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Metody mikrobialni ekologie vody

Specifika:

* Smés kmenu (populaci).

* Nedefinované prostiedi (velikost habitatu).
* Interference dal$ich skupin organismd.

» Mikrobialni slozka spole¢enstva vs. moznosti
sledovani na drovni populace, jedince...

Vyvoj:

» Prace na miskach.

» Prace se spoleenstvem jako Black box.
» Kombinace bunka/polulace + ,fysiologie*.

Metody mikrobialni ekologie vody

Obecny a zjednodusSeny rozdil proti
obecnému pfistupu k ekologii Eukaryot:

« Nic na nich nevidim — ani abych je ,poznal/a*“,
ani abych si predstavil/a co ,tam doma*“ délaji.

» Pozorovanim ,v zajeti“ se toho také moc
nedovim o tom co délaji ,doma*“.

* Musim pouzit ,sofistikované metody
pozorovani®.

Metody mikrobialni ekologie vody

Pocty organismu.

Biomasa.

Identifikace.

Rustova rychlost

Produkce.

Aktivita.

Interakce v ekosystémech.
Vzorkovani a prace se vzorky.

© N O WDN =

1. Pocty mikrobu ve vodé:

PFimé metody:

» Elektronova mikroskopie.

» Opticka mikroskopie.

Kultivaéni metody:

* Pevné pldy.

+ Tekuté pldy — MPN.

Stanoveni virl:

PFfimeé a kultivaéni metody i mikroskopie.

Poéty mikrobl ve vodé — pfimé metody:

Elektronova mikroskopie.

Opticka mikroskopie:

Prochazejici svétlo:

 Erythrosin (Razumov).

 Akridinova oranz (Strugger).

» Fazovy posun apod.
Epifluorescence:

+ AODC (470 nm).

+ DAPI (360 nm) + kombinace.

» Pocty ,0znacenych® bunék (markery).




Pocty mikrob( ve vodé — pfimé metody: Kultivacni metody — misky:

Provedeni (nezavisle na metodé): Misky s pevnymi ptdami = substraty, rustové faktory,

1. Fixace a Filtrace vzorku. soli, pufry atd. + agar — agar.

2. Barveni/ odbarveni filtru. + Roztirani na povrch misky, nebo

3. Montovani do imersniho oleje. + zalévani do roztaveného vlazného agaru.

4. Pogitani (okem nebo image analysis). . Kulvti’v'a\c’e v terTostatu (standardni ¢as a teplota !!).
Rt + Pocitani kolonii.

Vypocet: Redéni vzorkii / optimalni poéet kolonii na misce.

* Propoctena plocha/pocet poli m¥izky. Vysledek: Poget kolonii = KTJ & CFU / ml.

» Filtrovany objem, filtracni plocha.

+ Analyza mikroskopického obrazu. DISPROPORCE proti PRIMYM METODAM !!!

Kolonie na miskach:
MPA
MFC
Enterokoky




0 23 ; o Most Probable Number
Kultivacni metody — tekuté pudy: _
} . MPN [ml1] je nespojita VYV
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Disproporce

mezi pfimymi a kultivaénimi metodami:

» Specificnost médii.

» Koncentrace substratt vs. vlastnosti kmene/populace.

* SAD - Substrate Accelarated Death.

» Teplota pfi zalévani a kultivaci.

» Konkurence na misce — prostorova, substraty,
metabolity.

» Doba kultivace — pomalu a rychle rostouci typy.

 Kilustery — mikrokolonie, vlo¢ky > 1 kolonie.

» Pohyb po povrchu agaru.

» Obecné, ale ne vzdy:

Cim bohatsi ,vzorkované prostredi®, tim vySSi procento
Lkultivovatelnych® v celkovém poctu.

1. Kolik jich je ?
g (Bez civilistu I1)
?

Viable count: . . s
Viable count - jsou zivé ?

Vztah k S
Piavod
Ruast na mediich

OLIGOKARBOFILNi
AUTOCHTONNI
Nukultivovatelné

Viable / nonculturable

KOPIOTROFNI
ALLOCHTONNI
Kultivovatelné

Viable / culturable

Rust na mediich — misky, zkumavky.

