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Kvalitativni rozbor sinic v mezilaboratornim
porovnavani zkousek

Qualitative analysis of cyanobacteria in interlaboratory
comparison test

PetrPumann

Statni zdravotni uistav, Srobdrova 48, CZ — 100 42 Praha

Abstract

Interlaboratory comparison method for identification of cyanobacteria is proposed. Formalin
preserved samples of water blooms or samples collected with plankton net were determined
using light microscope. The correct identification of dominant species in each sample was
evaluated according to the simple point system. Advantages and disadvantages of this
method are summarized.

Uvod

Mezilaboratorni porovnavani zkousek (MPZ) ma za kol posoudit, jak se
vysledky riiznych laboratofi vzajemné shoduji. Laboratote, jejichz vysledky se
vyznamné odliSuji, maji hledat a odstranit pfi¢inu této odchylky. U
mikroskopickych rozborG vody je t¢ast v MPZ dulezita o to vice, ze se zde
nedaji pouzivat (na rozdil od fyzikalné-chemickych stanoveni) interni
standardy, coz jsou vzorky, u nichz pfesné¢ zndme hodnotu stanovované
veli¢iny. MPZ je v tomto pfipad¢ pak jedinou moznou kontrolou kvality prace
laboratofe.

Zatimco pro kvantitativni stanoveni mikroskopickych organismi existuji
postupy, kterymi lze pomérné snadno hodnotit laboratofe v ramci MPZ, pro
stanoveni kvalitativni je objektivni hodnoceni velmi obtizné. Jednim z divodi,
pro¢ jsme v zaii 2000 uspotadali zkuSebni testy, bylo vyzkouSet novy zpiisob
hodnoceni laboratofi pii kvalitativnim rozboru planktonnich sinic. Zaméftili
jsme se hlavné na sinice schopné vytvaret vovdni kvéty, jejichz spravné urceni
je podsttné pro laboratofe hygienické sluzby piihodnoceni kvality vody
v koupalistich ve volné ptirodé. Od roku 2001 se chystame zaradit tyto testy
mezi pravidelné akce poiadané SZU.

Testu se zucCastnilo 12 laboratofi hygienické sluzby, Laborator hygieny
vody ze Statniho zdravotniho ustavu (SZU) a odbornik na planktonni sinice z
Botanického ustavu AVCR (BU). Za vztazné hodnoty byly povaZovany
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vysledky BU a SZU. Test se skladal ze dvou &asti. V prvni &asti laboratote
zpracovavaly Zivy vzorek z rekreacni nadrze béZznym zplsobem (kvantifikace a
urCeni pfitomnych organisml se zaméfenim na sinice). Ve druhé asti byly
kazdé laboratofi rozddny 4 vzorky bohaté na planktonni sinice - bud’ pfimo
vodni kvét nebo vzorek odebrany planktonni siti. Vzorky byly konzervovany
formalinem. Pokyny pro zpracovani vzorkill jsou uvedeny v rdmecku. V tomto
prispévku je popsana pouze druha ¢ast testu.

Pokyny pro zpracovani vzorkl rozdavané ucastnikiim testu:
1.Vzorky jsou konzervovany formalinem, takZe je mtzete zpracovat kdykoli.
2.Pieneste kapku ze vzorkovnice na podlozni sklicko, pfikryjte krycim

sklickem a ur€ete pfitomné zastupce sinic. Zooplankton ani fasy neurcujte.

3.Pro snaz8i hodnoceni urcete relativni Cetnost jednotlivych taxond sinic.

Spocitejte v nékolika zornych polich nejméné sto jedincii* a piifad’te Cetnost.
Pt.: KdyZ ze 100 jedincii sinic bude 60 jedinct tvotit Microcystis aeruginosa,
tak jeji relativni Cetnost bude 60%. Taxoniim, které jste ve vzorku urcili, ale
nezaznamenali pfi pocitani relativni Cetnosti, pfifad’te v protokolu symbol +.

Zasady urcovani: V piipadé, Ze si nejste jisti zafazenim do druhu, vyjadiete
pochybnost bud’ otaznikem nebo pismeny cf. mezi rodovym a druhovym
jménem anebo zatfad’te pouze do rodu. Mé&jte na paméti, Ze je to mensi chyba
nez uréeni druhu $patné. Casto je piesné druhové urdeni p¥imo nemozné diky
chybé&jicim determina¢nim znakim.

