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SPOSOB VYPOCTU SINiC PRI ODOBRATYCH VZORKACH Z VODNYCH NADRZI

THE METHOD OF CALCULATING CYANOBACTERIA IN WATER SAMPLES TAKEN FROM THE TANK
Tibor DZURO - Peter RUMAN — Miroslav BADIDA — Dusan SEBO

ABSTRAKT

Tento prispevok zahriia stanovenie poéitania buniek (resp. meranie diZky vidken) sinic v svetelnom mikroskope
(pripadné vyuZitie fluorescencie), po predoslej determindcii vyskytujticich sa taxdnov sinic. Bunky sa spocitavaju
v komérke Cyrus I. aZ po dezintegrdcii kolonii na jednotlivé bunky ¢&i vidkna, pripadne po dezintegrdcii na mensie
kolonie do poctu 50 buniek. Vzorky sa predtym vécsinou neupravuju odstredenim. Odstredenie sa pouZiva len
pri vzorkdch s nizkou abundanciou sinic a tieZ pri vzorkdch po mechanickej destrukcii aerotopv, resp. chemickej
destrukcii - fixdcii.
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ABSTRACT

This post includes the determination of cell count (or measure the length of fiber) cyanobacteria in the light
microscope (possible use of fluorescence) after previous determindcii occurring taxa of cyanobacteria. Cells
were counted in the chamber Cyrus |. to the disintegration of colonies into individual cells or fibers, or after the
disintegration into smaller colonies of 50 cells. Samples are usually not provided before centrifugation. Spinning
is used only for samples with low abundance of cyanobacteria and also in samples after mechanical destruction
aerotopv respectively. Chemical destruction - fixation.
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uvoD

Kvalitu véd na kupanie a hygienické podmienky prirodnych rekreacnych lokalit ako aj umelych kupalisk na
Slovensku sleduje Urad verejného zdravotnictva (UVZ) Slovenskej republiky a 36 Regionalnych dradov
verejného zdravotnictva (RUVZ), ktoré vo svojej pdsobnosti v ramci vykonu Statneho zdravotného dozoru (5ZD)
a Specializovanych uloh verejného zdravotnictva zabezpecuju monitorovanie kvality vody na kdpanie, vydavaju
pokyny na odstranenie zistenych nedostatkov, ukladaju dhradu ndkladov a sankcie. Vstupenim nasho statu do
EU sa SR zaviazala kazdoroéne predkladat, po skonéeni kiipacej sezény, Spravu o kvalite sladkovodnych oblasti
uréenych na kupanie, ktoré sa nachadzaju na jej Uzemi. Vysledky zo $ZD az monitoringu zhromaiduje
a vyhodnocuje UVZ SR, a na zaklade ziskanych vysledkov vypracovava Spravu o pripravenosti kipalisk na letnt
turistickl sezénu (LTS), ako aj Spravu SR o kvalite vody na kupanie, ktoru predklada Eurdpskej komisii (EK)
v spolupraci so Slovenskou agenttrou Zivotného prostredia (SAZP). Na to, aby SAZP mohlo vypracovat Spravu
o kvalite vdd musi vykonat odbery vzoriek stanovit jednotlivé druhy baktérii a urcit ich mnozZstvo.