Pfimé metody:

+ Autoradiografie — pfijem znacenych
substratu.

VBNC

Charakteristiky: * Respirace — TTC, TCA >> formazan.

K piske KyScka - Afinita ke genetickym sondam.

- izka ka o

u-max ntl a Vysol a Vys|edek

V-max nizka vysoka . . ;
o ivakomon— es “es VétSina bunék barvenych AODC nebo

Y ' K spoc vry_spec : DAPI je (byla pted fixaci vzorku) 2iva.




VIRY:

» VétSinou fagy.

» Elektronova mikroskopie.

» Epifluorescenéni mikroskopie
(DAPI, SYBR gold).

« Klasicka kultivaéni metodika:

Suspenze citlivého bakterialniho kmene +
vzorek >>> plaky. Potlageni bakterii ve
vzorku (chloroform).

» Patogenni viry — specialni techniky.

Klasické stanoveni bakteriofagu:

Suspenze standardniho bakt. kmene + vzorek vody.

Soft agar

b} Plating and Detection

2. Biomasa

Zakladni problém:

Nelze oddélit bakterie (spolecenstvo,
populaci) od ostatnich ¢astic ve vzorku
a potom provést stanoveni.

MozZnosti:
» Mikroskopické metody.
* Chemické metody.
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Ekologie — ktery organismus je Uspésny?

Tatinek péruje synka:
».Johnny, kdyz bylo Abe Lincolnovi tolik co
tobé, tak se ve svétle krbu celé vecery ucil!"

,Jo, tati, a kdyz mu bylo tolik co tobé, byl
prezident!™

Dodatek skeptika: ,Kdyz mu bylo tolik co mnég,
byl ddvno mrtvola. A bezdétek."

Jen spravné otazky v pravy ¢as a na spravném
misté vedou ke spravné odpovédi. Va dalsim
kole miZe byt spravna dalsi odpovéd.

Biomasa - mikroskopicky

DAPI (AODC):
» Celkovy pocet bakterii (bunék).
» Zméfeni délek a Sifek, vypocet objem.
* Pramérny objem buriky.
» Faktor objem >
> susSina (45%) > C-org. (10-30fgC/burika)
Vypocet bakterialni biomasy:
» Biovolume / ml.
» SuSina / ml.
» C-org/ml.
* Manualné nebo analyzou obrazu.
* Problém — poznat bakterie a archebakterie. »

Biomasa chemicky:

ATP: Aktivni biomasa:

V mofi O.K., ve sladkych vodach
interference ostatnich organismu.

PLFA: PhosphoLipid Fatty Acids

* Pouze Prokaryota.

* Rozdil Eubacteria / Archea.

» Specifické ,markery“ pro rizné typy.




Biomasa PLFA

Mastna kyselina — glycerol — fosfat.
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Biomasa PLFA

Headgroup Hydrophobic core Headgroup

Ester bond

Ether bond

A - Eubacteria

B - Archaea
26

Biomasa PLFA

Mastna kyselina — glycerol — fosfat.

FA/glycerol:

» Eubacteria — esterova vazba.

* Archea — etherova vazba,

* G+ :vétvené PLFA

* G- :nenasycené PLFA.

* Bohaté moznosti knihovny markerd.

« Zivéa biomasa. (Intepretace ne vzdy
jasna.)
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3. Identifikace

Klasické metody:

Isolace kolonie, kultivace, biochemické testy,
tvar kolonii atd.

Bergeys Manual, jména, &isla/kody.
Imunologické metody.
Analyzy komponent biomasy — PLFA.

Analyza vysledku: Automatizace, knihovny
matic testd. DENDROGRAM typu.

Pramyslova a zdravotnicka mikrobiologie.
Dalsi pfistupy viz Hygienické aspekty.
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Identifikace - klasické metody:

* Vysledek: Ur€eni druhu, kédu.
 Klasicka taxonomie, zakladem je ,rod".
* Neodpovida fylogenezi, atd.

Lze urc€it vSechny bakterie ve vzorku?
Ne, protoze:

* Nerostou na médiich.

* Nemaji jména.

» Je jich moc - kusl a asii druhd.