*Jedinec = samostatné Zijici organismy jedno- a vicebunécné. Kolonie a
cenobia okrouhlého tvaru o primeéru 60 um povazujeme za jednotky, vetsi
kolonie a cenobia pak vyjadiujeme jako jejich ndsobky. Vidkna a trichomy
pocitame za jednotku, jsou-li dlouha do 100 um, delsi viakna vyjadrujeme jako
jejich nasobky.

MPZ by mély spliiovat nésledujici pozadavky: (1) nenechat bez
povSimnuti, ty ktefi urcuji Spatné, (2) nikoho neposkodit a (3) zajistit aby
vysledky byly nezpochybnitelné.

Navrhuji hodnotit laboratofe bodovym systémem za spravné urceni
dominantniho taxonu ¢i taxonu. Systém piidélovani bodl je patrny z tabulek
(tab. 1-8). Pii ptid€élovani boda je nutné jednoznacné odliSit hodnoceny taxon
od ostatnich. Proto jsem také zvolil uvadéni relativni ¢etnosti taxonl sinic ve
vzorku, coz neni ¢asovée ptili§ narocné a pro dany ucel dostatecné.

Pocet bodli k obdrzeni osvédceni je véci diskuse. Pro potfeby hygienické
sluzby ve vétSin€ piipadi staci urCeni na urovni rodu. Pouze v nékterych
piipadech, kdy je pfesnéjsi uréeni pomérné snadné a ma vyznam 1 z hlediska
mozného obsahu toxinl (napf. odliSeni Microcystis wesenbergii od ostatnich
druhlt Microcystis), m& vyznam trvat na uréeni do druhu. Na druhé strané
zdména napt. rodl Anabaenopsis a Anabaena neni z hygienického hlediska
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zdsadni. Limit by mél laboratofe piimét k tomu, aby v ptfipad€ nejistoty
druhového urCeni rad€ji svoji nejistotu vyjadiily také v protokolu nebo
zlstavaly na rodové trovni.

Pro jasné odliSeni kvality prace laboratoti pfi urovani sinic je nezbytné
zvolit vhodné vzorky, na coz je poukdzano pii hodnoceni vysledkli z tohoto
pokusného testu. Je tfeba také pamatovat, Ze fixace vzorki formalinem muiize
ovlivnit u nékterych taxonl dilezité determinacni znaky (rozpad kolonii u r.
Aphanizomenon, ztrata barvy - dilezité u r. Planktothrix - viz vzorek ¢.3).
Problémem jsou samoziejmé 1 zmény v taxonomii, a s tim 1 pfistup k moderni
determinacni literatuie. Podle mych informaci pro planktonni sinice mé vétSina
laboratofi k dispozici nové Cesky psané urcovaci klice (MARSALEK et al. 1996,
KOMAREK 1999).

Pro nezpochybnitelnost je nutné zajistit ureni nékolika nezdvislymi
erudovanymi pracovniky, ktefi po prohlédnuti navrhovanych vzorki
vzajemnou dohodou vyberou vhodné vzorky pro tcely testu, ur¢i rozmezi pro
hodnocené taxony a zpiisob jejich bodovani. To v§e musi probéhnout jesté pied
vydavani vzorkll tcastnikim MPZ (véetné ovéfeni Ceskym institutem pro
akreditace).

Vysledky testu

Tabulky s vysledky jsou na konci ptispevku.

Vzorek €. 1: Nejednodusi ptipad - dominance Microcystis aeruginosa
(charakteristické kolonie). Zadné problémy s pfidélenim bodd. Pro uéely testu
vhodny vzorek.

Vzorek €. 2: Ve vzorku dominovala Anabaenopsis elenkinii (dobie
vyvinutd populace - heterocyty, akinety), 1 kdyZ ne tak vyrazn€ jako u
predeslého vzorku. Presto lze jednoznacné odlisit, co laboratofe povaZzovaly za
dominantni taxon. Pro potieby testu také vhodny vzorek.

