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1 Inledning

Totalbiomassa av bakterier utgor en indikator pa néringsstatus i vattenmiljoer och darmed
uppfoljning av 6vergddning. Den finns beskriven 1 Helsingforskommissionens riktlinjer for
miljddvervakning i Ostersjon (Baltic Sea Environment Proceedings No. 27D). Bildanalys av
proverna foljer metodanvisning 1 angivna vetenskapliga publikationer dér en standard fungerar
som kvalitetskontroll.

1.1 Bakgrund

Bakterieplankton utgdr en stor del (50%) av den levande massan 1 Bottniska Viken. I
Bottenviken stdr bakterieplankton for hélften av sekundarproduktionen i néringsviaven. Den
organiska produktion i form av bakterieplankton &r dirmed jamforbar med véxtplanktons 1

detta havsomrade. Bakteriehalten har visats 6ka med 6kande néringsstatus i1 akvatiska system 1,

2, Overvakning av bakterieplankton ir dirfor motiverat for uppfoljning av dvergddning.
Bakteriehalt och cellvolym behdvs ocksd for att skatta kolinnehdll per bakterie for skattning av
bakteriell biomassaproduktion och syrekonsumtion nér tymidin anviands som radioaktivt
sparamne (se metodanvisning bakteriell syrekonsumtion).

1.2 Princip

Bakterieplankton i naturliga vatten ir relativt sma (= 0.5 um) och fa (106 ml-!) jaimfort med
bakterier 1 kulturer med rika tillvaxtsubstrat. For att skapa en béttre kontrast i mikroskopet

maste bakterierna dirfor infargas med ett fluorescerande fargdmne exv. acridin orange (AO)3.
Detta ér en plan aromatisk molekyl som binder relativt ospecifikt till framst nukleinsyra men
dven andra cellkomponenter. AO fluorescerar med synligt (rodorange) ljus vid bestrdlning med
450-490 nm ljusvéaglangd.

Ett bakterieprov filtreras ner pa ett svértat filter och fargas i en filtertratt. Alla bakterier i provet
kommer dirmed att ligga i ett plan vilket 6kar koncentrationen av bakterier per ytenhet och gor
det lattare att fokusera cellerna. Filtret monteras pa ett objektglas, paraffinolja placeras pa
filtret innan tiackglas appliceras for skapa minimal brytning av ljuset.

Ett statistiskt faststillt antal ytor av filtret rdknas med hjdlp av en okular-ruta, vars area bestdms
mot en mikrometer linjal. Den filtrerade arean pa filtret berdknas fran trattens innerdiameter.
Medelantalet bakterier per rakneruta berdknas och antalet bakterier pa hela filtret bestims
genom att multiplicera med kvoten mellan filtrerad area och okular-rutans area.

Med hjélp av bildanalys kan uppskattningar av bakteriernas langd och bredd goras 4, Skattning
av volym kan ocksa goras med standardmatt 1 okular. Volymen berdknas fran geometriska
formler for sfarer och cylindrar. Frdn volymen kan berdkningar av biomassan goras med hjilp
av kénda kol-till-volym forhallanden.
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1.3 Omfattning

Prover fran salt, brickt och sott vatten kan analyseras. Filtrering av en midngd prov som ger c:a
30 celler per liten okularruta gor att halter frin 104 celler ml-! och uppat kan detekteras.

1.4 Storningar

Provet ska vara konserverat vid filtreringen och filtrering samma dag efterstrévas. Filtrering
bor ske inom 7 dagar frén provtagning.

Se till att vl skdljda provtagningskérl anvénds. Provflaskor och 16sningar som tillfors provet
maste vara fria fran storande partiklar som kan bli fargade. Observera att filtreringsmomentet
forloper med normal hastighet. Alltfor snabb filtrering kan tyda pa ldckande filter, felaktigt
ansatt filter eller for hogt undertryck.

Bakgrund skall normalt vara svart med tydliga bakterier. S6k felkéllor och atgérda for ljus
bakgrund innan provet réknas.

Notera att tva kvaliteter av svértade filter forekommer pa marknaden. Det svartare krivs vid
bade mikroskopering och bildanalys.

Kontrollera mikroskopets utrustning fore varje raknetillfille. Forandringar av objektiv, okular
eller linser kan andra forstoringsfaktorn!

Om mycket storre detritus-partiklar finns i provet kan en stor andel partikelbundna bakterier
finnas. Bakteriehalten kan d& underskattas. Behandla provet i forekommande fall med
detergent och sonikering enligt p. 4.3.

1.5 Kontaminationsrisk

Se till att filtreringstornen &r rena sé att det inte finns pavixt av bakterier pa dem, det skulle
kunna 6verskatta bakteriehalten 1 vattnet. Den begransade méingd bakterier som kan tillforas
via luft bedoms ej vara en betydande kontamineringsrisk. Bakterier kan dock forekomma i
MilliQ-vatten varfor ett bakgrundsprov skall goras vid varje filtrering.

