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Umeélé(!) rozdéleni sledovanych parametru (endpointu):

1) Méreni kvantitativhich parametru
Mnozstvi mikroorganismu bud celkoveé, nebo nékterych skupin, ¢i indikatorovych druhu

Vyuziva: mikroskopickych technik (direct counts, barveni, fluorescence ...), izolacnich a kultivacnich technik
(MPN, viable counts ...), biochemickych metod (SIR), stanoveni bunécnych komponent (stanoveni C,,, N,,, ATP,
DNA, fosfolipidu ...)

2) Méreni rustu mikroorganismu
Sledovani kinetiky rastu, parametry napf. ..., 1ag apod.

Vyuziva: statické a dynamické kultivace, inhibice rustu, sledovani kinetiky rustu pomoci parametru aktivity
(kinetika SIR) atd.

3) Méreni metabolickych aktivit _ _
Meéreni celkovych aktivit spoleCenstva Ci jen vybranych skupin (selekce).

Vyuziva radu rudznorodych technik: respirace, amonifikace, nitrifikace, fixace dusiku, anaerobni aktivity.
inkorporace thymidinu, produkce tepla, enzymatické aktivity (dehydrogenaza ...) atd.

4) Méreni struktury mikrobialnich spole€enstev
Hlavné hodnoceni biodiverzity a.také indikace skupin Ci individualnich mikroorganismu

Vyuziva: mikroskopické techniky spojené s barvenim (imunofluorescence, proby DNA ...), izolacni a kultivacni
techniky (selektivni média, inhibitory skupin ...), genetické a molekularni techniky (proby DNA, rychlost
annealingu, PCR, DGGE, RFLP ...),  analyzy fosfolipidt, analyzy metabolického fingerprintu (BIOLOG), specifické
biomarkery a bioindikatory (ergosterol, kys. muramova ...)
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Pristupy mikrobialni ekotoxikologie

Vyse jmenované parametry mohou byt uzivany jako
endpointy v laboratornich testech i jako parametry -
pri sledovani mikroorganismu v prostredi

Pristupy k ME vyzkumu vs hodnoceni ER

Rozdéleni sledovanych parametru je umélé a techniky jsou
vyuzivany napric timto rozdelenim
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Mnozstvi dostupnych technik zavisi na skupiné organismu:

- ekotoxikologie mikroorganismu nejvice na prokaryotech (také mnoho metod)
- méné na houbach, zelenych fasach a prvocich - spiSe ekologické techniky:

Houby

« primé pozorovani, mycelia na makroskopické skale

 mikroskopické techniky (napr. délka hyf - H[um/grid]), pozorovani, barveni a
znadeni | | | |

 imunologické techniky: FAT - fluorescent antibody technique (FDA), RIA -
radioimmunoassay, ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

* molekularné — biologicke techniky (PCR)

* izolacni techniky

Protozoa

 mikroskopické metody, separace na Petriho miskach

e pocitani MPN

« gradientovana centrifugace nasledovana barvenim, eplfluorescencnl barV|cky

Sinice
« dobre rostou v béznych univerzalnich mediich
« pocitani MPN, pfima a fluorescenéni mikroskopie
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Pristupy mikrobialni ekotoxikologie

Existuji i dalsi, vicemeéne ekologické techniky, které l1ze pouzit
v ekotoxikologickém designu bud’ laboratornich testu ci
studii v realnych ekosystemech:

Sledovani arbuskularni mykorrhizy

- houba (AM) roste intra- a intercelularné na kofenech rostliny - nékolik typu, rizné morfologie i
fungovani

- priklad symbiézy: houba ziskava z rostliny veSkery organicky uhlik (az- 10-20% CO,
asimilovaneého rostlinou); oproti tomu rostlina ziskava mineralni ziviny (P, N, K, Ca, Mg, Zn a Cu) z
houby
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Arbuscular Mycorrhiza in Soil Quality Assessment

Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi constitute a living bridge for the transport of nutrients from soil to plant roots, and
are considered as the group of soil microorganisms that is of most direct importance to nutrient uptake by herbaceous

plants.

. AM fungi also contribute to the formation of soil aggregates and to the protection of plants against drought and root
pathogens.

. Assessment of soil quality, defined as the capacity of a soil to function within ecosystem boundaries to sustain

ecological productivity, maintain environmental quality, and promote plant health, should therefore include both
quantitative-and qualitative measurements of this important biological resource.

. Various methods for the assessment of the potential for mycorrhizal formation and function are presented. Examples
are given of the application of these methods to assess the impact of pesticides on the mycorrhiza.

Hypnal transport (fast)
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-Odbé-ry pro- mikrobialni
analyzy




Odbéry jako prvni soucast mikrobialni ekotoxikologie

Dulezité jsou techniky odbéru:

 zejména kvantifikace muze byt odbérem a nakladanim se vzorky silné zkreslena
» také kvalitativni parametry (aktivita, diverzita) jsou ovlivnitelné odbérem, zpracovanim a
manipulaci se vzorky

Hlavnim cilem je: 1) ziskat reprezentativni vzorek
2) minimalnég ¢i standardné (vime jak, o kolik) odbérem a manipulaci zménit kvantitu

Existuje mnoho metod a teorie kolem vzorkovani

pro vodu: 1SO 5667 fada
CSN EN ISO 5667-16 Jakost vod - Odbér vzorkii - Cast 16: Pokyny pro biologické zkouseni vzorki

pro pﬁdu: ISO 10381-6:1993 Soil quality = Sampling - Part 6: Guidance on the collection, handling and storage of soil for the assessment of
aerobic microbial processes in the laboratory

"‘Eable 7.1
mparison of microbial sampling approaches in major natural environments

vironment Access Numbcrs Sampling devices Sample processing
Dhrect Low Filters, Andersen samnplers Concentration on filters
Direct or remote High or low Nets, containers, filiers Dilution or concentration
iment Remote High Grabs, corers Serial dilution
Drircet High Shovels, corers Serial dilution
W=~ Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu 9




Odbérz l’ako Brvni soucast mikrobialni ekotoxikologie

Puda - vzorkovani

- vétSinou vysoke obsahy mikroorganismi => staci aseptické techniky (ryce, vzorkovaci tyce - odeberou
smeésny vzorek, Ci celé jadro)

- dalsi techniky: zakopana sklicka, pedoskop apod.

- u pud s'nizkym oZivenim se pouZzije atraktantu ¢1 navnady a tim dojde k zakoncentrovani

FIGURE 8.1 Hand auger. (Photo courtesy R. M. Maier.)

Sedimenty - vzorkovani
- bagrem, €1 vzorkovaci tyci
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Odbéry jako prvni soucé¢ast mikrobialni ekotoxikologie

Voda - vzorkov_éni

- obtize s moznou kontaminaci jinymi mikroorganismy, proto se pouzivaji specialni techniky

a
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evacuated sample hottle.

#
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4 [P

oo ///J-; Figl,,ll'E T-4
- Sterile Niskin butterfly water collecting bag. ia) Spring-

Figure 7.3 loaded holder. (b) Sterile plastic bag. (c) Rubber inlet tube,
J-Z sampler for coliection of water samples at shallow i i i Tri
depths. (a) Brack=t. (b) Messenger. (c) Glass tube to be {d and E:’ Knife blade for o skt g Wi .Tlgger’Ed h'_'a"'
broken by messenger. (d) Rubber inlet -ube. (g} Partially messenger.
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MikroskoEické technikx
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikroskopické techniky
- ptimé pocitani a pozorovani v mikroskopu

- Casto jsou mikroskopické techniky uzivané pii stanoveni poctli Zivych (aktivnich) mikroorganisma ve
vzorcich kontaminované vody, pudy, sedimentu

Mikroskopicka sledovani mohou byt velmi nespolehliva
» ruSena koloidni organickou hmotou a org. residui

* subjektivni hodnoceni

* nepiesné méieni

Moderni pfistroje a mikroskopy umoziuji automatizaci analyz (napt. analyza obrazu).

Svételna mikroskopie:

« "Light-field " mikroskopie

* "Dark-field" mikroskopie

» Fazov¢ kontrastni mikroskopie

» diferencialni interferencni mikroskopie DIC (Differential interference contrast)
 Fluorescen¢ni mikroskopie

+ dalSi techniky:
polarizacni mikroskopie, elektronovda mikroskopie (SEM - scanning electron microscopy, TEM -
transmission electron microscopy), flowcytometrie atd.

U~ S5 Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu 13




Fazove kontrastnl mlkroskople - - : :
prevadi fazové posuvy svételného vinéni, ktere proslo Vzorkem na zmény 1ntenz1ty % obraze

Image
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Back focal plane Phase plate

of objective

Objective

Lndiffracted rays ~+—— Diffracted rays

™ s FIGURE 9.5 Phase-contrast image of a free-living nitrogen-fixing
Condenser e ..o // e, . cvanobacterium (40 um length) and the algal cell known as a diatom
ZHE R 12 um length). (Photo courtesy P. Rusin.)
Lower focal : l\ \\\ )) )
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condenser
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From light source
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FIGURE 9.7 A differential interference contrast (DIC) image of

Cryptosporidium with associated sporozoites. (Photo courtesy I. Rusin.)
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g
Metodikz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie
SEM a TEM .

