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Metody pro stanoveni
fytoplanktonu

> mikroskopickée

> stanoveni pigmentd
— spektrofotometricky
— fluorescencné

> ALE treba i velmi jednoduché metody
— prihlednost
— vizualné vodni kvet

> NEBO vyhledoveé treba pomoci pritokové
cytometrie, molekularnée biologickych metod,

Statni
zdravotni
ustav




Ucel rozboru na prvnim misté

> Jak presnou kvantifikaci potrebuji?
> Kolik na to mam cCasu?

> A co se stane, kdyz se hodné seknu ve
vysledku?

>V mnoha pripadech byva metoda
legislativné predepsana

Statni
zdravotni
ustav




Postupy - metodické normy

> CSN EN 15204 (75 7718) — Jakost vod —
Navod pro pocitani fytoplanktonu za pouziti
inverzni mikroskopie (metoda podle
Utermohla) - auben 2007

> CSN 75 7712 Jakost vod — Biologicky rozbor —
Stanoveni biosestonu - kveten 2005

> CSN 75 7717 Jakost vod — Stanoveni
planktonnich sinic — cerven 2008

Statni
zdravotni
ustav




Mezinarodni standardni
metodika pro fytoplankton

http://www.olympusamerica.com/se age_con http://www.eman-
rese.ca

tent/1024_secondary_lg.jpg /eman/ecotools/protocols/freshwater/phytoplankton/lab.html

> prevraceny mikroskop neni bézné dostupny ve
vodarenskych a hygienickych laboratofich
sl > pro néktere ucely neni metodika vhodnéjsi nez u nas
sl  zavedene postupy

ustav




Vyjadrovani vysledkd (jednotky)

—jedinec (,prirozeny")

—jedinec (ve smyslu CSN
75 7712)

—bunka
—objemova biomasa

Statni
zdravotni
ustav
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CSN 75 7717 Jakost vod —
Stanoveni planktonnich sinic




CSN 75 7717 - geneze

> 2000 — potreba rutinni metody pro
stanoveni planktonnich sinic

> 2001 — prvni navrh metodickeho
doporuceni

»2004 — TNV 75 7717 — Jakost vod —
Stanoveni planktonnich sinic

»2008 - CSN 75 7717 — Jakost vod —
Stanoveni planktonnich sinic

Statni
zdravotni
ustav




— hloubku odbéru (0-30 cm)
— dilci vzorky (alespon 3)
— Cas odbéru (6 — 11 h)

e je vzdy nutné (a vyhodne) ji
dodrzovat?

» konzervace — dva vzorky, z
nichz se jeden na misté
konzervuje Lugolem

zdroj KHS Ostrava

Statni
zdravotni
ustav




Stupnice pro hodnoceni vyskytu
SINIC
W_i_

Zadny Sinice nejsou pouhym okem pozorovatelné.

Ve vode jsou zjistitelné ojedinélé zelené
Pozorovatelny v )
vlocky nebo kolonie.

Ve vodé se mohou vyskytovat slabsi
2 Hojny prihladinové kvéty pri brehu nebo cetné

kolonie ve vodnim sloupci.

Vyskyt silnych prihladinovych kvétd velkého
3 Masovy rozsahu. Na brehu mize byt naplaveno

vétSi mnozstvi zeleného  kaSovitého

materialu.

statni Jak zaznamenavat do PiVa?

zdravotni
ustav




stupen 1 — pozorovatelny
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zdravotni
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;_ stupen 3 masovy
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Maly metodicky problém
velké kolonie
Microcystis ichthyoblabe




i



0-30cm chlorofyl-a
42 ug/l

0-30cm chlorofyl-a
213 ug/l




Microcystis ichthyoblabe Microcystis ichthyoblabe
2 500 000 bunék/ml 10 000 bunék/ml




Velkeé kolonie Microcystis ichthyoblabe










CSN 75 7717 — kokalni sinice

Statni
zdravotni
ustav




ésN 75 7717 — vlaknité sinice

Statni
zdravotni
ustav




Predstava o pritomnych sinicich

> Udaje z odbéroveho
protokolu (pozorovani
typickych kolonii ve vodnim
sloupci, prthlednost, ..)

> smyslové posouzeni vzorku
v laboratori

> taxonomicka determinace
(vétSinou nutné zahustit -
membranova filtrace)

Statni
zdravotni
ustav




Postup pro stanoveni
kokalnich sinic - podrobné

Statni
zdravotni
ustav







Dezintegrace

> pridani KOH
» mechanicky

> standardné 5 ml vzorku, ale nekdy
nemusi byt dostatecné

Statni
zdravotni
ustav







Alternativy — homogenizator
Potter-Evehjem

> Prevzato z literatury

— Bernard C, Monis P, Baker P (2004):
Disaggregation of colonies of Microcystis
(Cyanobacteria): efficiency of two
techniques assessed using an image
analysis system. Journal of Applied
Phycology 16(2): 117-123.

