSechny vysledky se v roce 2005 pohybovaly v rozmezi 4 — 25%, v roce 2006 pak vétSina
vysledkd byla mezi 5 a 20%. V téchto letech byl abioseston stanoveny rovnéz pomoci analyzy obrazu
v nasi laboratoii a v roce 2006 jest¢ jednim UcCastnikem. Z tabulky 1 je patrny znacny rozdil mezi
pokryvnosti stanovenou odhadem tucastniky (a terCovymi laboratofemi) a analyzou obrazu. I kdyz
nemuzeme vydavat nase vysledky analyzy obrazu za referen¢ni hodnotu, chyba bude jist¢ vyrazné
mensi nez u odhadu. Zajimavé je i to, Ze nejsou vyznamné rozdily mezi vysledky ucastnikti (jsou mezi
nimi i nezkusené a Spatné pracujici laboratoie) a ter¢ovymi laboratofemi (mezi které jsou vybirany
pouze dobfe pracujici laboratofe). To napovida, Ze s reprodukovatelnosti metody pomoci odhadu
pokryvnosti to nebude pfilis slavné.

Obrazek 2. Vysledky stanoveni abiosestonu pii MPZ potadanych SZU v letech 2003 — 2006
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Tabulka 1. Srovnani vysledkd odhadu pokryvnosti zorného pole U¢astniky a ter¢ovymi laboratofemi
pfi MPZ v letech 2005 a 2006, stejné vzorky vyhodnocené SZU a jednou uéastnickou laboratoii
pomoci analyzy obrazu a vysledky zakalu z roku 2006 stanovené v laboratoii SZU

odhad pokryvnosti (%) - median pokryvnost (%) analyzou obrazu zakal (ZF,)

rok idastnici tercoveé lab. Ucastnik 561 sz0 szU
2005 12 15 - 3.58 ;
2006 13 12 3.75 2.84 59.6
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Cast problémi mohla nastat vypusténim nékterych &asti starsich metodik piti tvorbé CSN 75 7713. Pii
srovnani metody podle CSN 75 7713 se starsimi postupy [1], [7] (v kombinaci s [6]) a [13], 1ze najit
dva dilezité rozdily. Prvni se tykd objemu, na ktery se vzorek zahu$tuje. CSN 83 0532 [7], [6]
predepisuje zahu$téni na 0,2 ml, zatimco v CSN 75 7713 neni uvedena Zadna konkrétni hodnota.
Pokud maji byt vysledky porovnany s limitni hodnotou, je nutno tento objem specifikovat.
Domnivame se vSak, ze toto opominuti nezpisobuje v praxi vétsi problémy, protoze stanoveni
abiosestonu se provadi spoletné se stanovenim biosestonu, u n¢jz se zahustuje obvykle na 0,2 ml
(alespoti v pitné vod&) [4]. Druhou &asti, ktera se do CSN 75 7713 nedostala, je uvadéni vysledka
nikoli v procentech, ale ve stupnich podle odhadni stupnice (viz tab. 2). Pouziti stupiiti (narozdil od
vyjadfeni v procentech) nebudi podle naseho ndzoru u lidi neseznamenych s metodikou dojem ptesné
kvantifikace (ve smyslu chemickych metod). I kdyz pfi pohledu na vysledky MPZ a srovnani
s hodnocenim pomoci analyzy obrazu by asi ani navrat k odhadni stupnici nebyl dostatecny.