1.6 Sakerhet

Acridinorange och formaldehyd dr hdlsovadliga amnen. Hantering av dessa kemikalier skall
ske 1 dragskap och handskar skall anviandas. Om handskar kontamineras skall de bytas snarast
mdjligt. Vid hantering av acridineorange i pulverform for beredning av bruksldsning skall
munskydd anvéndas da pulvret &r starkt cancerogent.

1.7 Ovrigt
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2 Forberedelser
2.1 Disk och rengéring
Provflaskor

Provflaskorna diskas med detergent och varmt vatten samt skoljs med MilliQ. Flaskorna
lufttorkas och forvaras med isatt gummipropp for att minimera kontaminering av luftpartiklar.

Filtrerutrustning

Filtrerutrustningen diskas direkt efter anviandandet. C14-centralens filterbytta skéljes med
ljummet vatten och sedan partikelfritt avjonat vatten (MilliQ-vatten). Detsamma géller
filtertornen. Var sirskilt noga med filterstoden. Efterstrdava att inget fargimne syns.

Objekt- och tickglas

Rena objekt och tickglas direkt frdn forpackningen kan anvéndas utan ytterligare rengdring. Se
dock till att det inte finns ex. pappersfibrer pd objektsglaset, som d& maste torkas av for att
filtret ska bli plant.

Mikroskop

Okularen och objektivens linser rengores vid behov av mikroskopansvarige enligt beskrivning 1
mikroskopparmen. Anvénd linspapper och kemiskt ren bensin. Vid mer omfattande rengdring
anlitas representant for mikroskoptillverkaren (exv. Zeiss).

2.2 Identifiering av prov

Alla provflaskor mérks innan provtagning med kryssningsnummer, stationsbeteckning, analys
(bakterieantal), provtagningsdjup och ar. Markningen skrivs med vattenfast tusch pa tejp med
vattenfast klister. Objektglas mérks med kryssningsnummer, stationsbeteckning,
provtagningsdjup och ar med vattenfast tusch.

2.3 Reagens

Eftersom formaldehydkristaller som stor mikroskoperingen faller ut med tiden i1 koncentrerad
formaldehyd filtreras 37% formaldehyd genom ett 25mm & acrodisc *filter 0,2pum porstorlek,
innan den anvénds.

Blanda 30mg acridine orange i 10ml MilliQ. Anvénd munskydd och handskar.
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24 Innan kryssning/provtagning

I rena glasflaskor (50 ml injektionsflaskor) tillsdtts 2.0 ml, 0.2 um filtrerad, 37% formaldehyd
som konserveringsmedel. Antal flaskor motsvarar antalet provdjup. Forslut med en gummikork
och parafilm. En aluminiumhétta skall finnas 106s till varje flaska for forslutning efter
provtagning.

2.5 Protokoll

Protokoll ska skrivas ut innan avfard for provtagning enlig Forberedelseanvisning.
3 Provtagning

3.1 Provtagning
Provtagning sker enligt metodanvisning for vattenprovhdmtning

Skolj en Vogelpipett med provvatten, mit upp 50 ml provvatten och hill 6ver till en 50 ml
injektionsflaska, som innehaller 2ml filtrerad formaldehyd.

3.2 Konservering/upparbetning

2 ml formaldehyd ska tillséttas till 50 ml prov om det inte redan finns i flaskan provet héllts 1.

33 Forvaring

Forvara provtagningsflaskorna vid 4°C. Ett konserverat bakterieprov kan sparas i kylskap
(4°C) 7 dygn innan mikroskoppreparat méste goras. Fardiga mikroskoppreparat kan dock

sparas i frys (-20°C) minst 70 dagar utan forlust av celler 5. Férvara preparatfoldern
horisontellt, annars rinner immersionsoljan bort.

Om filtren sparas utan att monteras pa tdckglas kan de sparas 4 manader.
4 Metodbeskrivning

4.1 Reagens

Acridine orange, immersionsolja, och MilliQ-vatten enligt p. 9.
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4.2 Kalibreringslésningar

Latexkulor som fluorescerar enligt p. 9.

4.3 Upparbetning

Férskt MilliQ-vatten méste anvdndas. Forvara i tvé sterila ror (Falcon 50 ml). Ett anvands for
skoljning av pipett mellan dverforing av olika prover. Det andra anvénds for blank och tvitt av
filter efter infargning med acridine orange.

Prover som har en stor midngd tydliga flockar med partikelbundna bakterier méste sonikeras

fore filtrering. Detta géller frdmst prover fran kuststationer under vissa sdsonger 6. En
konserverad provlosning tillsétts Triton X-100 (0.001% slutkonc.) och natriumpyrofosfat (10
mM slutkonc.). Provet vortexas 5 s. Sonikera provet pa isbad 30 s vid 75 Watt effekt.

A Rengor filtreringsplattan med pappersduk, sting vredet och placera nagra droppar MilliQ-
vatten pa filtreringsplattan.

B Lagg pa ett GF/C filter, se till att det blir indrankt med MilliQ-vatten. Lagg pa ett svértat
polykarbonat filter (exv. MSI) 0.2 um porstorlek. Applicera vakuum sé att filtret ligger platt pa
ytan. Still pa filtertornet. Stang vacuumsugen och vredet pa filterbyttan nar undertrycket
fosvunnit.