Vzorek ¢. 3: Zde dominovaly druhy vlaknitych sinic. Hodnocenym
taxonem byla sinice Planktothrix. Ve dvou ptipadech doslo evidentné k zdméné
za Aphanizomenon (H2 a HS), v jednom za Phormidium & Aphanizomenon
(H8). Problémem tohoto vzorku bylo, Ze nékteré laboratofe nepocitaly do
relativni Cetnosti sinici rodu Pseuanabaena, ¢imz se automaticky zvysi relativni
cetnost u ostatnich taxonid. Z tohoto diivodu je vzorek pro potiteby MPZ méné
vhodny.

Vzorek €. 4: Dominance Microcystis aeruginosa a M. wesenbergii, s
piimési dalSich druht Microcystis. Z hlediska didaktického velmi vhodny
vzorek - porovnani riiznych druht Microcystis. Problémy vSak mohou nastat pti
hodnoceni. Prvnim z nich je nerozezndni obou dominantnich taxonli od sebe
(H10). Bylo by nespravné ptidé€lit plny pocet bodl této laboratofi za ur€eni
M.aeruginosa (kdyZ ho neodlisi od M. wesenbergii) a neptiznat Zadny bod za
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to, Ze v druhovém seznamu chybi M. wesenbergii (spravné zatazeno do rodu, 1
kdyz ke Spatnému druhu). Navrhované bodové hodnoceni pro tento piipad
v tabulce €. 8. Dal§im problémem je pomérné vysoka ¢etnost zastoupeni druhli
Microcystis (M. novacekii uw H2, M. ichthyoblabe u HS5), které pti stanoveni
pilotnimi laboratofemi nebyly zaznamenéany vitbec nebo jen s nizkou frekvenci.
Zatazeni podobného vzorku do pfistich rozborti by mohlo byt z hlediska
hodnoceni problematicke.

Zavéry

Z vysledkii evidentné plyne, ze nejlépe byly zvladnuty vzorky, kde
dominoval pouze jeden druh. Je tedy nutné vénovat velkou pozornost vybéru
vhodnych vzorkl. Komplikovanéj$i smésné vzorky 1épe proveti determinacni
schopnosti pracovniki, ale hodnoceni vysledkli jednotlivych laboratofi je
rovnéz komplikovang;jsi.

Testy by v budoucnu mély laboratote ptiméet k tomu, aby se 1€pe naucily
urcovat planktonni sinice a v ptfipad€ pochybnosti v urCeni tuto pochybnost
vyjadtily v protokolu.

DalSim ptinosem pro laboratofe je spravné uréeny material, ke kterému
se mohou kdykoli vratit a pozorovat na ném znaky pfimo v mikroskopu. Pfi
tom uz nejsou dilezité jen dominantni taxony a i1 ty zastoupené s mensi
cetnosti.

Dalsim krokem, ktery zvaZujeme, je potfadani seminafe, kde budou
vzorky demonstrovany na projekénim mikroskopu.

Podékovani
Dékuji vSem laboratotim, které se testu zucastnily.
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Tabulka 1-8:

Z vysledki laboratofi byly vybrany u vzorkl 1 a 4 pouze kolonialni druhy; ve
vzorcich 2 a 3 vlaknité. Cisla znamenaji procentuélni zastoupeni jednotlivych
taxonl sinic. HI-12 jsou koédy laboratoti hygienickeé sluzby, SZU — Statni
zdravotni ustav, BU — Botanicky ustav

Table 1-8: The results of individual laboratories (H1 — 12, individual
laboratories, SZU — State Health Institute, BU specialist from Botanical
Institute, numbers are in %)

Tabulka ¢. 1: Vzorek 1

Taxon H1 |H2| H3 |H4 |HS|H6 | H7 | H8§ | H9 |H10| H11 |H12|SZU | BU

Microcystis 90 100 100 100 100 |100| 98 |98 | 98 |100
aeruginosa

Microcystis 90 100
cf.aeruginosa

Microcystis 97 1
ichthyoblabe

Microcystis cf. 2
ichthyoblabe

Microcystis cf. 10
novacekii

Microcystis +
wesenbergii

Microcystis sp. 97 2

Hodnoceni 5141 5 |3|5|4]|512| 5|55 |5 -1-

Tabulka ¢. 2: Zpiisob hodnoceni laboratofi u vzorku 1
Rozmezi pro hodnoceny taxon 60 - 100%