Tabulka 2. Odhadni stupnice pokryvnosti zorného pole abiosestonem podle starSich metod

stupeii 1 2 3 5 7 9
pokryvnost v % podle [7], [1] <1 1-3 3-10 10—-20 | 20—-40 | 40—100
pokryvnost v % podle [13], [16] <1 1-3 4-10 11-20 | 21-40 | 41-100

Jako jeden z divodd nadhodnocovani vysledkl pfi odhadu pokryvnosti zorného pole ve srovnani
s analyzou obrazu povazujeme provedeni obrazkii zornych poli s riiznou pokryvnosti z CSN 75 7713
(obr. 3 vlevo). Jsou totiz zna¢né odlisné od skutecného pohledu do mikroskopu (piiklad na obr. 3
vpravo). VétSina lidi provadéjici analyzu ziejmé neni schopna rozhodnout (nase domnénka podlozena
osobni zkuSenosti s metodou), kterému obrazku je situace v zorném poli mikroskopu nejpodobnéjsi.
Céstice abiosestonu jsou ¢asto mnohem drobnéj§i ne Serné plosky na kresbach z normy, navic maji
vétSinou i jiny tvar. Pro pracovnika provadéjiciho rozbor je pak velmi obtizné odhadnout piesné
pokryvnost. Ve vétsing ptipadi pak pokryvnost nadhodnoti.

Obrazek 3. Srovnani zorného pole z mikroskopu s obrazky z CSN 75 7713 [5]
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Kvantifikace abiosestonu pri hodnoceni kvality pitné vody

I u legislativnich opatfeni mize byt uzite¢na exkurze do minulosti. V naSich starych normach pro
pitnou vodu (od roku 1959) [2], [9], [8] se objevuje pouze konstatovani: ,,Centrifugat ze 100 ml nesmi
obsahovat Zadné mikroskopicky zjistitelné organické zbytky rostlinné a Zivocisné®. Ptimo ukazatel
abioseston se poprvé objevuje v CSN 75 7111 Pitna voda, ktera byla Gi¢inna od roku 1991 [3]. Je u ngj
uvedena mezni hodnota 10 %. Pivodni navrh byl vSak vyrazné nizs§i, totiz 3 % [11]. Podle sd¢leni doc.
Popovského se ke zmén¢ pristoupilo pii projedndvani navrhu normy. Piipominky se tykali znacné
subjektivity pfi rozliSovani 3 a 5 % pokryvnosti. Z divodu ostiejsi hranice mezi 5 a 10 % bylo
nakonec pfistoupeno k mezni hodnoté 10 %.
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Platnd vyhlaska ¢. 252/2004 Sb. [18] mé stanoveny limit pro abioseston 10%. Vyhlaska ¢.
376/2000 Sb. [20], ktera byla v platnosti vletech 2001 - 2004 pritom ukazatel abioseston
neobsahovala. V ptivodnim zaméru vyhlasky ¢&. 252/2004 Sb. byl abioseston pouze soucasti
kvalitativniho ukazatele mikroskopicky obraz bez limitni hodnoty [12]. Jako samostatny ukazatel s
limitem byl pfidan az na zakladé jednani pracovni skupiny hydrobiologi v roce 2002, a to predevsim
proto, ze odhad pokryvnosti je velmi snadny, provadi-li se ve vzorku rovnéz stanoveni biosestonu [4].
Vyse limitu byla pievzata z CSN 75 7111 [3].

Zajimavy z hlediska kontroly kvality vody je 1 vztah limitnich hodnot ukazateli zakal a abioseston.
Diky tomu, Ze od roku 2004 jsou data o kvalité pitné vody shromazdovana v databazi IS PiVo,
mizeme ho vyhodnotit na pomérné velkém souboru dat. Za roky 2004 — 2006 bylo do IS PiVo
vlozeno 46 573 vzorkli z vefejnych vodovodii, komerénich a vefejnych studni, u kterych byly
stanoveny oba ukazatele. V tabulce 3 je srovnano pifekroceni limitnich hodnot pro oba ukazatele.
Z tabulky je patrné, ze Castéji (vice nez dvakrat) dochazelo k piekroceni limitni hodnoty pro zékal za
soucasn¢ vyhovujiciho abiosestonu nez opa¢né. To nasvédCuje, Ze je limit pro abioseston stanoven
vyse nez by odpovidalo limitu pro zakal. Stejny zavér (a mnohem vyraznéji; jedna se vSak pouze o
jeden vzorek) ukazuji i vysledky zMPZ z roku 2006 (viz. tab. 1), kdy byl kromé& abiosestonu
(odhadem i analyzou obrazu) stanoven i zakal. Totéz srovnani jsme provedli s limitni hodnotou 3%
pro abioseston (ptivodni navrhovana limitni hodnota pro CSN 75 7111 [11]). V tomto ptipadé by velka
cast vzorkll vyhovujicich limitu pro zakal nevyhovéla limitu pro abioseston, ale jak bylo uvedeno
vyse, laboratofe vysledky abiosestonu maji tendenci spiSe nadhodnocovat. Vysledky stanovené
pomoci analyzy obrazu by byly jisté v daleko vétSim souladu s limitni hodnotou pro zakal.