ODBER, KONZERVACIA, TRANSPORT A UCHOVANIE VZORIEK

Vzorky sa odoberaju do Cistych vzorkovnic, naplnenych do 4/5 objemu. PouZiva sa rurkovy vzorkovac.
Na stanovenie sinic/cyanobaktérii v stojatych vodach (napriklad nadrzZe, prirodné kdpaliska) sa na odberovom
mieste odoberie vzorka z hibkového horizontu od 0 cm do 30 cm. Podla rozptylenia sinic/cyanobaktérii na
odberovom mieste sa odporuca odobrat plosne zlievanu integrovanu vzorku z minimalne 3 Ciastkovych vzoriek
v okruhu odberového miesta (do 4 m). Postupuje sa tak, Ze rdrkovy vzorkovaé sa vnori do vodného stipca a v
hibke 30 cm sa uzavrie. Ciastkové vzorky sa premie$aju a zleji do vhodnej nadoby a zhomogenizuji. Minimalny
objem jednej ¢iastkovej vzorky musi byt aspori 0,5 |. Po premiesani Ciastkovych vzoriek v nddobe sa nasledne
naplnia do vzorkovnice. Zvysnd zhomogenizovana vzorka z nddoby sa vyuZije na naplnenie vzorkovnic pre
stanovenie ostatnych taxonomickych skupin fytoplankténu (rias) a chlorofylu-a. Vzorky sa odoberaju z lode,
odberového méla, ojedinelé z brehu, kde je minimélna hibka vody 1 m.[1]
Odoberu sa najmenej 3 &iastkové vzorky z hibkového horizontu od 0 cm do 30 cm.
Optimalna denna doba pre odber je v ¢ase medzi 6 hodinou a 11 hodinou.
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POSTUP STANOVENIA BIOSESTONU

Do centrifugacnej skimavky sa odmeria 10 ml dokladne premiesanej vzorky. Voda sa odstreduje 5 min v
laboratdrnej centrifuge s vykyvnym nebrzdenym rotorom. V centrifuge s polomerom rotora 0,08 m sa
odstreduje pri 2 000 otackach za minutd, pri inom polomere rotora sa pocet otacok prepocita podla vzorca:

|;1 xry;  [3.2x10°

ng = | H {1]
_,'4 2 5 T2
kde:
n je pocet otacok rotora/min,
r polomer rotorav m,
index 1 vyjadrenie poc¢tu otdcok pri polomere rotora 0,08 m,
index 2 vyjadrenie poctu otadéok rotora/min pri inom polomere rotora.

Po centrifugacii sa supernatant odleje, a to tak, aby cely sediment ostal v skimavke. Voda, ktora prime na stenu
centrifugacnej skimavky sa spoji so sedimentom opakovanym kratkym, 30-sekundovym odstredenim. Objem
odstredeného sedimentu sa upravi pipetou na 0,2 ml. Na Upravu objemu sa pouzije voda zo supernatantu.
Vzorka (upraveny sediment) sa opatrne zhomogenizuje preparacnou ihlou. Kvapka zhomogenizovanej vzorky sa
prenesie na mriezku pocitacej komérky (ktord sa vopred vycisti), prekryje sa krycim sklickom a upevni sa
svorkami k pocitacej komorke. Prebytocnd voda sa z bo¢nych kandlikov pocitacej komorky odstrani vyfuknutim.

(3]

Velmi oZivené vzorky alebo vzorky obsahujlce sinice/cyanobaktérie s aktivnymi aerotopmi je nutné spracovat
bez zahustenia centrifugaciou. V tomto pripade sa na pocitaciu komoérku prenesie kvapka dokladne
zhomogenizovanej vzorky (napriklad dékladnym pretrepavanim).

V mikroskope sa spocitaju organizmy (jedince alebo bunky) na celej ploche komdrky alebo na casti plochy
podla hustoty a charakteru taxdnov vzorky. Pri poditani organizmov sa ma dodrzat nasledujici postup:

a) preparat sa prezrie pri malom zvacseni,
b) preparat sa prezrie pri zakladnom 200-nasobnom az 250-nasobnom zvacseni,
c) velmidrobné organizmy sa pocitaju pri 400-nasobnom az 450-nasobnom zvacseni.

Pri nezahustenych vzorkach sa postupuje podla tabulky 1 a zistené pocty sa vyjadruju ako:

a) pocet buniek na 1 ml,
b) pocetjedincovnalml.

Tab. 1 - Vypocet poctu organizmov v 1 ml pri analyze nezahustenej vzorky na pocitacej komérke Cyrus

I12]

Cast komorky Pocet Stvorcov Pocet jedincov alebo buniek Pocetv 1 ml
(n) (X)

Stvorec 1 a a x 160 000

1 pas 40 a ax 4000

2 pasy 80 a ax 2000

4 pasy 160 a ax 1000

10 pasov 400 a a x 400

20 pasov 800 a ax200

cela komorka 1600 a a x 100

1mm’ 16 a a x 10 000
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Na vypocet sa pouZiva vzorec:

axk
T nmzxV’ @
kde:
je pocet jedincov/buniek v 1 ml,
pocet jedincov alebo buniek v n Stvorcoch,
pocet vySetrenych Stvorcov,
zahustenie vzorky (ak sa vzorka nezahustuje z = 1),
celkovy pocet Stvorcov v komorke (pre Cyrus I, K- 1 600),
objem komaorky v ml (pre Cyrus |, V= 0,01 ml).