29
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Identifikace - klasické metody:

Fysiologické skupiny — pragmaticky pfistup:
Skupiny podle vyznamného fysiologického rysu:
* Amonifikace.

« Nitrifikace.

+ Denitrifikace.

» Sirné (autotrofni).

» Desulfurika¢ni.

. Zelezité.

* Sporulujici.

» Rozkladajici tuky, ropné uhlovodiky, celulézu atd.
Nékteré skupiny jsou zcela umélé.

«Zelezité
bakterie
Gallionella

Co poskytuje klasicka identifikace ?

» Rutinni data pro testovani podle norem
(hygiena, pramysl).

» Kontrola hygienicky vyznamnych typu —
patogend, indikatoru.

» Podobnost vzorkud v oblasti moznosti
identifikace — pfisun do systému apod.

* Zmény vzorku v ¢ase, zmény struktury
spole€enstva (pro vyznamné typy) v ¢ase,
podél proudu, atd.

Klasicka identifikace — Mal$e, HbU AVCR

Podobnost: V R H B je sekvence downstream:
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Identifikace — molekularni metody

Ribozomalni RNA 16S (23S): Konservativni,
nefunkéni gen, nizky horizontalni transfer,
typicka pro fylogenetické skupiny,

pro ,,druhy“??

Ecotype: Defined by environment.

Phylotype: Defined by phylogenetic group,
related to ribotype.

Ribotype: Different 16S rRNA sequence.

Operational Taxonomic Unit (OTU): anything goes.

PCR - jakykoliv vzorek

Polymerase Chain Reacticn (PCR)
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PCR a co dale:

Vzorek — extrakce DNA, RNA.

PCR v cyklech.

Identifikace amplifikovanych fragment(.
» Hybridizace sondami.

* Elektroforéza.

Pfiprava genetickych sond.

Sondy >> FISH.

Klasika - PCR moiskych vzorku:

* 30% bakterii v oceané je SAR 11
(ptvodné typ Sargasso Sea 11):

* Neroste na pudach.

* Neroste v obohacené morské vodé.
* Je heterotrofni.

* Doba zdvojeni > 26 hodin.

» Uz je jasno, ze to neni ,druh®.

Nearly complete 16S rRNA sequences of all SAR11

78 9 58I, 4 Arctic, 5 Other
36
6] 4 Morterey Bay, 1 Sangesso Sea, 1 Other
97|
} Saisseo Sea

| SAR11 is not
o S e % one “species”
Average
1L T, difference is
% Sarasso Sea about 15%
]’E A smw among SAR11

—_—
Constructed by Matt Cottrell 9

FISH - fluorescent in situ hybridization

1. Fixace vzorku - Lugol, pak formaldehyd.

* Po > 2 hod odbarveni thosiranem.

» Filtrace (0,2 uym Poretics), proplachnuti.

 Filtry uskladnit v -20°.

2. Hybridizace:

» Sonda + pufr (NaCl, Tris, formamid atd.)

» Filtr na vysece, expozice se sondami - 2 hod pfi
46°.

* Proprani (pufr, destilka).

3. Barveni DAPL.

* Proprani.

» Suseni.
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FISH - fluorescent in situ hybridization

4. Zpracovani vzorku - mikroskop (epifluorescence):

» Celkové pocty DAPI.
* Pocty oznacenych (hybridizovanych) bakterii.
+ (Media zpomalujici vyhasinani fluorescence.)

SONDY: Fluorochrom - Cy3 - indokarbocyanin.
Eubacteria

a - Proteobacteria

B - Proteobacteria

R - BT (podskupina B - Proteobacteria)

y - Proteobacteria

Cytophaga - Flavobacterium

Gram positivni

FISH - dalSi moznosti

* Libovolna sonda — osudy v systému.

» Kombinace s autoradiografii — utilizace
znaceného substratu (*H) MAR FISH.

» Kvantitativni autoradiografie STAR FISH.

* Kombinace s mérenim dalSich aktivit v bufice
— respirace apod.

» Bez kultivace.
» Podminky in situ, az pak fixace vzorku atd.
« P¥iblizeni urovni autekologie.

42




FISH - LIMITACE

+ Citlivost — stav populace/bunék.