Tabulka 3. Srovnani limitnich hodnot z vyhlasky ¢. 252/2004 Sb. pro zédkal a abioseston z IS PiVo
z let 2004 — 2006 ve veiejnych vodovodech, komer¢nich a vetejnych studnich (v poslednim fadku
navic spocitano totéz s limitni hodnotou 3%, o niz se diive uvazovalo; Cisla predstavuji pocty vzorkd;
LH = limitni hodnota)

limit zdkal <LH zékal <LH zdkal > LH zakal > LH
’ abioseston <LH | abioseston>LH | abioseston<LH | abioseston>LH
zakal 5 ZF,
abioseston 10% 46203 109 237 24
zﬁlfjiesstﬁs/ 42412 3900 166 95
0

Navrhy na fFeSeni
Resit neuspokojivou situaci kvantitativniho stanoveni abiosestonu bude vhodné jak v metodické
norme tak ve vyhlaSce pro pitnou vodu.

Pro metodickou normu CSN 75 7713 se nabizi nasledujici moznosti:

e Doplnit prilohu, ve které budou cetné fotografie zornych poli sriznou pokryvnosti
abiosestonem, ktery bude tvofen ¢asticemi o rizné velikosti a tvaru, tak aby bylo jednodussi
odhadnout pokryvnost zorného pole pfi srovnani s pohledem do mikroskopu. Pokud by byla
zvolena tato varianta, bylo by nanejvys vhodné ji piedem otestovat v n€kolika laboratofich na
vzorcich, které budou zaroven vyhodnoceny pomoci analyzy obrazu.

e Nahradit odhad pokryvnosti metodou analyzy obrazu, ptipadné¢ zkombinovat s predchozim
bodem.

e Soucasné se zménami uvedenymi vySe by m¢l byt doplnén objem, na ktery je tfeba zahust'ovat
vzorek po odstfedéni a zvaZena moznost opétovného zatfazeni odhadové stupnice.

e Zachovat stavajici znéni normy a k vysledkiim pfistupovat s védomim, ze predevsim u vzorki
s vy$§im mnozstvim abiosestonu budou vysledky casto vyznamné nadhodnoceny. Tuto
variantu vSak nepodporujeme.

Pro novelu vyhlasky ¢. 252/2004 Sb. je nejprve nutné zodpovédét otazku, zda je vibec potieba
kvantitativni stanoveni abiosestonu pro posuzovani jakosti pitné vody. Pokud se rozhodneme mezni
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hodnotu z vyhlasky vypustit a zachovat pouze kvalitativni stanoveni, je mozné kvantitu odhadnout
z hodnot zékalu. Pokud limit pro pokryvnost ve vyhldSce zlstane zachovan, musi byt upravena
metodika (viz. vyse) a ptehodnocena velikost limitni hodnoty (tzn. snizena), tak aby 1épe odpovidala
hodnoté zakalu. K tomu by bylo nutné provést vétsi pocet soubéznych stanoveni zakalu a abiosestonu
vyhodnocenych pomoci analyzy obrazu.

Zavérem

Nas prispévek ma za cil predevsim vyvolat diskuzi na toto téma, a tak budeme vdécni za vSechny
reakce (v¢etné nesouhlasnych). Vycet navrhovanych feSeni rozhodné neni uplny a jakékoli dalsi
napady jsou vitany.
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