FIGURE 9.16 A typical transmission electron microscope (TEM
(Photo courtesy FEI Company.)

o

FIGURE 9.14 Scanning electron microscope image of a biofilm of a Rhizobium bacterium. Each bac-
terium is approximately 2 um. (Photo courtesy [. L. Pepper.)

a
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In situ mikroskopie pudy

Metoda zakopanych sklicek (burried slide technique)

vrstvu

- alternativou je pedoskop (simuluje pudni mikropory. hranatymi
sklenénymi kapilarkami)

Metodikz a EostuBz mikrobialni ekotoxikologie

- 1ze sledovat mikroorganismy témér piimo v prostiedi, ovSem kvantifikace je pomérné nepresna

- zakopané mikroskopicke sklicko a po néjaké dobé 1ze opatrné vyjmout a mikroskopovat, barvit vzniklou

Figure 7.1
Schematic representation of ouried slide technigue for collection and enumeration of
microorganisms.
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re 7.2

oscope for in sidu observation of micrcorganisms in
ent. A pedoscope is a similar device for observation in

(Saurce: Aristavskaya 1973. Reprinted by permission of
ish National Research Counail.)
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Vizualizace mikroorganismu pomoci fluorescenénich préb

- fluorescencne znacena biomolekula (protein, NA, polysacharid Ci lipid)
se vaze selektivné na antigen, sacharid, sekvenci NA a oznaci tak tento
cil | ' ' ' '

« pro pudni vzorky intenzivné uzivané od r.1970

* znameé mnozstvi homogenizovaneho vzorku je umisténo do
mikroskopovaneého prostoru a obarveno fluorescencnim barvivem

* lze stanovit delky bunek i jejich objemy (biovolume)

 |ze stanovit % podil bunék vykazujicich invaginaci ,Frequency of
Dividing Cells" (FDC index) - in situ stanoveny index indikujici rustovou
rychlost (Bloem, 1992)

« metabolicky aktivni hyfy hub mohou byt stanoveny fluorescein
diacetatem (FDA), ktery se stava fluorescentnim az po enzymaticke
hydrolyze

== Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi 18
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Vizualizace mikroorganismu pomoci molekularnich
prob a epifluorescencni mikroskopie

Nespecifikca vs specificka detekce
Casto uzivana barviva:

 Fluorescein isothiokyanat (FITC) - barvi proteiny
* Acridin orange (AO) - barvi nukleove kyseliny

» Ethydium bromid (ED) - barvi nukleove kyseliny
4 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

catd .... . . |

Ll-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi
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Epiflorescencni techniky | .
srovnani rliznych barviv pfi analyzach vzorkl piady
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Antigenni techniky — specificka detekce

1) vyuziti polyklonalnich protilatek (vznikaji napr pri imunizaci kraliku) -
obsahuji radu protilatek; reaguji s necilovymi mikroorganismy

2) vyuziti monoklonalnich protilatek

a) aglutinacni techniky
* mikroorganismy se shluknou diky vazbam zprostredkovanym -
protilatkami

« citlivost od 107/ml ---> spiSe screening
b) agar diffusion test - vznikaji prouzky srazenin

C) |mmunomagnet|cke vychytavanl - na principu selekce dotycnych
mikroorganismu

d) znacené protilatky
* fluorescencni (FAT) €i luminiscencni barvicCky, zlato Ci enzymy (ELISA -
enzyme linked immunosorbent assay)

« citlivost az 10° - 103/ml

Nevyhoda = musime nejprve izolovat dotyénou skupinu mikroorganismu,
charakterizovat a ziskat protilatku




Metodikz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie

FAT

d - Fluorescently-labeled
primary antibody

- fluorescent antibody technique (target specific)

- vyuzivany jsou fluorescencni protilatky

- primarni a sekundarni (viz. obr)
~ Target

~ Fluorescently-labeled
secondary antibody
(primary antibody specific)

Primary (target specific)

antibody
~ Target
FIGURE 9.9 Use of fluorescent antibodies coupled to fluorescein
isothiocyanate to detect antigens. Here rhizobia fluorescence in re- FIGURE 9.8 Examples of reagents used in fluorescence mi-
sponse to UV irradiation is shown. (Photo courtesy 1. L. Pepper.) croscopy. These can be nonspecitic, such as the fluorescent dye acri-

dine orange, which binds nucleic acids, or specific, such as fluores-
cently labeled antibodies. (a) Binding of a fluorescently labeled
antibody (primary reagent). (b) Binding of a fluorescently labeled
antibody (secondary reagent) to the primary antibody.
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Metodikx a Bostugx mikrobialni ekotoxikologie
ELISA

- enzyme linked immunosorbent assay
- Casto uzivana ke studiu biofilmu

FIGURE 12.13 These figures are schematic representations of di;
rect and indirect sandwich ELISAs. These reactions are usually car;
ried out in a microtiter plate and the color change shown can be de|
tected and quantitated using a plate reader.

Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganisma

Direct ELISA

N w N m@

Well is coated with antibody

Sample containing antigen is
added

Indirect ELISA

Well is coated with antigen

Sample containing antibody
is added

Second enzyme linked
antibody is added and
bound to antigen
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vis v

Enzyme substrate is added
to produce color reaction

Enzyme linked antiglobulin
is added

Enzyme substrate is added
to produce color reaction




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Western blotting immunoassay

- znaCeni predchazi seperace

Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganisma
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Step 2. Sample is separated by size
as it migrates through the

Step 1. Sample is added to an
gel matrix.

electrophoresis gel.
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Step 4. Labeled antibody is added to the
nitrocellulose membrane and

allowed to bind to the target
antigen.

Step 3. Sample is transferred to a
nitrocellulose membrane.

Target antigen is detected
by color production

FIGURE 12.16 This is a schematic representation showing the basic steps involved in West-

ern blot immunoassay.




Primé  mikroskopické  pocitani
bakteril (direct bacterial counts)

- jde vlastné o prvni ze dvou "pocitacich" technik (druha
je tzv. viable / indirect counts, neboli pocitdni po
predchozi 1zolaci a kultivaci)

- vétSinou vySSi poCty nez pii viable counts (pouze 10%
je kultivovatelnych); rozdil 1ze zjistit tzv. direct viability
counts (DVC) - inkubace s nalidixovou kyselinou -
Krogurovou metodou (viz. dale)

- u vzorki vody lze pfimo pocitat v pocitaci komitrce, u
pudy je potifeba nejdiive dispergace a separace od
pldnich ¢astic (ty jsou pfi techto technikach Vazny
problém)

- pro zlepsenl pozorovani se uziva rada barviv (FDA, AO
DAPI, FITC atd.)

- z ptimych pocth 1ze 1 odvodit biomasu (musime ale znat
napf. prumérnou velikost buné€k bakterii ¢1 délku hyf hub)
>

Nz
TOIX
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Metodikz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie

TABLE 9.2 Equations for Calculating Biomass

Calculation of bacterial numbers in soil:

A V,m WW

N =N
Am Va Wy

N = number of bacteria per gram dry soil
N¢ = bacteria per field
A = area (mm?) of smear (or filter)
An = area (mm?) of microscope field
Vim = volume (ml) of smear of filter
Via = volume (ml) of sample

D = dilution
W,, = wet weight soil
Wy = dry weight soil

Bacterial biomass as carbon:

%C

X 1076
100

Cb = Ng Vb [ S
(, = bacterial biomass carbon (ug/g-soil)
N = number of bacteria per gram soil
Vy = average volume (um®) of bacteria (r°L; » = bacterial radius,
L = length)
e = density (1.1 X 102 in liquid culture)
Sc = solids content (0.2 in liquid culture, 0.3 in soil)
%C = carbon content (45% dry weight)

Calculation of fungal biomass carbon:

C, = ar? LS %C x 10"

C; = fungal carbon (ug carbon/g-soil)
r = hyphal radius (often 1.13 pwm)
I. = hyphal length (cm/g-soil)
e = density (1.1 in liquid culture, 1.3 in soil)
5. = solids content (0.2 in liquid culture, 0.25-0.35 in soil)

Adapted from Paul and Clark (1989).




