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Cile prace

* Optimalizace fixace vzorku pro FISH
* Optimalizace kvantifikace bakterii

* Vliv pouzité koncentrace
aktivovaného kalu na vysledky
kvantifikace bakterii



Fluorescencni in situ hybridizace
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FISH analyza

Fixace vzorku aktivovaného kalu (PFA)
Fluorescencni in situ hybridizace
Identifikace — mikroskopicka analyza
Kvantifikace — obrazova analyza



ldentifikace — mikroskopicka
analyza

* Detekce signalu

 Pouzita fluorescencni barviva
* Nitrifikacni bakterie — barvivo Cy3
* Veskera biocendza — barvivo DAPI

* Pouzité sondy

* NSO_mix * Ntspa_mix
* Clu6al92 * NIT3
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Identifikace — mikroskopicka

analyzy
 Tvar a velikost klastru
* malé (pod 15 pum) e kompaktni
e stredni (15 — 30 um) * ridké

e velké (nad 30 pum)

* Mnozstvi volnych bakterii
* 0 - nepritomnost
e 1-ojedinéely vyskyt
e 2 - hojny vyskyt
e 3 —nadmerny vyskyt
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Kvantifikace — obrazova analyza

* Program Daime
* Segmentace objektu
e Odlisné zabarveni (Cy3 + DAPI)

* Procentualni vyjadreni plochy, kterou
zaujimaji nitrifikacni bakterie z plochy
celkové biomasy






Segmentace jednotlivych klastru
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Segmentace celkové biomasy
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OPTIMALIZACE FIXACE VZORKU
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OPTIMALIZACE FIXACE VZORKU

Nielsen
Benakova | 4,5 3,5
Amann Il 4,4 3,2
Bendkova I 4,2 3,2

Amann | 3,6 2,4



OPTIMALIZACE FIXACE VZORKU
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Optimalizace kvantifikace nitrifikacnich bakterii

NSO mix [%]
50 7,9 8,5 12,6 26,2
40 7,8 8,5 12,2 25,6
30 7,7 8,5 12,9 26,5
S
50 3,7 6,3 10,0 14,7
40 3,7 6,3 10,2 15,1

30 3,6 6,3 9,9 14,6



Vliv pouzité susiny na vysledky kvantifikace
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Zaver z optimalizace

* Vzorky aktivovaného kalu budou pro dalsi
analyzy fixovany podle Nielsena

* Pro spolehlivé vysledky z kvantifikace jsou
postacujici série 30 fotografii

» SuSina vzorku nemusi byt pred analyzou nijak
upravovana, susina neovlivnuje vysledky
kvantifikace



Takto optimalizovany postup
bude dale pouzivan jako
standardni postup analyzy FISH
na VSCHT Praha.



DEKUJI ZA POZORNOST!



