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Vyuziti mikroskopickych
rozbory vody

> Standardni rozbory
— mikroskopicka kontrola pitné vody pro ucely vyhlasky c.
252/2004 Sb.

— mikroskopicka kontrola surové vody a vody v procesu Upravy
pro Ucely vyhlasky ¢. 428/2001 Sb.

— mikroskopicky obraz v koupacich vodach podle vyhlasky c.
238/2011 Sb.

— stanoveni sinic v koupacich vodach,

> ,Nestandardni® rozbory
— ,hydrobiologicky audit"

I\«

— vysetreni priCiny n€jakeho jevu (napr. pachu, zakalu, narostu

Statni
zdravotni o )
ustav
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2.1/11/XXX Limit 2.1/11/YYY

Nézev rozboru Jednotka | Vysledek -zdroj [ hodnota Vysledek - balena voda Limit Identifikace metody | Pozn.
(typ) hodnota (typ)
vzorek 1|wvzorek 2 lahevl | lahev2 | lahev3 [ lahev4 | lahev5
SOP 1/2.1
enterokok KTJ/250 mi 0 0 0 (NMH 0 0 0 0 0 0 (NMH . A
y ( ) ( ) (CSN EN ISO 7899-2)
o . SOP 5/2.1
Escherichia col KTJ/250 mi 0 0 0 (NMH 0 0 0 0 0 0 (NMH . A
ehia cott (NMH) (NMH) 1 on EN 150 9308.1)
. . SOP 5/2.1
koliformni bakterie KTJ/250 mi 0 0 0 (NMH 0 0 0 0 0 0 (NMH y A
( ) ( ) (CSN EN ISO 9308-1)
smcztargx {’edukujlcz ftrevm _ KT3/50 mi 0 0 0 (NMH) 0 0 0 0 0 0 (NMH) ) SOP 16/2.1 A
sporulujici anaerobni bakterie (CSN EN 26461-2)
Pseudomonas aeruginosa KTJ/250 mi 0 0 0 (NMH) 0 0 0 0 0 0 (NMH) SOp4/2.1 A
g (CSN EN ISO 16266)
o¢ty kolonii pii 22°C KTJ/1ml 4;2 20; 11 | 20 (MH) 15 50 50 28 23 100 (MH)* SOP6/2.1 A
poct r ’ ’ (CSN EN ISO 6222)
P 6/2.1
pocty kolonii pii 36°C KTJ/1ml 31 1;3 5 (MH) 2 3 1 0 6 20 (MH)* . SOP &/ A

mikroskopicky obraz - Zivé SOP 13/2.1
organismy (CSN 75 7712)

jedinci/ml ; 0 (NMH) 0 (NMH)

v4 -z Doporucena / .
Nizev rozboru Jednotka Vysledek P f Identifikace metody | Pozn.
limitni hodnota :
Sinice bunky/ml 349650 200007100000 JSOP 42 (TVN 757717y A
sinice /1 15.6 2/10 TVN 75 7717
Poznamky:

Mikroskopicky obraz: Ve fvtoplanktonu dominovaly (odhadem vice nez 50%) simice (viz. nize). Z ias byly zastoupeny
predevsim centrickée rozsivky, skryténky a zelené rasy

Sinice: Mezi sinicenu previadaly viaknité smice. Nevice bylo Planktothrix agardhi (177300 bunék/ml: 9.5 mun’/1). Méneé
etné byly sinice zieymé rodu Gietlerinema (56450 bunék/ml; 0.9 mm’/1), sinice rodu Anabaena (A tflos-aquae, méné pak
A compacta; 54150 bunék/ml, 3.4 mm*/1) a Aphanizomenon gracile (25700 bunék/ml: 1.2 mm*/1). Pitomnost tenkych
vlaknitych smic byla pomeérné nizka (30500 bunék/ml: 0.3 mni/1),

Stanoveni objemové biomasy je nutno povazovat za ortentaéni




¢

£ Priklad ,nestandardniho® rozboru

> stiznost ,,zelena" balena voda
> mikroskopicky nalez atypicky
» pach — seno, hniloba (lehce)

o

Statni
zdravotni
ustav




svelmi husté
=jeden druh

=eukaryotni (pravdépodobné zelena rasa)
=kolonie - nepodoba se nicemu znamému




Fluorescence
=Slaba (na zivou rasu)