C Gor ett blankprov per filtrering dér 1 filter fargas utan att prov eller MilliQ tillsats.

D Skaka provflaskan ordentligt 10 s. Oppna korken och éverfor med pipett 3-7 ml prov si att
c:a 30 celler per stor rdkneruta erhélls (samma tipp som under C kan anvéindas). Folj
rekommenderad volym vid olika sdsonger och stationer enligt Tilldggskapitel 11.1. Skolj pipett
med MilliQ-vatten mellan proverna.

E Filtrera vid ett tryck av -13 kPa (-100 mm Hg, 0.87 bar, 14 psi, ) till filterytan ar torr. Sting
vredet och vacuum. Se till att inget vacuum finns kvar i byttan.

F Tillsdtt 10% v/v Acridinorange (ca 15 droppar, konc. 30 mg/10 ml) genom ett 0.2 um
sterilfilter (exv. Acrodisc ®). Filtret skall vara tickt av acridinorange under hela fargningen.
Lat std i 5 min. Mérk under tiden objektglas med station, kryssning , ar, djup och filtrerad
volym, dven blankproverna. Applicera immersionsolja enligt punkt I.

G Filtrera igenom acidinorange-16sningen och sting vredet. Tvitta filtret genom att tillsétta 1
ml partikelfritt MilliQ-vatten med ny tipp. Sug igenom MilliQ-vattnet s filtret blir torrt och 14t
vacuum vara pa. Ta bort tornen och plocka upp filtret med en pincett.

H Lufta filtret minst 30 s sa att det blir torrt. (Filtret kan mérkas och lagras i detta skede.)
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I Smorj filtrets undersida och fordela oljan pa en yta motsvarande filterarean genom att fora
filtret 6ver en droppe immersionsolja pd ett objektglas. Placera filtret pa objektglaset med
immersionsoljefilmen under. Applicera en lite storre droppe over. Lagg pa tackglas och 1at
immersionsoljan spridas dver hela tickglasytan innan mikroskopering (bidrar till plan
filteryta). Montera tva provfilter per objektglas och anvind ett stort tackglas for bada filtren.
MilliQ-filter maste monteras pd samma objektsglas som ett provfilter for att underlatta
fokusering vid mikroskopering av MilliQ-provet. Forvara preparaten i avsedda mappar vid -
20°C.

J Tvitta filterhallare och filtertorn efter prepareringen enligt p 2.1. Se p. 3.3 for forvaring av
prov.

K Konserverat prov och ridknat preparat sparas till utviardering av arets prover utforts.

4.4 Kalibrering

Kontrollera att mikrosképets instdllningar (linser och filterset) stimmer med p. 8.2. Anvénd ett
godkint preparat med latexkulor av bestdmd storlek som kalibrering/kontroll av bildanalysen.
Standarden analyseras fore och efter §vriga prover under en analyssession.

4.5 Analysforfarande

4.5.1 Lagring av mikroskopbild

A Kontrollera att rétt utrustning ar installerad pa mikroskopet, utrustningen paverkar
forstoringen (jmf. p. 8.5). Notera brinntid pa kvicksilverlampan via rdkneverket (enhet:
timmar) sa den dr 1 god kondition (max. 200 timmar). For sjdlv in den tid du nyttjar
mikroskopet i loggboken, (instrumentlogg, bilaga 4.12:4)

B Starta programmet 1Q-base pa datorn. Sétt igdng huvudstrommen till kameran pa
styrenheten. Se till att instéllningar enligt p. 8.6 och 8.7 stimmer.

C Gor bildanalys péa samtliga prov och MilliQ-blanken. For varje bildanalyssession kors ocksé
en standard fore och efter proverna med fluorescerande latexkulor enligt p. 9.4. Placera en
droppe immersionsolja pé tickglaset. Anvind vid behov forst ljusfilterset 09 enligt p.8.5
Fokusera bakterierna genom okularen. Byt i forekommande fall till filterset 15 som passar
bildanalyssystemet béttre (mindre bakgrund, battre kontrast). Sténg ljusgéngen till okularen
helt och 6ppna fullt till kameran.

D Aktivera menyn "Image-aquire". Bilden fran preparatet skall komma upp pa skérmen.
Skdrmen skall vara instilld pa 256 farger och en upplosning av 832x624, 75Hz.
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E Finfokusera bilden pé skidrmen med fokuseringsratten pa mikroskopet. Justera exponeringen
sé att det ljusaste objektet av intresse ej dr dverexponerat. Oppna fonster med histogram for
pixel-intensitet Over starkast lysande objektet som skall tas med. Markera ruta med diagonalt
streck 1 kontrollmenyns dvre del. Placera ett streck som ett snitt dver den partikel som skall
maitas. Grovjustera pa kameran slutartiden med skruven "Expo. time". Bor bara behdvas om
andra objekt (exv. véaxtplankton) bildanalyserats. Finjustera exponeringen med knappen "Video
level gain" pé styrenheten. Varden motsvarande 600-800 ljusenheter efterstravas som maximal
intensitet for starkaste lysande partikeln som skall med. Bakgrunden bor vara jimn fram till
partikelkanten och ligga pa 100 enheter. Om skdrmen &r instilld pad mer &n 256 farger kan en
halo bildas runt bakterierna.