> ALE délali jen na dobre
dezintegravtelnych taxonech

» na M.viridis a M. wesenbergii
moc nefunguje

Statni
zdravotni
ustav




> Dobry ale drahy (ve
srovnani s injekcni
strikackou)

> Je nutné vetsi

mnozstvi vzorku (coz
je vsak spis vyhoda)

http://www.maneko.cz/images/karta/stredni/v211_maneko.jpg

Statni
zdravotni
ustav




Zahust'ovani

Statni
zdravotni
ustav




Statni
zdravotni
ustav

Odstred’'ovani




Zahust'ovani -
ultrafiltrace

> snadno prenosne,
rychlé, nemusi se
rozbijet aerotopy

> ALE
— pri vySSim oziveni se
ucpava

— ztraty (alespon u me
©)
— neni mozno koupit

Statni
zdravotni
ustav







Pocitani

>V Cyrusove, Burkrové komdrce
>je mozno vyuzit fluorescenci
» kontrolovat dezintegraci

> kontrolovat, zda se nevznasi cast bunek
u kryciho skla

Statni
zdravotni
ustav













Statni
zdravotni
ustav

Délici se bunky
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1 bunka

1 bunka

1 bunka

2 bunky

Cyanobakterie, 21.1.2004, Brno







Statni
zdravotni
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zdravotni
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Metodickeé problemy - velmi
malé bunky



Cyanogranis _
Romeria

Kolonialni sinice s
drobnymi burikami

Merismopedia Aphanothece

Cyanodictyon

Cyanocatena

Aphanocapsa

Statni
zdravotni
ustav




Velmi malé bunky

> pro koupaci vody — nepocitaji se bunky
mensi nez 2um

Statni
zdravotni
ustav




Moznost vyuzit tenké sklo a/nebo

fluorescenci
> vyuzit lepsSich optickych vlastnosti tenkého kryciho skla

> neni dodrzena standardni vyska komurky — stanoveni
pouze orientacni (cca 90% plvodniho objemu)

Statni
zdravotni
ustav




Vlaknite sinice
- podrobné

Statni
zdravotni
ustav




Problém - lyze bunék pri
prepravé a zpracovani

»Lugol !

Statni
zdravotni
ustav







Zahusteni

> nutno castéji zahust'ovat nez kokalni
sinice

> pri zahust'ovani centrifugaci Lugolem
fixovanych vzorkt nebyva problém s
velkymi ztratami

»ALE ...

Statni
zdravotni
ustav







Problém — nezretelné bunky

> predevsim pro Planktothrix a
Aphanizomenon — 1 bunka = 5 um

Statni
zdravotni
ustav
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Taxon
Aphanizomenon gracile







Taxon
Aphanizomenon gracile

Planktothrix agardhii







Taxon
Aphanizomenon gracile

Planktothrix agardhii

Aphanizomenon flos-aquae




Problém Planktothrix

»nehomogenita pri plnéni komdrky

Statni
zdravotni
ustav




Statni
zdravotni
ustav

Vypocet

Pocet bunék/ml =B x Pk xVz x (Vd+VKOH)
Pp x Vp xVk x Vd

B — pocet napoditanych bunék

Pp — propocitana plocha komarky vyjadfena v mm2, poctem poli, past,
aj.

Pk — celkova plocha komurky uvedena ve stejnych jednotkach jako Pp
Vd — objem vzorku pouzity k dezintegraci v ml

VKOH — objem pridaného dezintegra¢niho c¢inidla v ml (KOH, formalin,
Lugolovo ¢inidlo, HCI*)

Vp — objem vzorku pouzitého ke koncentraci v ml

Vz — objem zahusténého vzorku v ml

Vk — objem komurky v m[**

*V pripadé Lugolova ¢inidla nebo formalinu vétSinou mizeme zanedbat.
** Pro komuarku Cyrus I je objem 0,01ml.

YVVV VVV VYV



Pripad Pseudanabaena mucicola

>podle CSN 75 7717 se nepocdita, protoze
byva vzhledem k biomase Microcystis
zanedbatelna

Statni
zdravotni
ustav




Zabezpecovani kvality (Priloha C)

> Interni kontrola

— overeni vyteznosti zahusteni

— podchyceni ztrat pri dezintegraci
> Externi kontrola

— zpracovavat Cast vzorkl spolecné s dalsi laboratori
e vhodné predevsim pro vzorky, které se nevydavaji pro MPZ
(Anabaena, Aphanizomenon)

> Kvalifikace pracovnikd

— determinace alespon 20 vzork(d s rliznym sloZzenim
pod dohledem zkuseneho pracovnika

Statni — kvantifikace alespon 5 rtznych vzorkd sinic pod
zdravotni

dstav dohledem




Objemova biomasa

> U prirodnich koupacich vod je vyrazné
lepsi jen pro nekteré taxony
> merit nebo tabelované hodnoty?

