Paci, paci, paciCky
(o dulezitost1 pouzivani svorek pr1 pocitani v pocCitacich komurkach)

Tereza Pouzarova, Petr Pumann

Statni zdravotni Gstav, Srobarova 48, Praha 10, 100 42, tel.: 267082220, e-mail: ppumann(@szu.cz

Souhrn: U pocitacich komurek se kryci sklo pripeviuje svorkami, coz vsSak nckter¢ laboratore nedé€laji. Ze srovnani
provedenych nasi laboratofi na 4 ruznych vzorcich vyplynulo, ze vysledky jsou pi1 praci s komurkou bez pouziti svorek oproti
standardnimu postupu o nékolik procent vyssi (102,4 — 109 %). Objem vzorku pouziteho k plnéni komurky (50 a 100 pl) nemé¢l

na vysledky vliv.

Uvod

Pii revizi CSN 75 7712 [1] bylo diskutovano, zda je nutné pouzivat pii praci s poéitacimi
komurkami k pfipeviiovani kryciho skla svorky (obr. 1A). Né&které laboratore totiz
z praktickych duvodu svorky nepouzivaji (obr. 1B). Pt1 praci se SirSimi1 objektivy s mensi
pracovni vzdalenosti mohou prekazet objektivu ve volném pohybu nad celou plochou
miizky (obr. 1C). Podle informaci dr. Havla se vysledky pocitani se svorkami a bez nich
1181 (bez svorek jsou vysledky vysSsi) [2]. Dr. Havel se odvolaval na svoje starsi
nepublikované vysledky, které jsou vSak jiz v soucasnosti nedohledatelné [2]. Abychom
si udélali predstavu o mife tohoto ovlivnéni, rozhodli jsme se provést na nckolika
modelovych vzorcich jednoduché srovnani pi1 pocitani vzorku se svorkami a bez svorek.
Zkoumali jsme take vliv objemu vzorku kapnutého na miizku pocitaci komurky.

Obrazek 1. Fotografie naplnéné¢ komurky s krycim sklem pfichycenym svorkami (A) a

bez nich (B). Kolize objektivu 40x a svorek pii praci s komurkou na mikroskopu Nikon
E400 (C).

Metody

Ze 4 modelovych vzorku (zivy vzorek laboratorni kultury zelené tasy Desmodesmus
subspicatus, Lugolem fixovany vzorek s homnym vyskytem krasivky Closterium
limneticum a dva vzorky fixované Lugolem pfipravené z velke kolonie Microcystis cf.
ichthyoblabe) jsme po diukladném promichani odebrali mikropipetou se sefiznutou
Spickou 50 nebo 100 ul a kapli tento vzorek na mrizku vycisténé pocitaci komirky Cyrus
I. Kapku jsme pak bez prodleni (béhem nékolika sekund) prikryli silnym krycim sklem,
které jsme v poloving ptipadu pripevnili svorkami a v poloviné pripadu nechali jen volné
poloZzené na komurce. PiebyteCny vzorek (pouze s objemem 100 ul) jsme z kanalkt
komurky vyfoukli. Kazdou ze zkouSenych moznosti (pouziti svorek a velikost kapky)
jsme nckolikrat (4 — 10 krat) opakovali. PocCitani jsme provadéli v mikroskopu Nikon
E400 s pouzitim objektivii se zvétSenim 10x a 20x. Propocitavali jsme bud’ celou plochu
komurky, nebo jeji ¢ast (vzdy stejnou). Ke zpracovani a statistickému hodnoceni dat jsme
pouzili MS Excel 2010 (popisna statistika, T-test).

Obrazek 2. Fotografie pouzitych taxonu (rtizna zvétSeni): A) Desmodesmus subspicatus
(zivy vzorek). B) Closterium limneticum (Zivy vzorek), C) Microcystis ichthyoblabe
(Lugoluv roztok).