Naér du dr ndjd med bilden klicka med muspilen pa bilden sé att den fryses (“pil” eller
“streckad ruta” maste vara aktiverad i kontroll-menyn). Spara den pd den externa Jaz-disken
med ett 1dmpligt namn 1 Image Quest-format. Ange station, kryssning, djupet och sist
bildnummer (ex.A13 K2 60m1). Sétt in mellanslag mellan varje kategori men ej mellan 60 och
m, det far heller inte vara ndgot mellanslag mellan m och bildnummer (1). I ”Analyze”
kommer bokstaven i kategori tva, kryssning, att kapas bort i och endast siffror kommer att
finnas kvar 1 utdatafilen. Utvirderingsprogrammet forutsétter ett stringent format (m:et méaste
finnas for att skilja kategorin “’kryssning” fran ”djup”). Bindestreck fér ej anvidndas da
filnamnet bryts av. En 6verskrift om 512 bytes lagras alltid med bilden (alltid med 1000 x 1018
pixlar, 16 bits signed).

Naér bildanalys utfors tas 5 bilder systematiskt fordelade 6ver filterytan per preparat. Avsluta
1Q-base om du lagrat bilder klart.

452 Bildanalys av lagrad bild

A Oppna programmet "BatchMicrobe". Kontrollera att instillningarna ir ritt (8.7). Ange den
katalog dér bilderna finns i1 "Source folder path". Ange motsvarande 1 vilken katalog resultaten
skall sparas. Bindra bilder (ger mindre diskutrymme) behdver normalt ej sparas da man forlorar
information om exv. delande celler.

B Starta bildanalysen genom att klicka pé pil-knappen i 6vre vinstra hornet. Samtliga filer som
ligger 1 definierad kill-katalog kommer att analyseras. (c:a 10 sek per bild). Bildanalyssystemet
viljer ut och karaktériserar partiklar som bakterier enligt Blackburn et al. 1998. Information
lagras enligt specifikationen i "Parameter" fonstret.

453 Efterbehandling av radata

A Bilder som skapats med 1Q-base maste analyseras vidare. Starta programmet "Extract
species biovolume". Ange i vilken katalog resultaten fran punkt 4.5.2 B finns. Starta extraktion
av biovolym-data genom att klicka pa pil-knappen i 6vre véinstra hornet. Ange namn och
katalog dér radatafilen skall sparas. I detta ldge har data for respektive bild ackumulerats i en
fil.
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B Bakterieantal och biovolym for hela bakteriesamhéllet aggregeras (median-varde) fran radata
filen med programmet "Analyze". Anvénd normalvérden for féltdata enligt p.8.7. Starta
processen med pil-knappen 1 6vre hogra hornet. Ange kéllfil respektive destinationsfil for
resultatet.

Om man vill skapa histogram f6r analys gors en andra variant. Starta programmet "Create
histograms". Andra ev. minsta respektive storsta biovolym inom varje bild enligt dialogrutor.
Normalvérden géller for naturliga prov men kan variera i kulturer. Programmet visar vilken
data fil som kommer att processas (resultatet fran punkt 4.5.3A). Starta processen med pil-
knappen i 6vre hogra hérnet. Ange vilken kéllfilen &r och 1 vilken fil data skall sparas.

I modulen “# & V tot” berdknas mode istillet for median.

Alla filer som skapats under punkt 4.5.3B kan sedan 6ppnas av Excel for berdkning av
samhéllsmedelvérden och standardeviation for bakterieantal per volymenhet och biovolym for
varje provfilter. Resultaten fors in 1 resultatblad enligt p. 5.2. Om medelvérden for morfologier
skall berdiknas gors detta ocksa i Excel arket. Aven MilliQ-blanken analyseras pa samma siitt
som proverna dér ev. saknade vdrden p.g.a. avsaknad av bakterieceller (Na) sitts till 0.

4.5.4 Manuell analys

A Manuell analys gors endast om bildanalys ej kan genomforas, exv. vid hog forekomst av
partikelbundna bakterier. Kontrollera att ritt utrustning ar installerad pa mikroskopet,
utrustningen paverkar forstoringen (jmf . p. 8.5). Notera brinntid pé kvicksilverlampan via
rakneverket (enhet:timmar) sa den dr 1 god kondition (max. 200 timmar). For sjdlv in den tid du
nyttjar mikroskopet i loggboken, (instrumentlogg, bilaga 4.12:4)

B Rikna 20 rutor som placeras i ett rutnét over filterytan. Lyft blicken fran okularen under byte
av falt. Forekommer stora omraden med mycket ojimn férdelning av bakterier bor ett nytt
preparat goras.

C Rikna stavformade, runda och C-formade bakterier, enskilda eller i kolonier. Partiklar som
har en oregelbunden struktur dr sannolikt ej bakterier. Mycket sma prickar kan vara virus.