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikroskopické stanoveni poc¢tu aktivnich (respirujicich) mikroorganismu
ve vzorcich prostredi

- dulezité, nebot' z celkového mnozstvi je aktivnich jen asi 40%

- nelehky ukol, nebot inkubacni techniky jsou prilis zdlouhave, je problem s
medii a jejich selektivitou, homogenizace vzorku (nebo filtrace) vzdy Cast bunék
odstrani

- respirometrické techniky jsou rovnez zkreslene manipulaci se vzorkem a
neodlisi skutecne aktivni mikroorganismy bez zavislosti na jejich fyziologickém
stavu

Barvici techniky a mikroskopovani jsou jednou z moznosti

L~<4| Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

1) Pozorovani aktivné respirujicich bakterii (ve vzorcich vody)

- barveni:  2-(p-indophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium  chlorid

- . barvivo predstavuje kompetitor pro reakci s kyslikem - vznikaji nerozpustné
krystaly INT-formazan, které se akumuluji v metabolicky aktivnich
bakteriich

- sledovani 1ze provadét mikroskopicky (Cervene depozity uvnitt bunék) nebo
lze formazan extrahovat ethanolem 2z prefiltrovanych bunék - (pouze ve
vodnim prosttedi) a mérit spektrofotometricky

2) Kombinace barveni AQ a INT

- Acridine orange umoZni stanoveni celkovych pocti, INT barveni dale
stanoveni poctu aktualné respirujicich bakterii

Ll-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi 27




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

3) Technika inkubace vzorku (voda) v pritomnosti asimilovatelnych zdroju uhliku a
nalidixové kyseliny: .. Krogurova metoda"

- nalidixova kyselina je specificky inhibitor DNA gyrazy a-interaguje s délenim bunék u
mnoha gram negativnich hakterii

- rostouci exponovane bunky nabyvaji protahleho tvaru nebo jsou Vypoukle - mohou byt
pfimo mikroskopovany -

4) Metoda zalozena na enzymatické hydrolyze fluorescein diacetatu:

- metoda diskutabilni u bakterii (otazka transportu barviva do bunky)
- reakce je primarné zavisla na celularni esterazoveé aktivité, a tedy neni v pfimém vztahu k
celkové aktivité

5) Moderni postupy vyuzivajici redoxreakce s pomoci ditetrazoliovych barev, napt. S-cyano-
2,3-ditotyl tetrazolium chlorid (CTC)

- metoda vhodna k vizualizaci aktivné respirujicich bakterii v.environmentalnich vzorcich
- reakce ma stejnou podstatu jako INT, ale vysledny formazan je lépe detekovatelny
vzhledem k jasné¢ Cervené fluorescenci

L-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganism 28




Izolacni a kultivacni technikx
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie
Izolacni a kultivac¢ni techniky.
- potteba pro riizné ucely, napt. identifikace specifickych mikroorganismii, méteni diverzity atd.

- pocitani mikroorganismi - tzv. viable / indirect counts - pouZiti metod MPN (most probable number) a
pocitani CFU (colony forming units)

Izolace a stanoveni poctu izolovanych mikroorganismiu - vzorky piidy a vody - obecna Kritéria

- u pudy vhodna extrakce (napt. pouziti surfaktantu Tween 80 s disperznim ¢inidlem pyrofosfat sodny)
nasleduje nasobné fedéni (vodou, fyziologickym roztokem ¢i pufrem ...) -

- u vzorktl vod je vétSinou potieba zahusténi - technika membranové filtrace
Nasleduji obecne kultivacni techniky - metoda agarovych ploten: poured a spread plate counts

Vystupem jsou: CFU na jednotku hmotnosti nebo objemu vzorku

L~Sl4 Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Inkubacni techniky na miskach z ekotoxikologického hlediska:

Vyhody

iy s

Snadnost a dostupnost materialu

Relativne nizka cena

Inkubacni zdroj zivych mikroorganismu -.izolace z realnych vzorku

MoZzZnost komparativniho porovnani ruiznych kompartmentu prostredi

Moznost specificky posuzovat urcité fyziologické skupiny (selektivnhi média pro
fixatory dusiku, houby, anaeroby, nitrifikatory, denitrifikatory apod.)

Nevyhody

5

2.
3.

4.

Vliv typu vybraného média na uspésnost inkubace (pouze 0,1-10% skutecného
poctu mikroorganismu v prostfedi - zejména r stratégu)

Z&dné médium neni zcela univerzalni

Inkubace Casto odrazeji pouze pocty aktualné Zivych (aktivnich) bunék ve
vzorcich

Prakticky nefesitelny problém souvisejici se shlukovanim bunék na miskach
(CFU neodrazi pocty ,materskych" bunék)

L-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganism




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Izolace a stanoveni po€tu izolovanych mikroorganismiu - obecné schéma viable counts

Alternativni
oznacovani:

10 mL; 1 ML atd.

10g Soil 1. Soil Dilution
+ 10 —
90m! 0.85% NaCl H TN 'h:\
/ |
!
1 ml [
1 ml 1 ml 1mi 3 !
e T T || |
,J — ] —

LI~Sl= Bi6420 Ekotoxikologie
TOX 9

T

10 1073 107 10

Spread 0.1ml

on replicate petri
plates containing
appropriate medium

SHONES

9ml 0.85%NaCl
+
1.0ml previous Dilution

Calculation:

Viable celis/g dry soil =
Dry weight of soil

' Fig. 2.5 Outline of viable plate count method for estimating numbers of organisms per

mm of s°“'...u

e




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

1. Poured plate counts:

- agar nebo obohacen¢ médium ochlazené na 35 - 50 °C je nalito na Petriho misku s 1 ml inokula
(pouzita rozumna fada fedéni) -

- nasledné€ je opatrnym krouzenim miska dokonale promichana

- po inkubaci (pro celkove pocCty mikroorganismi vétSinou 25 - 30 °C, ve tmé&, 5 - 7 dni) jsou
spocitany kolonie

- objevi - li se narust plisni a hub (jde o vzorky realn¢ho prostiedi) a pokryji-li 15-20 % povrchu
ploten, je tyto nutné vyloucit pro moznou inhibici ristu bakterii

- rozvo] hub muze vyrazné€ omezit pridavek mycostatinu (2 pg/ml)

W=~ Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu 13
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Metodikx a Bostugx mikrobialni ekotoxikologie
Step 1. Make a 10-fold dilution series.

1 ml

10 g maist soil

Tml 1ml 1 ml

_| 9 ml dilution
blanks -

Step 2. For each dilution, transfer 1.0 ml of
soil dilutions to replicate agar plates.

; Step 3b.
SR, Adt% rréplt;an agta_r (,:OOItehd ta 4|5 c the lid on the dish and gently swirl
e dlsh eomaining e s the agar to mix in the inoculum and
suspension.

completely cover the bottom of the
plate.

After pouring each plate, replace

Step 4. Incubate plates under specified conditions.

- G
Schéma poured plate counts :

Step 5. Count dilutions yielding 30-300 colonies

per plate. Express counts as CFUs per
g dry soil.

O Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganisma ;

FIGURE 10.2 Dilution and pour plating technique. Here, the diluted soil suspension is incorporated di-
rectly in the agar medium rather than being surface applied as in the case of spread plating. (Adapted %%n
Pepper et al., 1995).




]
Metodikz a EOStqu mikrobialni ekotoxikologie

Step 1. Make a 10-fold dilution series.

10 g moist soil

1ml

9 ml dilution
blanks

Step 3a. Aglass spreading rod is flame sterilized.

Step 2. For each dilution, transfer 0.1 ml of
soil dilutions to replicate agar plates.

2% Sl)l'ead Dlate'countlng teChnlque : ‘ Step 3b. Sample is spread on the surface of
. . il the agar. This is done by moving the
= ] spreader in an arc on the surface of the

agar while rotating the plate.

- pfi analyzach mnoha materidlu je ucelné e
nanaset inokulum na povrch tuh¢ agarové
plotny a roztirat sterilni hokejkou (pf’l : Step 4. Incubate plates under specified conditions.
rozumne fad¢ fedéni vzorku)

Step 5.Count dilutions yielding 30-300 colonies
L per plate. Express counts as CFUs per

- je diskutabilni pfesnost a mira ztrat pfi této g dry soil
proceduie

FIGURE 10.1 Dilution and spread plating technique. Here, soil that initially contains billions of microbes

Lijjlqa B|6420 Ekotoxikologie mikroorganismlj ! is diluted prior to being spread plated to enable discrete colonies to be seen on each plate. Numbers of colonies

on each plate can be related to the original soil microbial population. (Adapted from Pepper et al., 1995). 35




Metodikz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie

Celkové pocty mikroorganismiu - vypocty

Information Box 1
Dilution and Plating Calculations

A 10-gram sampk of soil with a moisture content of 20% on a dry weight basis is analyzed for viable cul-
turable bacteria via dilution and plating technigues. The dilutions were made as follows:

Step Dilufion

1 ml solution A

1 ml solution B

i mi selution C

1 ml solution 12

10 g soil ’

—

—

95 ml salinc (solution A}
9 ml saline (solution B)
% ml saline (solution C)
9 ml saline {solution T}

9 ml saline (solution E)

107" (weight/volume)

1072 (volume/volume)
1077 (volume/ volume)
10 * (volume/ volume)

0 * (volume/volume)

I'ml of solution E is pour plated onto an appropriate medium and results in 200 bacterial colonies.

1
dilution faclor

1
-5

Number of CFU = X number of colonics

= 2.00 X 107 CFU/g moist soil
But, for 10 g of moist soil,
moist weight - dry welght (D)
dry weight (D}

Moisture content —

Therefore,
0.20 = lU[_) D and
D =833 g

1 7
33 24 X 10

#iag

Number of CFU per g dry soil = 2.00 x 107 %

LA Bi6A4




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Celkové pocty bakterii - plate counts

- dostupna kultivacni media jsou vhodna k vykultivovani bakterii z Velml Sirokeho
spektra vzorkl (voda, sedimenty, puda, kompost, atd.)