<=N3aXx

Pre komorku Cyrus | (obr. 1) pri zahusteni vzorky z 10 ml na objem 0,2 ml (z = 50). [3]

i R
Obr. 1 - Komorka Cyrus I[1]

Pri uréovani rozsievok je potrebné pripravit trvaly rozsievkovy preparat podla postupu v STN EN 13946.
Vysledkom stanovenia producentov a konzumentov je zoznam uréenych taxénov a pocet jedincov/buniek na 1
ml.

STANOVENIE SINiC / CYANOBAKTTERI{

Principom stanovenia je uréenie poétu buniek sinic/cyanobaktérii s velkostou buniek nad 2 pm na jednotku
objemu. Najma pri vyznamnom zastupeni sinic/cyanobaktérii vo vzorke vzhladom na ostatne taxonomické
skupiny alebo pri ich ucelovom stanoveni je potrebné vzhladom na ich charakteristické vlastnosti (tvorba
pocetnych koldnii, pritomnost aerotopov) pouZit aj iny postup Upravy vzorky. Vyber postupu alebo postupov sa
zvoli po predoslom vykonani kvalitativneho stanovenia smic/cyanobakteni. [4]

Ucinnost dezintegracie zavisi od povahy konkrétnej vzorky. V pripade stéasného vyskytu sinic uvedenych v
bode b) a c) je nutné spracovat a pocitat vzorky jednotlivo, podla oboch postupov.

Pri pocitani sinic/cyanobaktérii je potrebné spocitat minimalne 100 buniek alebo vldkien na komérke.
Sinice/cyanobaktérie sa poditaju pri 200-ndsobnom aZ 400-nasobnom zvaéseni za sucasného preostrovania
vzorky, vzhladom na prilnutie buniek sinic ku komoérke alebo kryciemu sklicku. Pri kvantifikacii
sinic/cyanobaktérii sa uprednostiiuje pocitanie nezahustenej vzorky. Zahustenie vzorky sa odporuca v pripade
pridania Lugoiovho roztoku alebo KOH (po reaktivacii aerotopov), ak je predpokladany pocet buniek na
komérke mensi ako 100. Zahustuje sa centrifugaciou pri 700 g pocas 5 min. Podla o¢akdvanej koncentracie sinic
je mozné objem po centrifugdcii pred pocitanim na komérke Cyrus | upravit na 0,2 ml, 0,5 ml alebo 1 ml. Pri
vlaknitych siniciach/cyanobaktériach, kde nemoino jednoznaéne rozlisit bunkové priehradky (napriklad
Planktothrix, Aphanizomenon, Pseudanabaena, Limnothrix), sa na stanovenie poctu buniek meria dizka vldkna,
pri¢om jednej bunke zodpoveda dizka vidkna 5 pm. [3]

Na vypocet pocdetnosti sinic/cyanobaktérii s vyuZitim dezintegracie koldnii/vlaken sa pouZije tento vzorec:
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je pocetnost buniek vsetkych pocitanych taxénov sinic/cyanobaktérii (bunky v 1 ml),

celkovy pocet spocditanych taxdnov sinic/cyanobaktérii,

pocet buniek sinic/cyanobaktérii v pocitanej ¢asti komorky,

pocitand plocha komorky v mm?, alebo vyjadrena ako pocet pasov alebo Stvorcov komérky,

Py celkova plocha komoérky v mmz, alebo 40 pasov alebo 1 600 stvorcov (P, a P, musi byt v rovnakych
jednot-kach),

Vy objem vzorky pouZity na dezintegraciu v ml,

Vion  Objem pridaného cinidla v ml (KOH, Lugolov roztok), v pripade Lugolovho roztoku sa vacsinou