» CARD-FISH (horse raddish peroxidase)

 Specifické/nespecifické sondy.

* Fylotypy nejsou ekotypy.

» Oznacena skupina neni populace.

» Ekologicky vyznam ,oznacené skupiny“
musi byt potvrzen dalSimi
metodami/dikazy.

» Lze pouzit ,nekonzervativni“ ¢asti RNA?

43

4. RiUstova rychlost

Rust = déleni bunék — ztraty
Ztraty:
* Mortalita obecné
* Fagy-lyze
« Zrani - prvoci, filtratofi, benthos...
MozZnosti:
Populace: Identifikace ,naseho* kmene.
Prace s kmenem — chemostat.
Spolecenstvo: Celkové zmény.
Identifikace kment / skupin béhem pokusu.
PCR: ,Pocty” genl pro enzymy, skupiny apod.
Neni nutno pracovat s mikroby, staci napf. sediment.
Zalezi na PRIMERU !I! Zalezi na aktivité (represi) enzymu.

Knihovny sekvenci. w“

Rastova rychlost:

» Zmény celkovych poétl béhem inkubace.

» Porovnavani paralelek : filtrované/nefiltrované
atd.

» Lze kombinovat s FISH atd. (,populace®).

* Inkubace v lahvich, v dialyza¢nich
membranach atd.

» Vypocet — viz rychlost déleni T=1/R(c).
* Problémy — délka inkubace!!
* Pro populace — chemostat.

45

Rustova rychlost
* Frekvence déleni bunék obecné:
celk. pocCty + analyza velikosti
* Frequency of Dividing Cells (jen G-):
kys. nalidixova — inhibice tvorby pfepazky

46

5. Produkce

Produkce = tvorba biomasy.

1. Stanoveni zmén objemové produkce
béhem inkubace: DAPI + Image
Analysis (+ autoradiografie atd.).

2. Inkorporace 3H-thymidinu.
3. Inkorporace ®H-leucinu.

47

Inkorporace 3H-thymidinu.

* Kratka inkubace — THY do DNA.

* Nizké koncentrace (10-20 nmol/l THY).

» Postup:

* Inkubace (0,5 hod) + fixace (formalin).

« Filtrace (za chladu), promyti TCA.

» Méreni radioaktivity filtr( (LSC).

» Vysledky: inkorporace THY pmol/l/hod,
pfepocet na objem, susinu, C-org.
(viz ,2. Biomasa).

48




Inkorporace 3H-thymidinu

Problémy: Selektivita THY >> DNA.
(mozna i jako substrat).

Inkorporace 2H-leucinu:

* orientace na metabolismus,

* spolehlivéjsi.

49

Cytofluorometrie - tfidéni vzorku

Za pfiméfenych podminek Ize po

 barveni specifickymi barvivy,

« aplikaci genetickych sond,

* navazani napf. zeleza,

rozdélit vzorek cytofluorometricky na
~populace” nebo skupiny.

6. Aktivita

Co toje?

« Aktivni bunka je takova, u které jze prokazat
zivotni projevy pfimo, nebo v kratkodobém
inkubacnim pokusu (Hobbie). Mezi aktivitou a
produkci neni stoprocentni pfechod. Mnohdy
se méfi rychlost transformace latek a podil na
metabolismu systému.

Projevy aktivity:

 spotfeba substratu (a akceptoru e),
» produkce metabolitu (v€. CO,),

» schopnost rlstu.

» Patfi sem i stanoveni % aktivnich B.

6. Aktivita - Respirace:

Mé&rFeni spotieby kysliku n. produkce CO, :
1. Kratkodobé méfeni v podminkach in situ.
Separace fytoplanktonu, eukaryot atd.
Filtraci se oddéli ¢ast B na partikulich.
Moznosti méfeni:

V lahvich, v komurkach, Warburg, zvony
na sedimentu ....

5. Rozdil proti BSK — viz 1) !l!

o

6. Aktivita — znac¢ené substraty:

Autoradiografie:

* Priikaz inkorporace do jedné urcité
buriky.

» Kombinace s DAPI, FISH atd. (viz MAR
FISH).

* Pro baktérie — 3H — substraty/tracery!
Proc? — dolet B &astice v emulzi.