VYSLEDKY LABORATORNICH ZKOUSEK

Nazev rozboru Jednotka | Vysledek Identifikace metody |Pozn.
: L ViZ. SOP 13/2.1
mikroskopicky rozbor Pornamka (CSN 75 7712) A

Poznamka: Ve vzorku se vyskytovaly kompaktni shluky tvorené jednim druhem zelené kokalni rasy, ale
pomeérne v netypickém stavu. Jednalo se pravdépodobné o rasy rodu Chlorella z rozdrcené tablety (viz

srovnani v priloze). Ve fluorescenénim mikroskopu v modrém excita¢nim svétle svitily fasy slabé

(oranzové) nebo vibec. V zeleném excitacnim svétle svitily vyrazné ¢ervene, coz poukazuje na fakt, ze

rasy nejsou fyziologicky aktivni. Ve vzorku se vyskytoval také mensi pocet heterotrofnich bakterii,

jejichz vyskyt vsak muze byt az sekundarniho ptivodu (pomnozeni na biomase fasy po piidani tablety).
Vzorek mel pro tablety chlorely typicky pach (piipomina seno).




Schopnost interpretovat nalez

Ale to je dulezité nejen v biologii

Statni
zdravotni
ustav




Co by meél pracovnik provadejici
mikroskopické rozbory vody znat

> metodické postupy vcetné toho, jak spravneé
mikroskopovat

> mikroskopické organismy a dalsi ve vodé se

Vv Vv

bézné vyskytujici objekty

> chovani jednotlivych vysetrovanych systém
(pro spravnou interpretaci nalezu), vcetné
zakladnich informaci o ekologii vodnich
organismd

Statni
zdravotni
ustav




Co se nachazi pri mikroskopickem
rozboru vody?

> sinice a rasy

> prvoci (bezbarvi bicikovci, nalevnici)

> bakterie — jen omezené — vétsinou jsou
prilis malé

> virnici a korysi (buchanky, vznasivky,
perolocky) — jen ojedinélé nalezy (pri
standardnim objemu vzorku)

> abioseston — nezive castice

Statni
zdravotni
ustav
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Dulezité

>Naucit se urcovat chvili trva

>rozhodné ne vSechno lze
urcit, i kdyz to uz docela
umite




Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb.

> dUlezité poznamky k jednotlivym
ukazatelim

Statni
zdravotni
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. . typ or:
¢. ukazatel jednotka limit limitu Vysvétlivky
5 |mikroskopicky obraz — % 10 MH 3
abioseston -

6 |mikroskopicky obraz — pocet | jedinci/ml 50 MH 3,4
organismu

7 | mikroskopicky obraz — Zive jedinci/ml 0 MH 3,4,5
organismy

3. Nedilnou soucasti vysledku zkousky jsou i dalsi informace ziskané pfi mikroskopickém
rozboru, které mohou pfispét k interpretaci vysledkli. Tento slovni popis obsahuje zejména
sloZeni piitomného abiosestonu (pfipadné jeho mozny pilivod), bliz§i zafazeni pfitomnych
organismi a jejich moZny ptvod (surova voda, pomnozeni v sit1), jejich pfisluSnost k obtizné
odstranitelnym skupinam apod. V piipadé vyskytu Zivych organismu u vod zabezpelenych
dezinfekci je vzdy nutné udat, o jaké organismy se jednalo. U podzemnich vod se
zaznamenava piedevSim pfitomnost organismi véazanych na povrchové vody a organismi
indikujicich zhorSenou jakost vody. Podzemni voda s vyskytem organismii vazanych na
povrchové vody musi byt povaZovana za vodu podzemni ovlivnénou vodou povrchovou (viz
vysvétlivka 1).

4. Organismy zahrmované pod tento ukazatel se pro ucely vyhlaSky rozumi sinice a v8echny
eukaryontni organismy (fasy, prvoci, mikromycéty, virnici, hlistice apod.). Mikroskopicky
nalez masového vyskytu organotrofnich bakterii (vice nez 100 bakterii/ml) je tfeba posuzovat
1ako pfekro¢eni MH ukazatelt ¢. 6 pfip. ¢. 7.