- existuji nutricné obohacena meédia, ktera. stimuluji rist bakterii a vedou k vytvofeni
kolonii do 3 dntl

- obecné plati, Ze média urCena k izolaci mikroorganismu ze vzorku realného
prostredi jsou spiSe velmi obohacena - tedy vedouci k rychlému narustu rychle
rostoucich mikroorganismiu a k potlaceni rustu pomalu rostoucich druhu

- obohaceni zivinami muze vést 1 k druhotnym komplikacim jako je priliS vysoky
osmoticky tlak, okyseleni (glukoza, sachardza) nebo alkalizace (v dusledku deaminace
peptonu, aminokyselin nebo masovych extrakti)

- obecné lze tedy doporucit spiSe jednoducha media bez vyrazného obohaceni
Zivinami

L-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganism 37




Metodikz a EostuBz mikrobialni ekotoxikologie

Celkové pocCty bakterii - total plate counts - priklady medii pro '"plate counts"

Plate count agar media used to quantify the total number of bacteria.

Acronym for agar” Charactenistic ingredients of the mediatt References

PGY agar Peptone-glucose-yeast extract agar (pH 7.0) Hirsch and Races-Rohkeh
(1983); Marxsen (1988)

AlbGY agar Albumin-glucose—yeast extract agar (pH 7.2) Hattori (1982); Sato et al
(1984)

PG agar Peptone—glucose agar (pH 7.2) Kdibei-Boelke et al (1888)

PMA agar Peptonized milk-actidione agar (pH 7.0) Larkin (1972)

PYGG agar | Proteose peptone-yeast extract-glycerol- Litchfield et al (1979)

glycerophosgiate agar (£ 7.5)

Peptone—yeast extract-soil extract agar (pH 6.8-7.0) Singh-Verma (1968); Jager

PYS agar
and Bruins (1975); Martin
(1975j

DPM agar Diluted peptone—meat extract agar, (pH 7.0-7.2) COhto and Hattor (1983)

* For routine examinations commercially available dehydrated media such as bacto nutrient agar or bacto
tryptic soy agar (Difco Labcratories, Detroit), casein peptone-yeast extract-cdextrose agar {Oxoid, Unipath
GmbH, Wesel), standard meat extract-peptone plate count agar (Merck, Darmstact), plate count agar
(bioMérieux, Nurtingen) or nutrient agar (Kyohuto Seiyaku Co., Tokyo) may be used.

+ In order to facilitate the enumeration of red-coloured bacterial colonies, each medium can be supplied with
0.001% aqueous tnphenyltetrazoliumchlioride (TTC) sclution just prior to pouring the plates (Unger 1928).

hJ/".‘ilji Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Celkové pocCty bakterii - total plate counts - priklady medii pro namnozeni bakterii

Survey of the composition of media used to enumerate bactena.

Acronym

Ingredients (in g I”' distilled water), final pH and comments on preparation”f

PGY agar

AlBGY agar

PG agar
PMA agar
PYGG agar

PYS agar

DPM agar

Giucose 0.25, peptone 0.25, yeast extract 0.25, KoHPQO, 0.1, MgS04.7H20 0.05,
FeS0,.7H,0 0.02, agar 15, pH 7.0

Giucose 0.1, egg albumin (Difco) 0.25, yeast extract 0.03, K,HPQO,4 0.5, MgS0,.7H,0 0.4,
Fes(S04)5.7H20 (trace), agar 15, pH 7.2

Glucose 0.1, peptone 1.0, K,HPO, 0.1, FeS04.7H20 0.02, agar 15, pH 7.2

Peptonized milk (Difco) 1.0, actidione (= cyclohexamide) 0.1, agar 15, pH 7.0

Proteose peptone 1.0, yeast extract 1.0, glycerol 5 mi, sodium glycerocphosphate 0.5,
agar 15, pH 7.4

Giucose 1.0, peptone 0.2, yeast extract 0.1, KzHPO, 0.3, MgS0,.7H,0 0.05, 100 mi Soil

extract, agar 15, pH is adjusted to 6.8-7.0. S
Preparaticn of soil extract: 1 kg of dried sieved top soil is mixed with 1 | tap water and

autcclaved (30 min at 121°C). The suspensich is settlecd and the supemat.ant ﬁlt_:;ed
through a gauze and subsequently through a paper filter in a Buchner funnel (wi
vacuum pump) and made up to 1 .

Peptone 0.01, meat extract 0.01, NaCl 5.0, agar 15, pH adjusted to 7.0-7.2

* Compared to original literature, small modifications in the compasition may occur.

+ Fanny Angelina Hesse introduced agar agar into microbiology (Hesse 1992).

TOX
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Celkové pocty hub - plate counts

- metoda inkubace na agarovych plotnach je méné vhodna pro kvantitativni stanoveni, protoze jako

CFU lze odecitat kolonie vzniklé ze spor i mycélii fragmentovanych v pribéhu redéni vzorku

- je nezbytné inhibovat rozvoj rychle rostoucich bakterii: streptomycin, aureomycin a chloramfenikol

- RBSCN agar predstavuje médium vhodné pro soucasneé odecitani kolonii hub i1 aktinomycet; v tomto

pripadé jsou kolonie aktinomycet indikovany ve vysSich fedénich nez kolonie hub

- ?\ b Common agar media used for counting and isolating fungi from soil and other natural substrates.
Acronym Characteristic composition of the medium” Comments and references
ME agart Mait extract agar (pH 5.5) Commercially available
REME agar Rose bengal-malt extract agar (pH 6.0) Ottow and Glathe (1968)
RBSCN agar Rose bengal-starch—casein-nitrate agar (pH 7.0) Ottow (1972)

Czapek-Dox agarf Sucrose—nitrate-mineral sait agar {(pH 7.3} Warcup (1260C)
PDRB agar Peptone—dextrose—rose bengal-streptomycin {or Martin (1950)
aureomycin) agar (pH 7.0)
Sabouraud agart Peptone-dextrose (or maltose) agar (pH 6.5) Commercially available
PGBRC agar Peptone—glucose—rose bengal—chloramphenicol agar Jarvis (1973)
(pH 7.0-7.2).
* The ingredients are specified in Table 4.10 and may have small medifications compared to their original
composition.
+ These media (in various modifications) are commercially available in dehydrated form from bioMerieux
L'y' "3 (Nrtingen), Difco (Detroit), Merck (Darmstadt) or Oxoid (Unipath GmbH, Wesel).
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Celkové pocty aktinomycet - plate counts

- pro aktinomycety jsou nezbytna specialni media - pomalu rostou (10 -14 dni / 25 - 30 °C)
- tvofi malé mycelidlni kolonie na povrchu agaru a ¢astecné 1 v ném

- preferuji neutralni prostiedi pH: 6 - 7

- je nezbytné pouZzivat inhibitory rustu hub a bakterii - krom¢ bakteriostatik (bengal rose) lze
doporucit antibiotika proti houbam: cycloheximid, piramicin, anfotericin

- kultivace by méla probihat pfi dvou rozdilnych teplotach
a) pro mezofilni druhy: 25 - 30 °C
b) pro termofilni druhy: 45 - 55 °C

- mnoho Vzniklych kolonii je- vznika ze spor; a tato technika tudiz neposkyfuje relevantni
informaci ve smyslu ristovych charakteristik aktinomycet ve zkoumané matrici

Ll-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismi




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Celkové pocCty aktinomycet - total plate counts - priklady médii

Survey of the composition of agar media for actinomycetes.
Ingredients (in g I~ distilled water), final pH and comments on preparation”

Acronym

SCN agar Starch 10, casein (Difco, vitamin free) 0.3, KNO4 2.0, NaCl 2.0, K,HPO, 2.0,
MgS0..7H,0 0.05, CaCl, and FeSQ,4.7H,0 (traces), agar 15, pH adjusted to 7.2 before
autoclaving

RBSCN agar SCN agar with rose bengal (Fluka) 0.035, pH 7.0-7.2

RBME agar Mait extract 20, K,HPQO, 0.5, rose bengal 0.067, agar 17-20, pH adjusted to 6.0-6.2

CCMS agar Colloidal chitin {Callbiochem Corp.) 2.5, KoHPO, 0.7, KH,PO, 0.2, MgS0Q4.7H,0 0.5,

FeS0,.7H,0 0.01, ZnSO, 0.001, MnCl, 0.001, agar 15, after autoclaving the pH is

adjusted with 1 M NaOH solution to.8.0.

Preparation: 20 g of the ground chitin (Waring blender) is dissolved in ¢. 200 m!
concentrated HCI, filtered through a glass filter wool and poured subsequently into 11
water (at 5~10°C). The reprecipitated chitin is washed with sterile water until pH neutral

and 2.5 g (dry weight) is added to the mineral agar.

* Compared to the original composition, small modifications may occur.