D Rikna stora rutan 1 méatokularet som skall innehélla minst 30 celler. Rdkna 20 rutor.
Kontrollera att standarderror ar ldgre dn 5 % . Rdkna annars fler rutor.
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5 Resultatberdakningar
5.1 Berakningsformler
5.1.1 Omvandling till cellantal
Medelantal celler per raknefilt (BAf) anvinds for att rikna ut bakteriehalten (Ny) 1 provet
enligt:
BA,
N, =F x
V xd

dar V ér den filtrerade provvolymen, Ff forstoringsfaktorn (5.1.2) och dér d &r utspadningen
p.g.a. formaldehyd (50/52=0.9615).

5.1.2 Forstoringsfaktor

Forstoringsfaktorn Ff beskrivs som arean pa den filtrerade ytan (eg. baserat pa filtertrattens
innerdiameter) (At) delat med riaknerutans eller kamerabildytans area (a) enligt:

F =2

a

Denna faktor beror av okular, mellanringar och objektiv pa mikroskopet och kamera enligt
punkt 8.5. Anvind mikrometerlinjal och mét upp ytan pa den fingade bilden frdn CCD
kameran.

5.1.3 Volymbestimning

Volymbestdmning gors pa varje bakterieprov. Bildanalys program (Labview baserat) utvecklat
vid Inst. f. Mikrobiologi anvénds.

Bakterievolymen (V)) berdknas fran uppmatta cellingder och cellradier enligt en cylinder med
tva halvsfarer for stavformade bakterier:

4
V, =

+ar’(1-2r)

dar | &r cellens ldngd och r cellens alternativt 4nd-halv-sfirernas radie. For kocker &r langd
<1.5 ggr vidden. Radien berdknas genom bildanalys frén skattning av cellens area enligt

Blackburn et al. 4. Berdkningarna utfors i en Excel mall.
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5.1.4 Koldensitet

Koldensiteten per cell bestims fran biovolymen via en volymberoende funktion 7,8 enligt:

m, =0.12x v,’

dar m, dr bakteriens kolinnehall i pg cell-! och vy, bakterievolymen i pm3 cell. Konstanten

0.12 4r en omvandlingsfaktor med enheten pg kol pum™. Kolinnehallet ges som mol liter-!
genom att dividera med molmassan for kol (=12 g mol-1). Om volymbestimning saknas for
aktuellt prov interpoleras mellan nérliggande provtagningar for aktuellt djup. For grovre
bestimningar kan drsmedelvolymen for respektive station enligt Blackburn et al. 4 anvindas
(inomdrsvariationen =SD 10%).

5.1.5 Bakteriebiomassa

Bakteriebiomassan (Bp) bestims genom funktionen
B, =N, xm,

52 Resultatberakningar

For in siffrorna i berdkningsmall i dator enligt Tilldggskaptitel 11.1, dir medelvérde,
standarddeviation och standarderror utrdknas via en pivottabell baserat pa bilder frdn samma
preparat. Sammanstillda data fran pivottabellen infors i resultatblad dér storheter enligt p.7
anges.

53 Precision och noggrannhet

Standarderror bor ligga under +£7% mellan falt {or ett preparat. Rékna annars fler filt till detta
kriterium uppnas. Om heterogeniteten ar mycket hog eller mycket flockar forekommer i provet
homogenisera provet bittre eller 6vervég sonikering enligt p. 4.3, varefter provet riknas om.
Standarddeviationen mellan tvd homogena subprov har skattats till £2%.

Noggrannheten for metoden bygger pa skillnader i morfologi och storlek mellan bakterier och
andra planktonceller respektive abiotiska partiklar. For manuell rékning géller att encelliga
cyanobakterier med normalt en eller tva kockoida celler (& 1 um) bor sérskiljas under juli-
augusti, dé halterna av dessa kan na upp till 10% av heterotrofa bakteriernas. Interkalibreringar
med andra laboratorier bor genomforas med ldmpliga intervall dé en objektiv standard saknas.
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6 Kontroll och utvardering
6.1 Kontrolldiagram

MilliQ-blanken skall inte visa bakteriehalt av betydande storlek. Subtrahera halten i MilliQ-
blanken fran motsvarande prover vid behov. Sitt ev. saknade vérden p.g.a. lag bakteriehalt fran
analysen med modulen "Analyze" till 0 innan vidare berdkningsmoduler kors.

Kvalitetskontrollera genom att utvirdera erhéllen bakteriehalt. Den bor vara rimlig i
forhallande till tidigare métningar motsvarande tid pé aret. Djupprofilen bor ha ett rimligt
utseende med hogre virden ndrmare ytan under produktiva sdsongen.

Standarderror for medelvirdet celler per okularruta skall understiga 7% genomgaende.

Avvikande vérden pa bakteriekoncentration rapporteras och diskuteras med den
kvalitetsansvarige. Meddela snarast missténkta felkillor.