5. Mezni hodnota plati pouze u vod zabezpe&enych desinfekci. Zivé organismy obsahujici
chlorofyl se odli§i pomoci autofluorescence chlorofylu. Ostatni, pokud je to mozZné, podle
dal8ich znaki (naptiklad pohyb, stav protoplastu).



Microcystin-LR
z vyhlasky €. 252/2004 Sb. (v platném zneéeni)

Stanovije se u pitné vody upravené = povrchové vody v obdobi, kdy Ize ocekdvat zvvseny vyskyt
sinic. Cetnost stanoveni miize orgdn ochrany verejného zdravi omezit nebo od stanoveni tohoto
ukazatele zcela upustit tam, kde osoba podle § 3 odst. 2 zdkona® do provozniho #ddu podle § 4 odst.
3 zdkona uvede vhodny postup zarucujici, Ze mozZny vyskyt cyanotoxinit v pitmé vodé bude
podchyveen a ndsledné budou cinéna vcéasnd a ucinnd opatreni, kterda zabrani ohroZeni verejného
zdravi. Za vhodny postup k podchvceni cvanotoxinit se povazZuje napr. sledovdni sinic ve
voddrenském zdroji pomoci vhodnvch metod, pouZiti vhodného biotestu ke zjisténi, zda piitomné
sinice obsahuji cvanotoxiny, pripadné stanoveni toxinii piimo v biomase sinic nebo v surovée vode.
Za icinna opatrent se povazuji napr. zmena odbérového horizontu s niZsi koncentraci sinic, pouZiti
voddrenské technologie prokazatelné vedouci k odstranéni cvanotoxinit z upravované vody nebo
docasné odstavent voddrenského zdroje. “



Metodické normy

>CSN 75 7712 — Jakost vod — Biologicky
rozbor — Stanoveni biosestonu (2005)

>CSN 75 7713 — Jakost vod — Biologicky
rozbor — Stanoveni abiosestonu (1998)

Statni
zdravotni
ustav




Odber

> 'é%%l%ém\/é normy" normy fady CSN (EN) ISO

» vzorkovnice plnit cca do 4/5 objemu

> u dezinfikovanych pitnych vod je nutne
neutralizovat ucmky dezinfekce thiosiranem
sodnym stejnym zptsobem jako u vzorkd pro
mikrobiologicky rozbor
— na kazdych 100 ml j l]]IhO objemu 0,1 ml 1,8 %
(m/m) roztoku pentahydratu thiosiranu sodného
> pozor na vzorkovnice se zabrusem

— moznost uvolfiovani drobnych sklenénych strepl

Statni
zdravotni
ustav










Transport vzorkd

> zpracovani do 24 hodin

> predepsano CSN 75 7712
— teplota: 2 — 5°C
—tma

Statni
zdravotni
ustav




Staré vzorky

»zmena kvantity i druhového slozeni

> pomnozeni nékterych organismu (napr.
Anthophysa vegetans, bezbarvi bicikovci,
menavky)

Statni
zdravotni
ustav










Zahusténi — odstredéni,
centrifugace

Statni
zdravotni
ustav




PomUcky - odstredivka

> odstredivka s vykyvnym rotorem
> Uhlovy rotor nepripustny
> kontrola otacek

SUpernatant
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Parametry odstred’ovani

> 2000 otacek za minutu po dobu 5 min.

— bez uvedeni poloméru rotoru je udaj, ktery
necharakterizuje presné podminky
odstred’ovani

— prejata informativni priloha, ve které je
uveden prepocet otacek v zavislosti na
poloméru rotoru

Statni
zdravotni
ustav




Pomucky - zkumavky

» kalibrace na 10 ml; 1 ml; 0,5 ml;
0,2 ml

> overeni kalibrace osobou, ktera
bude provadét zahustovani

>z 10 mlna?