L~Sl4 Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Inkubace zamérena na stanoveni po¢tu vybranych fyziologickych skupin mikroorganismu

- tyto analyzy mohou velmi vhodné doplnit stanoveni celkovych pocti, mohou vSak byt 1 zakladnim cilem
analyzy

- 1zolace hlavnich skupin mikroorganismi je predevsim problematicka z hlediska vybéru vhodnych medii

- pokud anal}'lzd sméfuje k prﬁzkuinu jednotlivych rodii bakterii 1ze doporuéit izolaci jak Grampozitivnich,
tak Gramnegativnich bakterii, nebot’ mohou reagovat rozdiln€, predevsim na kontaminaci tézZkymi kovy

- nejbéznéjsi pudni zastupce obou téchto skupin Ize relativné snadno izolovat na spole¢ném médiu

- v dosud publikovanych pracech se nejCastéji vyskytuji analyzy s nasledujicimi izolovanymi rody ptdnich
bakterii: Bacillus, Arthrobacter, Corynebacter, Nocardia, Streptomyces, Pseudomonas, Acinetobacter,
Moraxella, Arotobacter

- s vyuZitim specialnich medii 1ze rovnéz cilené 1zolovat a dale studovat rist vybranych ptdnich hub (napf.
Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Penicillium), aktinomycet (naptf. Nocardia) a kvasinek (napf.
Torulopsis, Rhodotorula, Cryptococcus)

- jako standardni analyzy lze jmenovat cilen¢ izolace zaméfené na celuldézu rozkladajici bakterie, oligotrofni
bakterie, fixatory vzduSného dusiku, Pseudomonaceae atd.

L-Sl=  Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganism 43




DSBS
Metodikx a Bostugx mikrobialni ekotoxikologie

Izolacni techniky - spread plate

- vyuZiti pii potiebé izolovat jednotlivé mikroorganismy, naptiklad pfi analyze biodiverzity ¢i pti
identifikacich napt. systémem BIOLOG apod.

Step 1 Sterilize inoculating loop

Step 2 Obtain culture from an agar plate (A) or from broth (B).

Step 3 Make successive streaks on an agar plate
to isolate single colonies

Start here with inoculation Sterilize loop,

loop full of culture from start new streak Step 4 Incubate agar plate producing

isolated colonies

Isolated colony

- L ,/ s
Sterilize loop, et Sterilize loop,
start new streak start new streak
FIGURE 10.3 Isolation of a bacterial colony using the streak plate technique. :
44




Metoda Most probable number (MPN)

- jde o techniku nezastupitelnou pfi stanovenich poctu (nebo
pritomnosti) mikroorganismi, které jsou za jinych okolnosti velmi
obtizn¢ zjistitelné

Priklady uspéSnych aplikaci: anaerobni bakterie nebo nitrifika¢ni bakterie zodpovédné za
autotrofni nitrifikaci _

Predpoklad: existuje marker (produkce plynu, produkce urc.
metabolitu), ktery je jednoznacné identifikovatelny a specificky pro
urovanou skupinu bakterii (napf. tvorba Fe?' nebo produkce
dusitani)

Podstata a hodnoceni:

- zaloZzeno na sériovém fedéni vzorku, vétSinou prenaSenim 1 ml
podila

- fedéné vzorky jsou inokulovany do né€kolika opakovani zkumavek
- v jednotlivych fedénich je wu provedenych opakovani
vyhodnocovan pouze pozitivni prikaz ptritomnosti specifické reakce
nebo produktu ¢i mikroorganismu

- matematickou podstatu tvori aparat Poissonova rozlozem

- vyuziti existujicich tabulek

L4l Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismd
TOX| 9 9

10 g moist soil

Rep 1
Rep 2
Rep 3
Rep 4

Rep 5

Rep 1
Rep 2
Rep 3
Rep 4

Rep 5

Use MPN tables to estimate numbers in the original sample

| 95ml|
A

Transfer 1 ml from each tube to 5 replicate tubes

:— 00000«

O0000«

cubate for speci

1 ml

v

i—00000

O0000«

Tm Am Am 1ml

ied ti

Metodikz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie

VVYVYY

00000
-—00000
-—-0000O0

O000O0

) —

= —

e and temperature

O0000«
O0000=«
00000«

v
o
o
o
o
o

Score tubes as + or - for growth

-
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

MPN - priklady sledovanych parametru

Celkové poctu mikroorganismi: odecitan zakal (vizualné€ nebo turbidimetricky)

Potencidlni denitrifikatofi nebo fermentujici bakterie: sledovana produkce plynt

Produkce ammonnych iontd, dusitand, dusiénant, Fe?": zbarveni po pfidani reak¢éniho ginidla
Sulfat redukujici bakterie: zCernani

Vyhodnocovani
- zavisi na poctu a odstupu fedéni a dale na objemu pouzitych roztokii:

1. Specialni tabulky pro MPN hodnoty: jednodussi pfipad, kdy je vyuzit pouze jeden fedény objem
davkovaneho vzorku

2. Specialni tabulky pro MPN hodnoty: pfipad, kdy jsou aplikovany vzorky ve tfech (decimalné
odstupniovanych - napt. 10 ML, 1ML, 0,1ML) fedénich; je-li aplikovano vice fedéni, pro hodnoceni jsou

vyuzivany pouze tti posledni, které jesté poskytuji pozitivni vysledky

3. Kalkulator na webu: http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/index.html
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Metodikz a EostuBz mikrobialni ekotoxikologie

Specialni tabulky pro MPN hodnoty - jednoduché

MPIN INDEX AND 95% CONFIDENCE LRWES FOR
VARIOUS COMBINATIONS OF POSITIVE AND NEGATIVE REIULTES
WueEN Five 20-mL PORTIONS ARE USED
No. of Tubes 9595 Confidence Eimits
Giving Positive MPN (Approxisaaie)
Reaction QOut of Index/
5 of 20 mL Each 100 mL Lower Upper
0 <1.1 0 30
1 1.1 G.03 63
2 2.6 0.3 9.6
3 4.6 0.3 14.7
4 80 1.7 26.4
5 >8.0 +.0 Infinite

MPN INDEX aND 93% CONFIDENCE LIMITS FOR
VARIOUS COMBINATIONS OF POSITIVE AMND NEGATIVE RESUVLTS
WHEN TEN 10-mL PORTIONS ARE UsED
No. of Tubes 95¢% Coanfidencs Limits
Giving Positive ' MPN ( Approximarte)
Reaction Out of Index/
10 of 10 mL Each 100 mL Lower Upper
0 < 1.1 0 3.0
1 1.1 0.03 5.9
2 2.2 0.26 3.t
3 3.6 0.69 10.6
4 5.1 1.5 13.4
5 6.9 2.1 16.8
& 92 3.1 i1
7 12.0 4.3 Z7.L
8. 16.1 3.9 36.8
-9 23.0 3.1 39.5
10 =>23.0 13.5 infintte
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Metodlkz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie
Specialni tabulky pro MPN hodnoty - slozitéjsi
MPN INDEX AND 95% CONFIDENCE LIMITS FOR VARIOUS COMBINATIONS OF PosITIVE RESULTS WHER FIVE TUBES ARE USED
Per DiLuTion (10 ML, 1.0 ML, 0.1 ML) :
95% Conlidence Limits 95% Confidence Limits
Combination MPN Index/ Combination MPN Tndex/ -

of Pusitives 100 mL Lower Upper _ of Positives 100 mL Lower Upper

' 4-2-0 22 9.0 56

0-0-0 < 2 — — 4-2-1 26 12 0S
0-0-1 2 1.0 [\ 4-3-Q ' 27 12 07
0-1-0 2 1.0 10 4-3-1 kK] 15 77
0-2-0 4 1.0 13 4-4-0 BT IO RO

| 5-41-0 23 9.0 R6

1-0-0 2 1.0 11 5-0-1 RV 1) ’ 110

1-0-1 4 1.0 15 5-0-2 40 24 140
1-1-0 4 1.0 15 5-1-0 30 1Y 120

1-1-1 6 2.0 18 S-1-4 S0 20 150
1-2.0 0 2.0 I8 5-1-2 Y] . 30 IR0
2-0-0 4 1.0 17 5-2-1) ) 20) §70
2-0-1 1 2.0 Pl 5-2-1 il R1Y) 210
2-1-0 7 2.0 21 522 9 1 250
2-1-1 Y J.0 24 5.3.0 8 0 250
2-2-0 9 30 25 5-1.1 110 i) 300
2-30 12 54 29 532 140 ol - 360

3-0-0 8 3.0 24 ' 533 170 Ri _ 41
3-0-1 1 4.0 29 Sed-0) 130 S0 300
3-1-0 Il 4.0 29 5.4-} 170 0 430
3-1-1 14 0.0 35 : 5-4.2 220 110 S0
3-2-0 14 6.0 35 5-4.) 280 201 O
J-2-1 17 7.0 4() S-d-4 350 )] 820
5.5-0 240 ' 1K) 949

4-0-0 13 5.0 38 5-5-1 A 10 1300
4.0-1 |7 7.0 45 5.58:2 500 200 200
4.1-0 17 7.0 40 5-5-3 900 . JOu 2900
4-1-1 21 9.0 55 5-5-4 1000 O 5300

4.1-2 . 20 12 0) 5-5-5 21600 -_— ==
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

pouZzity ¢tyfi.davky vzorku (1 ML, 0,1 ML, 0,01 ML, 0,001 ML) a lze vyuZit tabulky

nasledujicim zptisobem:

3 . Kombinace pozitivnich MPN
Priklad 1ml 0,iml | 0,001ml | 0,001mi vysledki index/100ml
1 5/5 5/5 2/5 0/5 5-2-0 5000
2 5/5 4/5 2/5 0/5 5-4-2 2200

3 0/5 1/5 0/5 0/5 0-1-0 20

Pro vlastni hodnoceni jsou vybrany pouze tfi varianty

Nasledujici priklad ukazuje, jak je mozné inkorporovat do analyz i vysledek kdy pozitivni je 1 nejvyssi fada

fedéni
e Kombinace pozitivnich MPN
Priklad 1ml 0,iml | 0,001ml | 0,001ml vysledki index/100ml
4 5/5 3/5 1/5 1/5 5-3-2 1400
5 5/5 3/5 2/5 0/5 5-3-2 1400

Vypocet MPN indexu pro experimenty, jejichZ vysledek neni v tabulkach:

MPN/100ml = (pocet pozitivnich vysledkti x 100) / (ml vzorku v negativnich zkumavkach x ml vzorku ve
vSech zkumavkach)'2

=
TOX

Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Média pro namnozeni riuznych funk¢nich skupin pro MPN metodu
Liquid media for enumerating some functional groups of bacteria by the MPN method.