Vysledky a diskuze

Vysledky jednotlivych sérii jsou patrné z tab. 1. Aritmeticky prumér z provedenych
stanoveni byl ve vSech vzorcich vysSsi pi1 praci bez svorek (102,4 — 109 %), 1 kdyz
rozdily byly statisticky vyznamné (p<0,05) jen ve tfech z osmi srovnani. Data (1 pfes
omezeny rozsah) podle nas svéd¢i dost jasné o tom, Ze prace bez svorek vnasi do
vysledkt produkovanych laboratori systematickou chybu. I kdyz tato chyba neni velka
(do deset1 procent), nemély by ji laboratore ignorovat. Technické problémy kolize svorek
s objektivem by pak mély fesit jinak (napf. propocitdvanim mensi plochy komurky, kde
ke kolizi nedochazi). Jednou z moznosti, kterou jsme vSak zatim neprovérovali (tak
nevime, zda funguje), je nejprve sklicko standardn€ upevnit na komiirku svorkami a po
tom, co se organismy usadi na mfizce, svorky odstranit.

Desmodesmus subspicatus -Zivy

Closterium limneticums - Lugol

490 180
470 - - = 170 { = .
. . -
450 N - = I
Oa 4 - -— § 160 ] - ! - -
. | N m
2 MY - i 5 150 { = L 5 -
S 4101 i - o - - =
I - - = 140 - - = =
2 390 - = > -
= i - g 130 - :
g 370 n - -g
350 120 =
50ul 50ul 100ul 100ul 50ul 50ul 100ul 100ul
svorky  bez svorek  svorky  bez svorek svorky  bez svorek  svorky  bez svorek
Microcystis ichthyoblabe - Lugol (1) Microcystis ichthyoblabe - Lugol (2)
800 900
750 1 = 850 - - i}
= 700 - = = - - = 800 - = _
‘S L - N =
2 650 - - — 2 750 A u - —
L = - L = - =
> - - g -
e 600 - o= 700 - = -
= - = =
= 550 - - 2 450 -
500 600
50ul 50ul 100ul 100ul 50ul 50ul 100ul 100ul
svorky  bez svorek  svorky  bez svorek svorky  bez svorek  svorky  bez svorek

Obrazek 3. Vysledky jednotlivych méfeni (modre) a aritmeticke pruméry (Cervene).

Velikost kapky neméla na vysledky vyznamny vliv ani v jednom ptipadé.

Pfi plnéni komirek vzorkem obsahujicim Lugolem fixovanou sinici Microcystis se
v nékterych pripadech objevovala na mfizce mista s vyrazné vySSimi poCty bun€k nebo
na krycim skle mista s velkym mnozZstvim pfichycenych bunék. Pfi¢inu téchto jevii jsme
neodhalili, 1 kdyZz nékterd podezireni mame. Nicméné, pi1 zjiSténi téchto nehomogenit
jsme komurku nepocitali a vzdy j1 naplnili znovu.
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50 pl se svorkami 6 407 1,79% 109.0%*
Desmodesmus subspicatus 50 ul bez svorek 6 440,5 4545 5,71% ’
(buriky na 20 pasi) 100 pl se svorkami 6 411,0 405.,5 7,98% 106.5%

100 pl bez svorek 6 437.7 441,5 6,67% ’

50 ul se svorkami 10 149,2 152,5 9,34% 102.4%
Closterium limneticum 50 pl bez svorek 10 152,8 151,5 2,70% ’
(buniky na komiirku) 100 pl se svorkami 10 146,6 149,5 5,95% 108.3%*

100 pl bez svorek 10 158,8 162,5 5,61% ’

50 ul se svorkami 5 653.8 630 9,90% 104.0%
Microcystis ichthyoblabe 50 ul bez svorek 4 680,3 686 6,06% ’
(buniky na 6 pasu) 100 pl se svorkami 5 640,0 654 8,15% 104.4%

100 pul bez svorek 5 668,4 678 4,17% ’

50 pl se svorkami 5 726,0 733 3,05% 109.0%*
Microcystis ichthyoblabe 50 ul bez svorek 5 791,0 785 4,90% ’
(buiiky na 6 past) 100 ul se svorkami 5 721.2 725 4,71% 102.7%

100 ul bez svorek 5 741,0 731 7,43% ’

Tabulka 1. Srovnani vzorku pocitanych v komurce s krycim sklem upevnénym svorkami
a s krycim sklem na komirce jen volné poloZzenym. Cisla v poslednim sloupci ,,Srovnani
pruméru‘ byla vypocitana jako podil aritmetickych pruméru z vysledku bez svorek a se
svorkami vynasobeny stem. HvézdiCkou jsou oznaceny rozdily, kter¢ vySly pomoci T-
testu statisticky vyznamné (p<0,05).
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