6.2 Utvardering

Arets hela dataset utviirderas genom att stationsvis plotta variationskoefficienten for varje
preparat mot juliansk dag, bakterieantal mot juliansk dag respektive bakterieantal mot djup.
Prover som avviker mer dn 2 standard deviationer (SD) fradn forvintat virde granskas ndrmare.
Over 3 ggr SD bor atgirdas. Om felkillor kan identifieras strykes provet. Annars markeras
provet som extremviarde. Var konservativ med att stryka prover.

7 Rapportering

Virden fors in i och berédknas i avsedda kalkylark (Excel) pd datormedium (Tillaggskapitel
11.1). Efter att kvalitetssdkring genomforts linkas data l6pande och fors in 1 databas (dBotnia,
Umed Marina Forskningscentrum).
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Tabell 1. Databasvariabler och enheter:
Storhet Enhet Géllande |Funktion |Kategorier Akronym Vérdeex.

siffror
Bakteriehalt (celler 17V 3 5.1.1,5.1.2 |Djup, standard |BACTHALT | 1.30E+09
+CV Bakteriehalt (%) 2 Statistik  |Djup, standard |BACVCHAL 10
Antal filt/bilder stycken 1 - Djup, standard |BANPIC 5
Réknade celler (celler) 3 - Djup, standard |BARACCEL 500
Bakterie biovolym (um’ cell ™) 3 5.1.3 Djup, standard |BAKVOL 0.07
+CV Biovolym % 2 Statistik  |Djup, standard |BACVVOL 10
Instr.kalibr. datum 01-09-26 6 - Djup, standard |BAICD 01-09-26
Koldensitet per bakterie |(fmol cell™) 3 5.1.4 Djup BACDENS 1.55
Bakteriebiomassa (umol kol liter™) 3 5.1.5 Djup BAKTBIOM 2.02

Statistik anger att grundldggande statistiska funktioner anvinds.

Q dr en kvalitetsfaktor som anges till varje véarde. Enligt direktiv frin BIOMAD-databasen
anges Q enligt foljande; Om provet inte métts (0) eller 4r métt utan anmérkning (1), Ej
kvalitetsgranskat (2), Fragetecken (3, >3 SD frin forvintat vérde), spér (5), stérre dn angett
vérde (6), mindre &n angett varde (7), Datalimnarens fragetecken (9), Modifierad (10),
Manuellt interpolerad (11), Litteraturvérde (12).

Med kédnnedom om bakteriell cellvolym kan cellhalt berdknas fran bakteriebiomassa och cell
volym med ovanstaende formel. Detta kan vara aktuellt vid en revidering av funktionen for
omvandling av cellvolym till kolinnehall per bakterie (5.1.4).

Till huvudvariablerna anges for providentifiering; Utforare, Kryssningsnummer, Fartyg,
Station (HELCOM BMP-nomenklatur, om definierad), Koordinater, Datum, Klockslag (start
provtagning), samt Djup (m). Det bor tydligt refereras eller dokumenteras hur kolinnehall
berdknats fran cellvolym.

Virdefulla stodvariabler ér bakteriell biomassa produktion, (hela samhillet, celler liter” dag™),
halt av baktivora flagellater (celler liter™), syrehalt (mol O, liter™), total fosfor (uM), total
kvéave (uM), temperatur (°C).

Data rapporteras vidare till den svenska nationella marina biologidatabasen BIOMAD vid Inst.
f. Systemekologi, Stockholms Universitet, enligt aktuellt kontrakt.

Data sparas pa digitalt media 1 ar efter provtagning. Hirdisk drive om 1 Gbyte klarar 1/2 ars
miljoovervakningsdata.
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8 Utrustning
8.1 Filter

Svirtade polykarbonatfilter , porstorlek 0.22 um, diameter 25 mm, exv. Osmonics Inc.
Glasfiberfilter GF/C filter, 25 mm diam.

Notera att tva kvaliteter av filter med olika svértning finns. Den svartare varianten &r
nddvindig for bildanalys och bakterierdkning (bestillnings nr. KO2BP02500 fran C14-
Centralen).

8.2 Multifilterbytta

Cl4-centralens filterburk med torn i rostfritt stal, & 21.0 mm (Filtrering manifold,
Vandkvalitets instituttet, Danmark). Placerad i rum B63 och en pa KBV005 i isotoplab.

8.3 Forbrukningsvaror

Plastspruta,5 ml, Plastipak, Becton och Dickinson, art. nr 137724-1005. Pincett, Millipore,
Prod. nr. xx 6200006. Objektglas, Menzel-Gléser, 76x26 mm, artikel nr. 01 1101, Tackglas,
Menzel-Gléser, 24x60 mm, #0, Preparatflaskor, 50 ml, Apoteksbolaget, prod. nr. 327742,
Handskar, puderfria vinyl handskar.