Functional group Beoth composition and acronyms* References and comments
Saprophytes Casein peptone—starch broth (CPS) Callins (1963)
Pratease peptone—-yeast extract-glycerolk- Litchfield et al (1975)
giycerophasphate broth (PYGG)
Casein peptone—lactate—acetate—glycerol-glucase Lorch et al (19S0)
brath {CLAGG)
Prototrophic bacteria Synthetic acetate—giutamate broth (AG) with Lorch et al (1990)
blue indicator
 (blue colounng = positive)
Fermenting bacteria (Gas in Durham vials cf CPS or PYGG broth from starch
or gl l ively = itive) e _
Emerobactenaceae Dextrose-peptone—brilliant green broth (DF) Mossel et al (1374)
gas in Durham vial = positive)
Coliforms MacCaonkey brath (MC) commerciaily available

(gas and acid after 48 h, 37°C = total cofiforms)
{gas and acid after 48 h, 44°C = faecal califorms)
Faecal streptccocc: Kanamycin—-aesculine—aznde broth (KAA)' Mossel (1977)
(S. faecalis-faecium) ~ {black colousing after 48 h, 37°C = positive)
Aeropic sgore ferming Growth in PYGGS broth after pasteurization, 1S min,  Ottow et al (1984)

caciili {(Bacillus sgp.) 80°C |
Fseucdcmonads (P Cetrimice-peptcne~sulphate broth (CPSE) Brown and Lowbury (1S8S);
aeruginosa-fucrescens- Schmider and Cttow (1€81)
p ‘ Py 'L =t L 7™ Y P
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Média pro namnozeni riuznych funk¢nich skupin pro MPN metodu

Liquid media for enumerating some functional groups of bacteria by the MPN methad.

Functional group

-w-———--w-‘-*cm- wnpositfon and acronyms‘"

References and comments

Nitrifiers {(chemclitho-
autotrephic)
CenitrifiersT

Ammcnium or nitrite—mineral sait-sciuticn (MS),
incubation 28 days, 25°C

Casamino acid—yeast extract broth (CY)

(gas n Durham vial = positive)
Lactate-peptone-yeast extract broth (LPY)
(gas in Durham vial = pasitive)
Citrate—-asparagine broth (CA)
(gas in Durham vial = positive)

~ AG broth (gas in Durham vial = positive)

Sulphate-reducing
bactena

Fe(li}-reducing bacteria

Fe(lll)-reducing, No-fixing,”
saccharolytic clestridia

Cellulolytic bacteria

N,-fixing bacteriat
(Azopirillum spp.)

Lactate-thiogtycolate—sulphate broth (LTS),
incubation 28 days, 25°C

(black colouring = positive)
Glucose-asparagine—Fe,0, broth (GAF) (Fell)
/detected by red colouring after addition of 2.2-
dipyridyt solution)

Nitrogen-free glucose—Fe;0, broth {NGF)

(Fe{ll) detected by red colour after adding
2,2-dipyridyt solution) |
Cellulose (filter paper strip}-mineral sait broth (CM),
incubation 35 days, 28°C

Semi-solid malate-yeast extract—-glucose broth
(MYG) .
(positive tubes show clear pellicle formation
and ethylene formation after 3 days, 30°C)

- Bollag et ai (1970)

Abelovich (13497]
Temilinson and Hochstein

(1972)
Malek et al (1974)

Lorch et al (1990)
Cberzill (1370)

Ottow (13969)

Hammann and Cttow
(1976)

Sato et al (1984)

Okon et al (1377); Jagnow
(1982)
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Metodikx a Bostugx mikrobialni ekotoxikologie

Meéreni mikrobialni biomasx

Soil sample
60% WHC; 2 mm sieved

—OHCL ™
{asar S8

3= 10g; fumigation 3x10g;

ovemight no fumigaticon
extraction in Micrabicl extraction in
0.5M K50, biomass: 0.5MK,50,
E.=C.-C,
ALA C,.=E. /038 AA
| ANALvsES F minus NF T ANAIYSES:

e Gy
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Meéreni biomasy

- definovana (zejména pro pidu) jako Zijici ¢ast organické hmoty, jako organismy mens$i nez 10um?
- nejcastéji se Vyj adfuje v jednotkéch hmotnosti napf. pg Crio/Eeus.

- tyto parametry maji zastfesujici povahu - "overall parameters" - tzn. stanovujeme mikrobialni biomasu a
nevime co se déje uvnitf ("black box of microbial biomass")

- nevychazi ze separace ¢i izolace mikroorganismi, stanovuji piimo ve vzorcich prostredi

- hlavn€ u pud, mené u vod; u pudy je Cy;, cca 1 - 5% C,,

Dva hlavni typy vyuziti parametrii:

1) stanoveni in situ mikrobialni biomasy - posouzeni biologické kvality pid - bioindikace ptidni kvality
2) stanoveni v_kontrolovaném laboratornim pokuse - zmény pod vlivem kontrolovaného faktoru (testy
toxicity)

- mezi 1 a 2 jsou logické prechody (mikrokosmy apod.)
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Produkce biomasy ===== Biochemické cykly =====

Potravni sité

- primarni produkce se rozd€luje na gross a net
- biomasa = uhlik; 1 g susiny biomésy =21kJ

- zcela odliSny model pro terestricky a mofsky ekosystém: v ocednech
maji hlavni ulohu v produkei, v terestrickych ekosystémech v degradaci

- navic v ocednech tzv. heterotrofickd produkce = Vychytavam zredenych
organickych latek a produkce biomasy

Maiine
75% Grazing

Phytoplankion

25% Decompaoser

Producars Consumars
{autotrophs) {heterotrophs}

@ Respiraticn
3 Nat produstion

# Netecosystem
productian

Met pro-
duction

|

‘ Gross production

Forest
17% Grazing
Plants
|_ 83% Dezomposer
Figure 10.5

Relative proportion of energy entering grazing and decom-
poser food chains in marine and terrestrial habiats, Dormi-
nant producers in marine habitat are phytoplanikton; in
terrestrial habitat they are plants, A higher proportion of
energy goes into the grazing food chain in the marine
habitat; in the terrestrial habitat a higher propartion enters
the decomposer food chain. {Source: Cdum 1952, N
Reprinted courtesy of Ecological Society of Japan ) mu
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie
Mikrobialni biomasa v pudé:

- zejmeéna funkce mnozstvi dostupnych Zivin, ptidniho vyuzivani (OP, TTP, LP a AP), vliv padniho typu,
abiotickych faktoru (hlavné obsah jilu, dusiku, pH, C,, ...)

- 1ze stanovovat i barvicimi a poc¢itacimi technikami pfepoétem (napi. hustota 1,3g/cm® a primérny: objem
jedné buiiky 1pm?)

- Ize odvozovat 1 na zakladé empirickych korelaci s aktivitou (princip metody SIR - substratem indukované
respirace)

- nejcastéji ovSem spociva ve stanoveni komponenty mikrobidlni biomasy (bud’ prvek - nejcasté;i uhlik, dusik
- az "biomarker" biomasy specifickych skupin)

- tato komponenta musi byt pfitomna ve vSech Zivych bunkach a po jejich smrti musi byt bud’ rychle
degradovana (tomu idealné vyhovuje napi. ATP), nebo se alespon stava lehce extrahovatelnou (princip
fumigacné - extrakéni metody)

- pro pudu zeyména fumigacni metody (fumigant = chloroform):

1) Fumigacné - inkuba¢ni metoda (FIM)
2) Fumigacné - extrak¢éni metoda (FEM)
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v pidé - Chloroform-fumigacni inkuba¢ni metoda (metoda FI)

- historicky prvni metoda navrzena pro skute¢né kvantitativni analyzu obsahu mikrobialni biomasy v pude,
do t¢ doby byly uzZivany pouze mikroskopické techniky a metody zaloZzené na korelaci s aktivitou (SIR od
roku 1978)

- jedna se 0 metodu zalozenou na piedpokladu vzniku nové se tvorici biomasu v pudé zasazené fumigacnim
prostiedkem (redestilovany chloroform), pfedevS§im z mikrobnich bun¢k usmrcenych fumigaci

- mineralizace organickych latek z usmrcenych bunék mikroorganismi je méfena jako celkovy CO,-C
uvolnény béhem inkubace (7-10 dni) nasledujici po fumigaci, pficemz produkce CO,-C z nefumigovanych
vzorkll je povazovana za kontrolu