— nemerit je rychlejsi a vede k vétsi shode
mezi laboratoremi

— zvlaste pro nekteré taxony mohou byt udaje
velmi promeénlive

>»MPZ — zatim docela tragédie
I > zméeny objemu po pridani Lugolu
duslged  — (Hawkins et al (2005). Harmful Algae 4: 1033-1043

ustav




Reprodukovatelnost
mikroskopickych metod

Statni
zdravotni
ustav




Problémy s vyuzitim dat z MPZ
pro reprodukovatelnost metody

> UcCast i malo zkusenych laboratofi (pracovnik()
— ,objektivni ©" vybér z Ucastnikl (,,spolehlivé" laboratore)

> mezilaboratorni komunikace a mozna Uprava
nékterych vysledkd
— s tim nelze délat témeér nic

> obvykle vydavany jednodussi vzorky
— NE Anabaena, Aphanizomenon - lyzuji
— NE velké kolonie Microcystis — riziko nehomogennich vzork{
— radeji NE Spatnée dezintegrovatelné kolonie

— radéji NE malo sinicemi ozivené vzorky — riziko ztrat pri
zahust'ovani (u kokalnich)

Statni
zdravotni
ustav




Vysledek predchozich uvah

> Typicky vzorek pro vlaknité sinice v MPZ
— Planktothrix agardhii
> Typicky vzorek pro kokalni sinice v MPZ

— Drobnéjsi kolonie Microcystis aeruginosa, M.
ichthyoblabe, M. flos-aguae

Statni
zdravotni
ustav




Kokalni sinice
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Kokalni sinice
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Nékolik zajimavych vysledkt z némeckych
MPZ pro Utermohlovu metodu

D External Quality < Jrv

EQAT Assessment Trials Phytoplankton

SO N . s, WP

Proficiency Test Phytoplankton 2008

Report Juli 2008

Andreas Meybohm, Jan Trubsbach and Tilo Ihle

7 7

Statni
State Reservoir Administration of Saxony (Germany)

Zdl'a Votnl in cooperation with the Working Committee Drinkingwater Reservoirs (ATT)

ustav




Sample: Synthetic sample Robust mean value: 113,252 particles/l
Distinctive feature: 20.02 pm microparticles Rel. reproducibility STD: 23.80%
Method: DIN 38405 Ad45 Rel. repeatability STD: 941%
Number of participants: 65 Tolerance limits (|Zu-score|<2.0): 64 370 — 175, 248 particles/|
500000

400000

Microparticles/|
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Laboratory code
Figure 7: Results of the concentration classification for the 20.02 pm microparticles, mean laboratory value, standard deviation

{(boxes), robust mean value (dotted line) and lower and upper tolerance limits (black lines).

12

http://www.planktonforum.eu/uploads/media/EQAT_Phytoplankton_Report_2007.pdf



Sample: Synthetic sample Robust mean value: 1,143 412 particles/|
Distinctive feature: 13.84 pm microparticles Rel. reproducibility STD: 37.40%
Method: DIN 38405 A45 Rel. repeatability STD: 8.43%
MNumber of parficipants: 85 Tolerance limits (|Zu-score|<2.0): 409 689 — 2 219,743 particle/|
3000000
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= |
2 2000000
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5 1500000
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] I I BE
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Laboratory code
Figure 8: Results of the concentration classification for the 13.84 ym microparticles, mean laboratory value, standard deviation
(hoxes), robust mean value (dotted line) and lower and upper tolerance limits (black lines).
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Sample: Synthetic sample Robust mean value: 10,517,222 particles/
Distinctive feature: 5.84 pm microparticles Rel. reproducibility STD- 33.50%
Method: DIN 38405 A45 Rel. repeatability STD: 10.22%
Number of pariicipants: 65 Tolerance limits (|Zu-score|<2.0).  4.342,284 — 19,178,895 particles/l
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Laboratory code

Figure 9: Results of the concentration classification for 5.84 pm microparticles, mean laboratory value, standard deviation (boxes),
robust mean value (dotted line) and lower and upper limits (black lines).
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Sample: Natural plankton sample Robust mean value: 845,734 cells/l
Distinctive feature: Total cell count Rel. reproducibility STD: 39.40%
Method: DIN 38405 A45 Rel. repeatability STD: 11.31%
MNumber of participants: B4 Tolerance limits (|Zu-score|<2.0): 281,747 — 1,692 010 cells/
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Laboratory code

Figure 14: Results of the total cell count for the natural sample, mean laboratory value, standard deviation (boxes), robust mean value
(dotted line) and lower and upper tolerance limits (black lines).
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Sample: Natural plankton sample Robust mean value: 191,253 cells/|
Distinctive feature: Cyanophyceae abundance Rel. reproducibility STD: B68.75%

Method: DIN 38405 A45 Rel. repeatability STD: 2271%
Number of participants: 64 Tolerance limits (|Zu-score|<2.0): 31,000 — 544 533 cellis/l
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Laboratory code

Figure 18: Resulis of the cell count for cyanophyceae in the natural sample, mean laboratory value, standard deviation (boxes), robust
mean value (dotted line) and lower and upper tolerance limits (black lines).
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MPZ — pitna voda — dominance
centrickych rozsivek



MPZ — pitna voda — dominance
centrickych rozsivek
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zdravotni
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MPZ — pitna voda — dominance améb a
bezbarvych bicikovcl



MPZ — pitna voda — dominance améb a
bezbarvych bicikovcl

jedinci/ml

Statni
zdravotni
ustav
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