Taxon body
Microcystis aeruginosa 5
Microcystis cf. Aeruginosa 4
Microcystis sp. 3
Microcystis cf. - jiny druh 3
Microcystis - jiny druh 2
vSe ostatni 0
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Tabulka €. 3: Vzorek 2

Taxon H1

H2

H3

H4

HS5

Ho6

H7

H8

H9 |H10

H11

H12

SZU

BU

Anabaena cf. flos aque

90

Anabaena sp.

80

20 1

Anabaenopsis arnoldii

920

Anabaenopsis cf.
arnoldii

87

Anabaenopsis elenkinii

80

87

91

76

97

Anabaenopsis cf
elenkinii

90

Anabaenopsis sp. 85

94

95

80

Hodnoceni

Tabulka €. 4: Zptsob hodnoceni laboratori u vzorku 2:
Rozmezi pro hodnoceny taxon 60 - 100%

Taxon body
Anabaenopsis elenkinii 5
Anabaenopsis cf. Elenkinii 4
Anabaenopsis sp. 3
Anabaenopsis cf. - jiny druh 3
Anabaenopsis - jiny druh 2
Anabaena sp. (nebo jiny druh) 1
v§e ostatni 0
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Tabulka €. 5: Vzorek 3

Taxon

H1

H2

H3

H4

HS

Hé

H7

HS8

HY9 |H10|H11|H12 (SZU| BU

Anabena cf. affinis

Anabaena cf circinalis

Anabaena planctonica

Anabaena viguieri

19

Anabaena sp.

10

25

15

10

60 | 10 12

Aphanizomenon elenkinii

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanizomenon
issatschenkoi

10

Aphanizomenon cf
issatschenkoi

Aphanizomenon yezoense

39

Aphanizomenon
cf.yezoenze

Aphanizomenon sp.

70

70

10 10| 4

Gleotrichia echinulata

Limnothrix redekei

22

Neurceno

15

Oscillatoria sp.

Phormidium sp.

20

52

Planktolyngbya limnetica

Planktothrix agardhii

75

47

7146|5239 |56

Planktothrix cf rubescens

43

Planktothrix sp.

87

83

40

Pseudanabaena catenata

30

Pseudanabaena limnetica

Pseudanabaena limnetica?

13

Pseudanabaena sp.

20

Pseudanabaena sp. ?

40

Hodnoceni

Tabulka ¢. 6: Hodnoceni laboratofi u vzorku 3:
Rozmezi pro hodnoceny taxon 20 - 80%

Taxon

body

Planktothrix sp. (agardhii, rubescens)

vSe ostatni
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Tabulka €. 7: Vzorek 4

Taxon

H1

H2

H3

H4

HS

Heé

H7

HS8

H9 |H10|H11|H12 (SZU| BU

Microcystis aeruginosa

36

39

20

38

18

40 191 (3336|4048

Microcystis cf.
aeruginosa

40

50

Microcystis cf. flos-aquae

Microcystis cf. novacekii

30

Microcystis flos-aquae

10

14

Microcystis ichthyoblabe

30

Microcystis cf.
ichthyoblabe

Microcystis smithii

Microcystis viridis

Microcystis wesenbergii

47

32

21

40

42

50 5414542 | 49

Microcystis cf.
wesenbergii

30

50

Microcystis sp.

52

Woronichinia naegeliana

28

Woronichinia sp.

Hodnoceni M.
aeruginosa

Hodnoceni M.
wesenbergii

Tabulka ¢. 8: Hodnoceni laboratori u vzorku 4:

Rozmezi pro oba hodnocené taxony 15 - 80%

Taxon

body

Microcystis aeruginosa (wesenbergii)

Microcystis cf. aeruginosa (wesenbergii)

Microcystis sp.

Microcystis cf. —jiny druh

Microcystis - jiny druh

vSe ostatni

S D[ ([W ([ [n

* rozhodnuto direktivné, aby laboratof nebyla poskozena