8.4 Sterilfilter
0.2 um glasfiberfilter, sterilt, icke-pyrogent, Acrodisc® prod. nr. 4192, GelmanScience .

8.5 Mikroskop
Mikroskopet ér placerat i rum A29.
Epifluorescens Universal.

Okular: Kpl-W 12,5x/20, glasbgonanpassad prod. nr. 46 41 48
Olje-objektiv: Neofluar 100 x/1.30, oel, 160/-, Ph 3, prod. nr. 46 18 21-9903
Fargfilterset: Acridine orange: FS 09; 450-490, FT 510, LP 520
DAPI: FS 02; G 365, FT 395, LP 420
DIC: ingen
Analyzer: utdragen
Optovar: 1.25x
Okularhéllare: prod. nr. 47 30 12-9902

Ovan kombination ger en forstoringsfaktor for stora rutan pa Zeiss rdknegrid E 57 D (nr. 14 59
99) om 96 211 och lilla rutan #.
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Epifluorescens Axiovert.
Okular: 10 x/20, glasogonanpassad, prod. nr. 44 40 32
Olje-objektiv: Plan-Neofluar 100 x/1.30, oel, «/0.17, Ph 3,, prod. nr. 44 04 81
Fargfilterset: Acridine orange: FS 09, 450-490, FT 510, LP 520; FS15,

BP546,FT580,LP590

DAPI: FS 02; G 365, FT 395, LP 420
Okularhéllare: oo/ 1x

Ovan kombination ger en forstoringsfaktor for stora rutan om 102 961 (Zeiss rdknegrid E 57 D
nr. 14 59 99).

CCD Kamera Hamamatsu C4742 med styrenhet. En C-gidnga ansluter kameran till mikroskopet
(Axiovert).

8.6 Styrenhet for CCD kamera

Shutter:  Skall sta pa enable (ENB)

Video level gain: Justeras efter behov (se punkt 4.5.1)

Videolevel offset: Skall sta pa 0

Shading: Skall vara av (OFF).

Mode: Skall vara normal (NOR)

Korrektionsknappar bild: Skall sta pa noll (punkt markering)

Dator: PowerMac 7100/66 AV med en framegrabber 1Q-D100, bildskédrm AppleVision 17".

8.7 Mjukvaror

Mjukvaror: LabView 3.1, Bildanalysbibliotek Concept Vi (LabView macro) med kopieskydd,
LabMicrobe 1.0 och BatchMicrobe 1.0 av Nicholas Blackburn. IQBase programmet betjanar
kameran. Backup pa programmen hélls p4 den mobila harddisken. Standardinstéllningar for
LabMicrobe moduler enligt nedan:

Batch Microbe fonstret

Status: Anger aktuell aktivitet

Save binary image: Sparar en bild med begrinsad information men mindre utrymmeskrav.
Viljs efter behov. Bilder sparas normalt inte vid bestimning av bakterier inom
miljoovervakningen. Upp dr pa.

Threshold data: Min. 2 Max. 300

Source folder path: Viljer katalog dér de bilder finns som skall analyseras. Katalogen maste
ligga direkt pa disken (ej underkatalog).

Dest folder path: Dit data filer skall sparas. Katalogen maste ligga direkt pa disken (ej
underkatalog).

Palette: Binary
Mark local maxima: On (=upp).
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Data params: Area (calibrated)
Calibration: 0,12

Processing: Anger aktuell bildfil som behandlas. Stannar pa sista bilden nér bildsetet korts
klart (pilen i 6vre hogra hornet har dock atergétt frin morkmarkering till gra).

Particle: 1

Classifier tolerance: High (reglaget skall sta langst till hoger).

All particles, Plot species, Select species och Identified particles dndras beroende pa bild
som behandlats.

Reconstruct and collect fonstret

Number of species: 16
Other: 4

Plot particles: 1
Continue: Grén

Parameters fonstret
CVI Parameters: Area (calibrated) och Number of holes markerade svart
User Parameters: Particle# och Hemisphrod markerade svart

Morphology fonstret
Minimum particle size: 1

Se ocksd manualen LabMicrobe av DiMedia som forvaras Instrumentparmen for Axiovert
mikroskopet.

8.6 Sonikator

En sonikator sonderdelar material baserat pd hogfrekventa ljusvigor. En éldre utrustning utors
av Sonifer B-12 (Branson Sonic Power Company) med en sonikeringsstav ’L converter” (Ser.
No. CL1384) med spets om 5 mm 1 diameter. Liknande modernare utrustning kan anvidndas
som ger liknande effekt.

9 Kemikalier och lésningar

Acridinorange
30 mg Acridinorange (Merck®, best. nr. 1.14281.0010) blandas med 10 ml MilliQ-vatten.

Filtreras genom 0.2 pum sterilfilter typ Acrodisc ner 1 filtertornet. Arbetslosning férvaras morkt
(exv. folie) 1 kylskép hogst 8 veckor. Om forsdmrad fargningsforméga uppticks bor ny 16sning
goras. Anvind alltid handskar vid arbete med acridinorange di &mnet dr cancerogent. Vid
hantering av acridinorange i pulverform for beredning av bruksldsning skall munskydd
anvédndas. Brukslosning av acridinorange kan héllas 1 vask i1 dragskap med rikligt med vatten.
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Formaldehyd

37% formaldehyd (Labassco nr. 1198, kvalitet "Garanti-analys") filtreras genom ett 0.2 um
glasfiberfilter typ Acrodisc®. Anvind handskar, och om exv. Spruta med formaldehyd
anvands, skyddsglaségon di formaldehyd ar giftig. Dragskap, helst med undersug, skall nyttjas
for prover och arbete pga tunga angor av formaldehyd.