— pitna voda 0,2 ml

— povrchova podle mnozstvi pritomnych
organismdl

Statni
zdravotni
ustav




Problemy pri centrifugaci

> ztraty

> chyby pri odmeérovani
objemu

Dlsledek — pokud se zahustuje, budou vysledky ménée

o presné a v nékterych pripadech podhodnocené

ustav




Pocitaci komurka Cyrus I

»plocha 1 cm?
>40 x 40 past

Statni
zdravotni
ustav




250 um

1000

125



Statni
zdravotni
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Jednotky pro vyjadreni vysledku

> posun od , protézovani" jedincl k
rovnopravnosti vyjadrovani vysledkd v
jedincich i bunkach v zavislosti na
ucelu rozboru
—jedinci — rychlé, v nékterych pripadech je

vSak obtizné interpretovat vysledek

— bunky - predevsim u ras a sinic, ale u
nékterych organismt (napr. velké kolonie)
je nelze spocitat

Statni
zdravotni
ustav




Termin jedinec (organismus)

> Za jedince se povazuje samostatna burnka
(nezalezi na jeji velikosti), dale cenobium nebo
kolonie do velikosti 100um a viakna do délky
100um. Cenobia, kolonie a viakna prekracujici
uvedene rozmery se vyjadruji jako jejich nasobky.
U kolonidinich nalevnikd, virnikd a drobnych
mnohobunécnych Zivocicht se pocita kazdy
jedinec zviast.

Statni
zdravotni
ustav







Statni
zdravotni
ustav







Statni
zdravotni
ustav







Dullezita informace o jedincich

> moc si s tim nelamat hlavu, tak nanejvys
v okruznich rozborech

Statni
zdravotni
ustav




Zahusténi na rtizné objemy podle
oziveni vzorku

> pUvodni normy umoznovaly zahust'ovat
pouze na 0,2 ml

> revidovana norma — podle oziveni vzorku
zahustovat lze v rozmezi 0,1 — 1 ml

> nezahust'ovat vzorky od poctt 50 000
jedinct/ml a vice (ptvodné od 10 000
jedinct/ml)

Statni
zdravotni
ustav




Fixace Lugolovym roztokem
podle Utermohla

> povinnost zpracovavat cast vzorku po
fixaci Lugolovym roztokem podle
Utermonhla
— pri vyskytu organismd, které Spatné
sedimentuji (typicky sinice vodnich kvétl)
— pri vyskytu vétSiho mnozstvi organismd,
které snadno podléhaji destrukci

Statni
zdravotni
ustav







Rozméry objektl

> hrubé odhady

— podle velikosti zorneho pole

— podle mrizky pocitaci komarky
> mereni (nutnost kalibrace)

— mikrometr

— analyza obrazu

Statni
zdravotni
ustav




Rozliseni biologickeho stavu (tj.
odliSeni Zivych organismi)
> pro organismy s chlorofylem vyuzita

autofluorescence chlorofylu

> postup i pro organismy neobsahujici
chlorofyl (pohyb, stav protoplastu)

Statni
zdravotni
ustav
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Excitacni svétlo Separace excitacniho
svétla a fluorescence

Statni
zdravotni
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Nitzschia ziva X mrtva

Statni
zdravotni
ustav
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Vyuziti fluorescence pri vyskytu
velmi drobnych organismu

> pocitani velmi drobnych organismu v
pocitacich komurkach Cyrus I, Burker
apod. je zatizeno velkou chybou

> usnadneni pomoci fluorescence — i
presto bude stanoveni zatizeno velkou
chybou

Statni
zdravotni
ustav




Omezeni — velmi drobné organismy

> vyuzit lepsich optickych vlastnosti tenkeho kryciho skla

> neni dodrzena standardni vyska komdrky — stanoveni
pouze orientacni (cca 90% ptvodniho objemu)

Statni
zdravotni
ustav




Kontaminace vzorkd — prach v laboratofi




bunic¢ina — kontaminace v laboratori

vata — kontaminace v laboratori \
i
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v
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Bunicita vata se vyrabi ve tvaru listu z bélené sulfitové nebo
o . , v v sulfatové buniciny, do které se smi primichavat az 20 %
Vata je slisovane vlakenné rouno o hustote az 80 kg/m3 v o r . Lo
jehoz vlakna drzi vlastni silou pohromadé. Vyrabi se z krf':’]tké ' c_lrevnl bunlcmvy (p_aplru). Konecny vyrobek sestava z_]eclln,ovho I
bavinv. bavinéného odoadu nebo z viskc’)z.ové stiie ke J listu nebo z nekolika vrstev nad sebou. Pro zdravotnickeé ucely
5 dravg’tnick;'/m hygienil:é kym a kosmetickym Geldm se vata dodava adjustovana nebo délena v rlznych formach a
! http://cs.wikioedia.orél/wiki/Vata ) velikostech. http://cs.wikipedia.org/wiki/Vata
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Vata