- analyzu lze provest v infiznich Iahvich, do kterych je navazeno 10 g pudy ovlhCené standardné na 60 %
maximalni vodni kapacity (WHC - Water holding capacity); vzorky urcené k fumigaci jsou prfemistény do
exsikatoru, na jehoz dn¢ je ulozena miska s chloroformem; po evakuaci nadoby probiha fumigace po dobu 24
hodin (25 °C)

- po ukonceni fumigace jsou pary chloroformu dokonale odstranény opakovanym odsavanim (8-11 cyklu);
fumigované vzorky pidy jsou nasledn€ inokulovany vodni suspenzi nefumigované pidy téhoZ vzorku (asi 1
% hmotnosti); nefumigovan¢ vzorky se inokuluji stejnym zplisobem a téz se upravi na 60 % WHC; po
ukonceni téchto procedur se vSechny vzorky premisti do termostatu (25 °C)
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v pudé - Chloroform-fumiga¢ni inkuba¢ni metoda (metoda FI) -
pokracovani

- pokud je k analyze produkce CO, pouzita plynova chromatografie, 1ze doporucit po 3, 6 a 9 dnech stanovit
obsah CO, ve vzduchu nad povrchem pldy a nasledné zcela vyménit vzduch v bankach

- celkova produkce CO, predstavuje sumu téchto dil¢ich stanoveni
- z hlediska reprodukovatelnosti se jako nejlepsi vypocet pro stanoveni mikrobialni biomasy C,;  jevi vztah:

kde k. = 0,41

- metodu lze uzit i pro stanoveni N, a to tak, ze métime sumu NH,* a NO;" uvolnénou béhem inkubace jako produkty
mineralizace dusiku biomasy uvolnéného fumigaci; opét existuje konverzni faktor ky
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Metodiky a postu
CFEM)

method

- op¢t probiha fumigace, ale vznika
extrakt z obou variant (F a NF),
ktery je analyzovan na obsah uhliku;
vyhodou je, ze extrakt muze byt
analyzovan prakticky na cokoliv

- pokud je analyzovan uhlik, Ize to

provest:

 dichromanovou oxidaci a
naslednou titraci ¢i
spektrofotometricky :

» oxidaci pusobeni K,S,04

(persulfatu) a UV vznikne CO, a ten
je meien IRGA -

- vysledek je udavan v pg.g !

mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v piudé - Chloroform-fumigacni extrakéni metoda - (FE metoda,

- ISO 14240-2:1997 Soil quality -- Determination of soil microbial biomass -- Part 2: Fumigation-extraction

Soil sample
60% WHC: 2 mm sieved

7 CHCL ™
\e88/

2> 10g; furmigation
owernight

&

Jx10g;
no furmigaotion

N

extraction in Microbial extraction in
0.5M K,SC, biomass: 0.5M K,50,
Ec o CF i CNF
ALA ‘ C,.=E./0.38 AAA
ANALYSES: Eminus e ANALYSES:
CF I:‘:NF
58
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Metodikz a EostuBz mikrobialni ekotoxikologie

Extracelularni uhlik v ptidé stanoveny béhem: FE metody

- nefumigovana varianta extrahuje lehce extrahovatelny mimobunécény uhlik = lehce dostupny zdroj uhliku
pro mikrobialni aktivity = available soil carbon = ekologicky vyznamny parametr

- VYHODA: béhem jedné metody stanovime jak mikrobialni biomasu, tak velikost dostupného zdroje uhliku
v pudé

Soil sample

| - s No fumigatjon
===

Extraction in
0.5 M K,SO,

LAL

Analyses:
Cxr

Extracellular organic matter
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v piudé - Chloroform-fumigacni extrakéni metoda - (FE metoda,
CFEM) - pokracovani

- moznost rozSifenych analyz: N - Kjeldahlovou mikrotitraci; P - extrakce NaHCO; (pH. 8,5) a stanoveni
spektrofotometricky (882 nm) po reakci s heptamolybdenatem amonnym; stanoveni PRC, ARC, FRC, DRC,

ORC, NRN:

Fumigation - extraction method
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v piudé - Chloroform-fumigacni extrakéni metoda - (FE metoda,

CFEM) - pokracovani

METHOD: DETERMINES WHAT: UNIT:

: total reducing carbohydrates
Phenol - reactive : 1
(hexoses, pentoses, mono-, di- ug C .9 aw
carbon (PRC) :
and polysaccharides)
Anthrone - reactive : 1
carbon (ARC) hexoses and their polymers ug C .9 qw.
Orcinol - reactive entoses C 1
carbon (ORC) P HI'& -Gdw.
Ninhydrin - reactive . : , -1
nitrogen (NRN) a-amino-N and aminoacids ug N.gaw
Diphenylamine -
reactive compounds DNA (deoxyribose) ug DNAeq .9 g.w. =
(DRC)
Folin-Ciocalteu's
. . -1
reagent - reactive proteins (Tyr, Trp) ug BSAeq .9 qw

compounds (FRC)
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v pidé - Metoda substratem indukované respirace (SIR)

- ISO 14240-1:1997 Soil quality -- Determination of soil microbial biomass -- Part 1: Substrate-induced

respiration method

- zaloZena na empirickém vztahu mezi
mikrobialni biomasou a potencidlni
respiraci (respiraéni rychlost béhem
prvnich hodin po pfidani maximalné
vyuzitelného substratu - glukozy - v
saturujici koncentraci)

- nékdy vyuzivana jako udaj o aktivni
slozce mikrobialni biomasy

- rozsah empirického koeficientu ve
validacnich studiich: 15 - 54!!

=> Iépe pouzivat pouze pro meéfeni
potencialni respirace - PR

LA Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismti
TOX| g g

Glukéza

.....................

+ voda

......................... ..

Osetreny vzorek

0,1-1% C-glukéza { 1g susiny

60 - 80% WHC

l /v Titraéné

Videj CO, méren

CQO,-C GC
A .
f——imr——f——t—f=Pp Cas (hodiny)
23456 C 40,4 . X + 0,37
P Sklon piimky (Regrese) e '§ ’
- Maximéln{ respiraénf odpovéd [mg . g"su “13’]
(Potencisilni respirace [PR] X: [ml CO,.g".h™"]
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v pudé -

Chloroform - fumigacéni
extrakéni metoda

. 4

- Jednoducha technika pro vétsi
mnozstvi vzork(l |
- Chemicka metoda
neanalyzujici fyziologicky stav
- Mozno stanovovat i jiné prvky
(N,S,P)

Metoda indukce substratem

W

- Fyziologicka technika
odrazejici okamzitou reakci na
substrat
- Informuje o aktivité celého
spolecenstva
- Automatizovatelna

- Pouze kvantitativni (daj

- - Prace s chloroformem

- Kalibrace metody

- Kalibrace metody - nutna
opatrna interpretace
- Zavislost na fyziologickém
stavu spoleCenstva
- Nutna presna standardizace
vstupnich podminek

< Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Mikrobialni biomasa v pudé - stanoveni specifickych latek

- latky specificke pouze pro néktereé skupiny; povaha az biomarkert

Stanoveni sloZek bun&éné stény |

- kyselina muramova - rozkladem se uvolni laktat a ten se stanovuje bud’ enzymaticky ¢i chemicky
- lipopolysacharidy - enzymatické stanoveni - uruji G- bakterie

- chitin - uruje biomasu hub

Chloroftyl

- extrakce methanolem c¢i acetonem a méfeni absorbance 665 nm (c1 850 nm pro stanoveni "purple
photosynthetic bacteria") .

DNA

- pouziti barveni napf. ethidium brémide a nasledna sﬁektrofotometrie
Ergosterol

- biomarker biomasy hub

Proteiny

LHA:atd, St s
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Metodiky a ie

P¥iklad: Effects of Zn, Cu, and Ni in sewage sludge on microbial biomass in a sandy loam soil.

» Zejmeéna Cbio/Corg v pidé je citlivy indikator dlouhodobych degradaci plidni organické hmoty, nebot’
Cbio se snizuje daleko rychleji nez celkovy organicky uhlik

« Toxicita pro Cbio v pofadi Cu > Zn >> Ni > Cd

Fig. 4 Microbial biomass C 2.01
expressed as a percentage of 1.8
total soil organic C in Glead- @ = -
h o 1.6F e

thorpe soils {SEM shown). b B T BuEE B eg
Values given in boxes are the §o 1-4r b o
total soil metal concentrations g2 1.2 2
(ng g~} soil). From Chander ‘ :31.0 . kd - 3%
and Brookes (1993). Repro- w6 gl % o cQ
duced by permission of the g% ’ A [ Adoks N',_-'
publisher ® 0.6~ |3 3 A Y oIl N

L . Ko & od oo oo N N L b,

g 0.4+ | o b v B S5t A ~

£ al = > oEld lﬁl& O

o 02+ l|e = clelcic ~

2 (S N NI 3

0.0

Control Uncontam- Ni-sludge Zn-Ni-siudge Zn-sludge  Cu-sludge Zn:Cu-siudge
soil inated

sludge
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Metodikx a Bostugx mikrobialni ekotoxikologie