Immersionsolja

Cargille non-drying Immersion oil for microscopy., Type A, formula code 1248. Cat. No.
16482 (R.P. Cargille laboratories, Inc. Cedar Grove, N.J. 007009, USA). Oljan kan forvaras
mellan 4-40 °C. Innehaller inga 16sningsmedel eller polyklorerade bifenyl (PCB) foreningar.

Triton® X-100
Slutkoncentration i prov som ska sonikeras 0.001% (v/v).

Natriumpyrofosfat
Tetra-Na,P,0,*10 H,O, spides i MilliQ-vatten, slutkoncentrationen i provet som ska sonikeras
ska vara 10mM.

Suspension av latexkulor

Fluorescerande latexkulor (Duke Scientific, Polymere Microspheres™ Green Fluorescing, 1%
solids 1,4*10"kulor/ml, 0.51 pum, CV<5%, Cat. No. G500) anvinds som standardmateriel.
Mikroskoppreparat gérs genom att filtrera polystyrenekulor med en kénd koncentration av
1x10° kulor ml™'. Tva likadana preparat gors dér bada specificeras (Nanosphere™ standard 520
nm, yymmdd, ser. no. ss) pa objektglaset pa en bestindig klisterlapp. Forvaras i kylskép vid
4°C. Preparat beredda fran samma 16sning har ett =CV pé 21% (n=4) for cellantal och 15%
(n=4) for cellvolym. Byte till nytt standardpreparat goérs om standarden visar upprepad tendens
till avvikelse fran genomsnittsvérde eller fordndring i varians. Tre parallellprover med gammalt
och nytt preparat méts vid byte av standard.
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11 Tillaggskapitel
11.1 Kalkylark

Resultat producerade frén bildanalysen (4.5.3) behandlas vidare for medelvérdesbildning for
varje preparat och helt bakteriesamhélle. Resultaten kan klistras in 1 kalkyl arket Gemensamt
:Marin milj6: Provtagning administration: Resultatbladsmallar: Bildanalysmall.xls. Nér radata
strukturerats enligt filens anvisningar berdknar en pivottabell medelvirden och variationsmatt
for bakteriehalt, volym, antal rdknade celler, koldensitet och biovolym. Resultaten fors till
databasen dBotnia.

11.2 Provvolym vid filtrering

Tabellerna nedan visar den volym i milliliter som skall filtreras for respektive station vid olika
tider pa éret. till mikroskoppreparat Nar prov tas sista veckan i en manad eller vid
ménadsskiftet, géller den volym i ml som star pd ménaden efter. Géller alla tre stationer.

A5/ Al13 B3/ B7

Manad/m| 0 | 1| 4| 8 [14[15[20]40[60[80[90[100[120] [Méanad/m| 0| 1[4 |8 [14]20
Jan sis{s|s|s]s|s|5[7[7[7] 77| Jan 515[5[5[5]5
Feb s|s[s[s|s[s]|s5|s5]7/7[7] 77| [Feb s|5[5]5[5]5
Mar sis{s|s|s|s|s|s|7[7[7]7]7| Mar 515[5[5[5]s
Apr s|s[s|s[s5]5]5|5|5[5[5[5]5]| lapr ss5[5[5[5]5
Maj 5555555555555 [Maj 4144444
Jun s|s[s[s[s5]s5]5]5[55[5]5]5]| [mn 41 alalal4a]4
Jul 4l alalalalalalalalalala]a] [u 3[3]3[3]3]3
Aug 4l alalalalalalalalala]a]4a] |Aug 4144444
Sep alalalalalalals|s5][5[5]5]5]| I[Sep 4 alala]a]4
Okt 4]alalalalalalele6]6]6]6]6]| Okt 414alalalal4
Nov 515[s5[5]5[5]5]6|6|/6]/6]6|6| [Nov 4144444
Dec s|s[s[s5]s5]s5]5]/6|l6|6]|6]6|6| [Dec 515[5[5[5]5s
C3/C14

Manad/m| 0 | 1| 4 | 8 [14]15]20[40]60]80[90[100[200

Jan sis[s|s|s|s|s|s|7|7]7]7]7

Feb sis[s|s|s|s|s|s|7[7[7]7]7

Mar sis[s|s|s|s|s|s|7[7[7]7]7

Apr s|s[s[s]s5]5]5]5]5[5[5]5]5

Maj s|s[s[s]5]5]5|5|5[5[5]5]5

Jun s|s[s[s5]5]5]5|5|5[5[5]5]5

Jul 4l ala|alalalalalalala]4]4

Aug 4lalalalalalalalalalala]4

Sep 41 4al4alalalalals]|5]5]5]5]s

Okt 4lalalalalalalelel6]6]6]6

Nov ss[s[s5[s5]s5]5|/6|l6|6]6]6]6

Dec s|s[s[s]s5]5]5|6|6|6|6]6]6