6. Aktivita — znacené substraty:
Uptake (= spotieba):
* Inkubace, fixace, filtrace, méreni radioaktivity
— ,jak prosté®, ale....
Problémy:
+ Cim, jak, kde znageno.
* Pomér pfidané (A)
a pfirozené koncentrace (S).

» Lokalizace zna¢eného atomu v molekule
a v metabolismu (inkorporace/respirace).




6. Aktivita — znaCené substraty:
Cim, jak, kde znageno:
14C0,, 328, ...:

* Zname koncentraci, ale nevime KDO
inkorporuje (autotrofové).

14C-org (substraty):
¢ Zname ,misto“ uhliku v molekule.
Nezname koncentraci substratu v systému.
*  Muzeme méfit ,osud", tj. inkorporaci / respiraci.
» Prfidavame vysoké koncentrace (A >> S).
3H-substraty:
* Nizké koncentrace, nezname ,misto".
» TransportH a C ,se liSi*.

Uptake '“C-glukosy apod.:

» Uptake nespecifického substratu.
* Prokazana ,saturaéni kinetika“.
V=V_.,SK+S
* Neznama pfirozena koncentrace.
* Moznosti stanoveni parametr( saturacni
kfivky: Vmax, (K+S).
VS= Vmax (S+A)I(K+S+A)
» Stanoveni inkorporace s fadou koncentraci
(A) a linearizace kfivky.

& ® 88 8 ® tHobbie
S 4 P
-~ 5 M -~ = Wyirht
& U L O & O i b
- W
L ax /2 "'t'.'-__ihkos-I
| .
L R —
- \¢ SH+A
P s V=V i
. war K40+ A
| | | i L L L L
5o h—> s

Inkorporace vs. mineralizace
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Uptake: Inkorporace + mineralizace

1. Béhem inkubace se nesmi zménit ,pocet
enzymovych jednotek”.

2. Substrat typu glukosy je postupné
mineralizovan na CO,.

3. Lze méfit na jednom vzorku inkorporaci i
mineralizaci.

4. % mineralization pro dany substrat
odpovida Yieldu (viz 1 a 2).

5. Béhem inkubace klesa (S + A) a tim i
rychlost uptake / linearita v ¢ase. (5-10%A.)
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Uptake '*C-glukosy apod. a 3H-substraty:

* S 3H-substraty Ize méfit Vmax jen mame-li
jistotu, Zze ,jsme* v satura¢ni oblasti MM
kFivky.

+ V tom pfipadé mGzeme mérit i s 14C bez
nutnosti ,celé Ffady"“.

* S 3H-substraty Ize TEORETICKY meéit i
respiraci - pokud oddélime rozpustény
zbytkovy 3H-substrat od 3H,0.

60




Problémy:

* Interference nespecifickych substrat — fedi
znaceny substrat, vychazi ,nizka aktivita
spolecenstva®“.

+ Substraty typu kys. glykolové — vysoké %
mineralizace.

* Rozsah koncentraci nezabira celou kfivku.

Pro¢ se spole¢enstvo chova jako populace ?

* Jannasch: Jeden dominantni kmen.

» Hobbie: VSichni jsou K-specialisti a maji
podobné charakteristiky.

61

Holger. W. Jannasch (1927 — 1998)
John. E. Hobbie
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Enzymové aktivity:

Enzymy dychaciho retézce (ETS):

Tetrazoliové soli (nahradni akceptory elektron(
>> formazany):

* TTC : 2,3,5-trifenyl tetrazolium chlorid

* INT : 2-(4-iodfenyl)-3-(-4-nitrofenyl)-5-fenyl
tetrazolium chlorid

» CTC : 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chlorid

o XTT : 3’-[1-(fenylamino)-karbonyl]-3,4-
tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) hydrat
kyseliny benzensulfonové

* INDIKACE:

Fotometricky, mikroskopicky v burikach.
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Enzymové aktivity — ETS — redukce FDA:

Nespecifické esterazy:
Fluorescein diacetat — fluorescein.
Detekce :

» Fotometricky.
*  Mikroskopicky.