T s>

zanedbava,
Vy objem vzorky pouZity na zahustovanie v ml (ak sa vzorka nezahustuje V, =1 ml),
Vv, objem zahustenej vzorky v ml (ak sa vzorka nezahustuje V, = 1 ml),

Vi objem komorky Cyrus | v ml (0,01 ml). [4]
ODBER VZORIEK V STOJATYCH VODACH

Technika odberu ako aj zdkladné podmienky odberu su rovnaké ako v pripade odberu vzoriek v tokoch. Vzorky
bentickych rozsievok a vzorky perifytonu a vldknitych baktérii sa odoberaju samostatne do samostatnych
vzorkovnic.

V principe sa vzorky odoberaju z ponorenych substratov z jedného alebo viacerych odberovych miest z roznych
Casti vodnych utvarov stojatych voéd (napriklad nadrze, jazera) v zavislosti od ich velkosti a vhodnosti
odberového miesta.

Vyber poctu odberovych miest zavisi od ucelu stanovenia a od velkosti a r6znorodosti vodného utvaru. Tak ako
aj v tokoch, vzorky by sa mali odoberat v stojatych vodach z podobného substratu, z litordlu a vidy v oblasti
vystavenej ¢o najmensSiemu kolisaniu hladiny a bez zjavného priameho zdroja znecistenia v dosledku
antropogénnej ¢innosti (s vynimkou Specificky zameranych vyskumnych préc). [2]

Hibka odberu zavisi od priehladnosti vodného stipca, v priemere sa vybera substrat v hibke do 50 cm v
miestach s dostato¢ne presvetlenym vodnym stipcom. Najvhodnej$im typom odoberaného substratu su
kamene réznych velkostnych kategérii alebo vodné makrofyty. Vodné makrofyty sa odoberaju najma tam, kde
je pevny substrat pritomny len v ¢astiach velmi ovplyvnenych kolisanim hladiny alebo tam, kde chyba.
Odporuca sa odoberat vzorky z tych druhov vodnych makrofytov, ktoré maju pevné listy a stonku. Ideélne je, ak
sa na vsetkych odberovych miestach a aj Utvaroch stojatych vod odoberaju vzorky z rovnakych druhov.

Pred vlastnym odberom sa na kazdom odberovom mieste zhodnoti Struktira a stav ndrastov. Pri vlastnom
odbere treba dodrzat rovnaky postup ako v pripade odberu vzoriek z tokov s tym rozdielom, Ze substrat sa
nevybera z prudnice, ale z miesta ¢o najmenej ovplyvneného kolisanim hladiny, dostato¢ne presvetleného, kde
sa nachadza ndrast v stabilnych podmienkach. Zoznam vyssich sytematickych skupin fytobentosu su zahrnuté
v tabulke 2. [5]

Tab. 2 - Zoznam vyssich systematickych skupin fytobentosu zahrnutych do stanovenia percentudlneho

podielu[3]
Cyanophyta sinice
Rhodophyta cervené riasy
Chlorophyta zelené riasy
Chysophyceae ZItohnedé riasy
Bacillariophyceae rozsievky
Conjugatophyceae spajavky
ostatné skupiny
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ZAVER

Problém znecistenia povrchovych véd Zivinami, predovsetkym fosforom a désledky masového rozvoja sinic sa
stdva Coraz vaznejSim. Nadmerny prisun Zivin naplavenin organickych latok vedie k zhorSovaniu kvality vody a
vedie k rozvoju vodného kvetu sinic a tym k obmedzeniu nielen rekreacného vyuzitia nadrzi. Preto je nutné
merat jednotlivé mikroorganizmy vo vodnych nadrZiach av pripade ich premnoZenia zabranit negativnym
vplyvom. NajucinnejSim spOsobom je vyuzitie eliminacnych metdd, ¢i uz mechanickych, chemickych,
biologickych alebo elektrolytickych metdd.

Tento ¢lanok bol vytvoreny realizaciou projektu "Implementdcia a modifikacia technoldgie na zniZovanie
vyskytu sinic v stojatych vodach" (ITMS: 26220220028), na zaklade podpory operacného programu Vyskum
a vyvoj financovaného z Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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