Sledovani rustu mikroorganismﬁ

log B - :
exponencialni
aze rastu

" lag faze ; 4 éas’
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Méreni rustu-mikroorganismu (kinetika, rustoveé strategie)
- vyznamny integrovany parametr mikrobialni ekotoxikologie
- méfeni rustu bakterii v Cistych kulturach a v redlnych vzorcich vod, pud a sedimentti
- aerobni a anaerobni inkubace ve vztahu k biodégradaci persistentnich latek
Pro¢ sledovat rust mikroorganismu a jeho kinetiku?
1. Integrujici parametr vlivu toxickych latek

2. Lze studovat na Grovni jedhotliV}’/ch (napf. i-mobilizovanych)- bunck, u populabi rostoucich v
podminkach in vitro nebo u populaci v realném prostiedi ptidy (vody, sedimentit)

3. Jde o ukazatel umoznujici progn(’)zu vyvoje Spoleéenstva
4. Jde o parametr informujici o schopnosti zkoumane populace (bunék) vyuzivat riizne substraty

5. Jde o parametr spjaty s biodegradaci rtiznych organickych latek (napt. POPs) v laboratornich
podminkach nebo v podminkach in situ
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TIX




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Kinetika rustu, modelovani rustu - pripomenuti
1. Obecna rovnice ristu (plati pro exponencialni fazi ristu):

dB | B biomasé C1 pocty jedinch |

—=U [B ... specificka riistova rychlost (riistova rychlost na jednotku biomasy)

dt _ t....cas
Riustova krivka

Modelové musi byt splnéno:

» ¢ista kultura mikroorganismu
e rust v tekutém médiu 00 B -
* definovany Zivny roztok e)}gzgerggt?} b
* nelimitujici koncentrace Zivin
e optimalni podminky

__//

lag faze

L~<l= Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismda
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Metodikz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie

Kinetika rustu, modelovani rustu - pripomenuti

2. uvazujeme-li proménlivé koncentrace substratu:

dX

rustovy vytéZek - zména biomasy z definovaného mnozstvi substratu: S A I

—ds

—ds 1 - —ds -
— [ Al o
da X dt g

tento vztah vyplyva z toho, Ze ubytek substratu je pfimo tmérny mnoZzstvi biomasy v daném okamziku

ﬂ -
:—:>
q y q

® = Carbon
=0xygen
Collyield (v) = £ S5 nees Pt .
=Chlorine
R » =Hydrogen
e
o
Q 0 :
. 9 I ? ?
N N " L8 0 °=°‘a?a?cTe
(& 9 ae‘f’a"aaagég?s?????@“
0 @ ¢ ? [} 9 0 ¢ 9 ‘3
Glucose Pentachlorophenol Octadecane
Y =04 Y =0.05 Y=1.49
FIGURE 3.11 Cell yield values for various substrates. Note that the cell yield depends on the struc-
» - [ . 2 Hf 3 !‘ i -.\ ( ‘- ' ;
REGE Bi6420 ure of the substrate 69




Metodikz a EostuBz mikrobialni ekotoxikologie

Kinetika rustu, modelovani rustu - pripomenuti

3. Navic jesté: kinetika vyuzitelnosti substratu (obdoba enzymové kinetiky) - Monodova rovnice

' S
n= [
M= Miax K +s

K

S
- takova koncentrace substratu, kdy specificka rustova rychlost je 1/2 p,, .,
- je to parametr pro substrat (obdoba Michaelisovy konstanty)

- vy$$i K, znadi nizsi afinitu (vyuZzitelnost) substratu => dilezité pii biodegradacich

Both g, and K, are constants that reflect:

¢ The intrinsic propertics of the degrading microorganism
¢ The limiting substrate
* The temperature of growth

The following table gives some representative values of g, and K, for growth of different organisms on
a variety of substrates.

Grineth Limiting - K

(?J-grmr'.-:m tenpernbire nutricnt (hr 1} (rrgT)

Esclievichin coli 374C Clucose 0D8-14 2-4

Esihorichia coli 3790 Glycerol (L87 2

Fsiherichia coli 37°C Lactose 0.8 20

Savcharomyess cevevisiig 30MC Glucose 3306 23

Crrdidn fropicalis 30°CC Glucose (1.5 23-75

Candidn sp. 0 Onvgen (.5 0.045-0.45

Cindida sp. Hexadecane 0.5

Klebsielln qerogenes Clycerol 0.82 9 :
Acrobacter avvogenes Glucose 1,22 1-10 70




Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Kinetika rustu, modelovani rustu - pripomenuti

Rustova kiivka je nejjednodussi systém meifeni ristu
bakterii

1) Stacionarni kultury

2) Kontinualni kultury

» turbidostat ]
rustova rychlostj€ vZdy na maximu
kontrola pres turbiditu kultury

» chemostat
ristova rychlost j
limitujici Ziviny

ntrolovana ptes koncentraci
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Jako endpoint je rist vyuzivan v radé normovanych ekotoxikologickych testii
- ISO 10712:1995 Water quality -- Pseudomonas putida growth inhibition test (Pseudomonas cell
multiplication inhibition test; ma i CSN EN ISO 10712 Jakost vod - Zkouska inhibice riistu na Pseudomonas

putida (zkouska inhibice rozmnozovani bunék Pseudomonas)

- ISO 8692:1989 Water quality - Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspicatus and
Selenastrum capricornutum

- ISO 14442:1999 Water quality - Guidelines for algal growth 1nh1b1t10n tests with poorly soluble materials,
volatile compounds, metals and waste water

- ISO 15522:1999 Water quality -- Determination of the inhibitory effect of water constituents on the growth
of activated sludge microorganisms

- OECD 201: Alga, growth inhibition test

- modifikovana metoda agarovych ploten

L~<4| Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu 72




- rustové inhibi¢ni test

Metodikz a BostuBz mikrobialni ekotoxikologie

Jako endpoint je rist vyuzivan v radé normovanych ekotoxikologickych testii

Turbidimetricky test — EN 1SO 10712, CSN 75 7730

Organismus

Pseudomonas putida (pripadné fluorescens) G-.

Princip

Principem tohoto testu je kultivace bakteridalniho inokula v tekuté zZivné
pudé se vzorkem. Se zvySujici se rychlosti rustu vznikd intenzivnéjsi
zdkal. Pribeh testu se sleduje merenim tohoto zakalu turbidimetricky
(Dutka et Kwan, 1982).

18 hodinové bakterialni inokulum se naredi na pozadovanou hustotu a
nasazuje se do testovanych vzorkit a kontroly ve zkumavkdach. Po 16
hodinové kultivaci v termostatu se meéeri absorbance pri 560 nm a
vypocte se % inhibice mikrobidlniho ristu ve srovnani s kontrolou.

(Alternativni A je 650 nm, ktera je optimdalni pro Pseudomonas
fluorescens) (Dockal et Soldan, 1988).

Reakcni smeés (V)

100 ml dle CSN, pripadné nizsi.

Piedkultivace 18 hodin.

Trvani testu 16 = 1 hodin (6).

Teplota 23+1°C.

Tiepdani Urychluje priibéh testu (neni podminkou).

Pozitivni kontrola | 3, 5 — dichlorfenol.

Asepticka prace | Velmi limitujici pouze pvi zaklddani testu a pri uchovavani kultury.
Doporuceni Financné velmi vyhodny test. Vhodny k testovani odpadii — toxickych

vzorku bez vysokeho zdkalu a zabarveni.
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Jako endpoint je rist vyuzivan v radé normovanych ekotoxikologickych testii

- modifikovana metoda agarovych ploten:

Modifikovana metoda agarovych ploten

Organismus

Bacillus cereus (nebo jiné bakterie - Diaz-Baez a Roldan 1996) G+

Princip

Hustota predkultivované kultury mikroorganismu je upravena tekutym
zivnym médiem na pozadovanou konstantni koncentraci. Bunécnd
suspenze se prenese na povrch predsusene agarové plotny (Zivné
médium a agar) a nechd se absorbovat. Jednotlivé koncentrace
testované ldtky (chemikdlie jsou rozpustény ve smési 80% DMSO a 20%
glycerolu) a kontrola se nanaseji na plotny, které se dale inkubuji.
Inhibicni zona kolem testovaného vzorku se meri a pouzZiva se pro
hodnoceni toxicity (Liu et al. 1989, Dutka 1988).

Reakcni smés (V)

Dle velikosti pouZité petriho misky.

Predkultivace

Specificka dle druhu mikroorganismu (napv. Bacillus cereus 16 — 18
hodin).

Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu
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Metodiky a postupy mikrobialni ekotoxikologie

Modelovani riistu mikroorganismu pod vlivem stresujicich faktoru

stres je selekéni faktor, rostou jen rezistentni druhy

1) modely pro biomasu nebo pro -poéet jedincu

- spolecenstvo s 1010 jedinct miiZe mit suSinu < 1g; pomér biomasy k ¢etnosti bunék zavisi na jejich
velikosti, kterd mize byt proménliva 1 vlivem ménicich se fyziologickych podminek

2) modely v Cistych kulturach a jejich platnost / interpretace v realném prostredi pudy nebo vody

- vliv méniciho se spektra Zivin a jejich dostupnosti

3) modely pro jevy, které se mohou objevovat skokovité a mohou ovliviiovat rustovou strategii celého

spoleCenstva
- napt. periodicky vyskyt mutanti urcit€ho typu:

L~Sl4 Bi6420 Ekotoxikologie mikroorganismu
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