Analyza FDA u vzrokd sedimentu
o rlizné velikosti zrn

€ -1 10

Integrita membran:
Viable / non viable.
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Enzymové aktivity - extracelularni enzymy:

MUF-substrat + enzym (in situ) .
MUF (volny) + produkt(monomer) + enzym
» Jedna nebo serie inkubaci v rozmezi 10+ az
10-8M (0,5 hod).
* Fluorimetrické stanoveni.

* Vyhodnoceni ,kfivek” — ¢asto dvé kfivky atd.,
nutna nelinearni regrese.

* Interference — zakal, pH, pfirozené enzymy.
» Vysledek: EEA nmol/litr/hod.
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-R
+ [
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‘ Umély nefluoreskujici substrat Hydrolaza
(methylumbelliferon MUF)-subtrat
CH,
H
0] ~ 0 /O
) + R + E
\
‘ Fluorochrom MUF Monomer Hydrolaza
CH,




Bézné substraty pro EEA:

Alkalické fosfatazy :
4-Methylumbelliferyl phosphate (MUFP) 365/460 nm
a-D-Glucosidase (aGlc) (Skrob):
Methylumbelliferyl-a-glucopyranosid (MUFaGlp), 365/460 nm.
B-D-Glucosidase (BGlc) (celuléza):
Methylumbelliferyl-B-glucopyranosid (MUFBGIp), 365/460 nm.
Leucine aminopeptidase (Leu-amp):
L-Leucine-4-methyl-7-coumarinylamideHCI (LeuMCA), 380/440 nm.
L-Leucine-p-nitroanilide (LeuPNA), spektrofotometricky pfi 380 nm.
B-N-Acetylhexosaminidase (chitin):
Methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-glucosaminidase (MUFGIcNAc),
364/465 nm.
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7. Interakce v ekosystémech:

Vyzirani bakterii:

* Zmény pocta B pfi inkubaci — oddéleni
(filtrace) predatora.

* ZnacCené buriky — RA, fluorescen¢né
(FLB): Indikace ve vakuolach, ve stfeveé.

* Znacené burnky — FISH.
* Znacené Castice (beads) simulujici
baktérie.
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Prvok obsahujici FLB:

7. Interakce v ekosystémech:

Utilizace extracelularnich produktt PP:
* Inkubace s *C-karbonatem (PP B a.W).

« '4C-karbonat >> 14C-org. v biomase
+ 14C-org. v extracelularnich produktech.

« Filtrace — oddé&leni bunék (B+R).
+ Odehnani prebytku 4C-karbonatu.
+ Stanoveni “C-org. ve filtratu.
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Utilizace specifickych substratu

« Stacionarni rastové pokusy.
* Rust na jediném zdroji C-org.
» Kultivace ve specifickém prostredi.

» Degradace substratu smésnym
spolec¢enstvem — biofilm, biofilmové
reaktory, kometabolismus.

« Stanoveni toxicity a citlivosti na
antibiotika.

71

A co vzorkovani ??

» Bakterie nejsou makrozoobenthos !!

* Riziko kontaminace je tu vzdy.

« Sterilita: Hygienické problémy,
vodovody, determinace ubikvitnich typ(.

* Podzemni vody, prameny, sedimenty,
malé toky a nadrze: Kontaminace ze
stén, sedimentd, breh( atd.

* Pozor na denni cykly apod.!
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Obecné ke vzorkovani:

A: VSechen vyvoj atd. se sklada z dennich a sezénnich

cykll, a az nékde nad nimi jsou ,trendy”. Zalezi na
délce fidicich cykll v systému (= vnéjSich) a jejich
pomeéru k (vnitfnim) cyklim ,naSeho” objektu.

BULS

B: Trendy mUzeme poznat az pozname ty cykly,
a ty vétsinou poznavame jen dozadu.
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Vzorkovani a osud vzorku:

Kultivaéni metody:

» Potfebujeme zastavit aktivitu a pIné ji
obnovit zase na misce. Nesplnitelné!

+ Jak na to: Rychlé zpracovani vzorki,
opatrné chlazeni atd.

Pfimé metody:

 VétSinou s fixaci ihned po odbéru, pak
nasleduje ,prodleva“ pfed dalSim
zpracovanim.
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