
 

 

Overzicht microbiële analysetechnieken 
 
Er zijn veel verschillende technieken in gebruik om de hoeveelheid, identiteit en functie van de micro-

organismen rondom de wortels te bepalen (zie Figuur 1). De toegepaste technieken geven complementaire 
informatie over de microbiologie in het teeltsysteem. Dit overzicht is gemaakt binnen de PPS OSIRES, 
waarin een aantal van de beschreven analysetechnieken wordt toegepast.  

 
Figuur 1. Verschillende technieken die worden gebruikt om de microbiologie in teeltsystemen 
te bestuderen 

 
Daarom gebruiken microbiologen vaak technieken die micro-organismen en hun functies kunnen 
identificeren op basis van de sequentie van het aanwezige genetische materiaal (DNA of RNA). DNA bevat 
het genetische materiaal van de totale bacteriële populatie (levend + dood). RNA is genetisch materiaal 
dat alleen te vinden is in de levende, actieve bacteriële populatie. Isolatie van RNA uit monsters is helaas 
veel moeilijker, omdat een RNA-molecuul binnen 5 minuten uit elkaar kan vallen. DNA is veel stabieler. 
DNA/RNA wordt gebruikt in zowel NGS-analyse als in (q)PCR. DNA geeft daarmee informatie over de 
potentiële aanwezigheid van bepaalde (groepen) micro-organismen en hun functie.  
  
NGS – DNA/RNA 
Bij next-generation sequencing (NGS) worden alle bacteriën of schimmels in kaart gebracht op basis van 
DNA (levend + dood) of RNA (levend) materiaal. In het lab wordt het DNA en/of RNA uit de 

verschillende monsters gehaald. Dit DNA en/of RNA materiaal wordt gebruikt in een sequencing 
apparaat, waarin het materiaal vermeerderd wordt. Hierdoor kunnen zeer lage concentraties DNA en 
RNA toch gemeten worden. Na het sequencen (48 uur) moeten de resultaten geanalyseerd worden via 
een bioinformatica ‘pipeline’. Hiermee worden de resultaten geanalyseerd en gevisualiseerd tot grafieken 
waarin alle in het sample aanwezige soorten worden weergegeven. Afhankelijk van het 
monstermateriaal kunnen 60 monsters tegelijk ingezet worden in het sequencing apparaat. 
 
qPCR – verschillende functionaliteiten en zoeken naar specifieke micro-organismen 
qPCR is een methode die het mogelijk maakt om de micro-organismen op een (semi)kwantitatieve manier 
te bestuderen. In andere woorden, qPCR kan informatie leveren over hoeveel specifieke micro-
organismen aanwezig zijn in verschillende systemen, bijvoorbeeld dat er miljarden bacteriën aanwezig op 
1 cm2 van worteloppervlak, of dat er miljoenen bacteriën in 1 mL voedingswater aanwezig zijn. qPCR kan 

uitgevoerd worden met DNA of RNA als startmateriaal. Wel belangrijk is om te noemen dat we met qPCR 
alleen gericht kunnen zoeken naar bepaalde functies of bepaalde soorten/groepen van soorten. Iedere 
functie heeft zijn eigen methode voor het behandelen van het sample. Voorbeelden van functionaliteiten 
zijn chitine afbraak (chitinase) of nitrificatie.   
 
Kiemgetal (Kolonie Vormende Eenheden) 
In de kiemgetal methode wordt het aantal levende, op agar kweekbare bacteriën gemeten. Bij 
binnenkomst is onduidelijk hoe hoog de concentratie bacteriën in het sample is. Omdat alleen platen 
met 30 – 300 kolonies kunnen worden geteld, wordt een verdunningsreeks gemaakt van het sample. Na 
een incubatietijd (≥64 h) worden de bacteriekolonies geteld. Uit het aantal kolonies per plaat, de 



 

 

opgebrachte hoeveelheid van het sample en de verdunning wordt het kiemgetal in kolonievormende 
eenheden per mL (kve/mL) berekend.  
 
Uit onderzoek blijkt dat niet alle micro-organismen uit water, groeimedium of wortelzone gekweekt 
kunnen worden op agar medium in het lab. Soms komt het ook voor dat bacteriën, die normaal 
gesproken kweekbaar zijn op agar, onder stress gaan veranderen (zoals bij pH verandering en 

toepassing van oxiderende middelen) en niet meer te kweken zijn op agar, maar nog steeds aanwezig 
en actief zijn in het systeem (Engelse term: viable but not culturable). 
 
Biochemische testen 
Met behulp van biochemische testen kan een indicatie worden verkregen van potentiële activiteit van 
verschillende functionele groepen micro-organismen. De potentiële activiteit van een sample wordt 
gemeten door optimale omstandigheden aan te bieden voor een bepaalde activiteit, waarmee de 
maximale activiteit van een microbiële omzetting kan worden vastgesteld. Vaak zijn de biochemische 
testen indirect, omdat er gebruik wordt gemaakt van toegevoegde stoffen. De enzymen die de te 
onderzoeken activiteit veroorzaken zetten deze stofjes om in makkelijk te meten stoffen, bijvoorbeeld 
kleurstoffen. Een voorbeeld van zo’n meting is chitinase activiteit. Om deze activiteit te kunnen meten 
wordt een stofje toegevoegd aan het monster. Het chitinase enzym zet deze stof om in een kleurstof (4-

MU), die vervolgens kan worden gemeten. Hiermee is het een indirecte meting voor het potentieel van 
het monster tot afbraak van chitine.  
 
In principe worden er geen biochemische testen uitgevoerd binnen PPS OSIRES. Het is wel mogelijk om 
ze uit te voeren als het blijkt dat het meten van bepaalde potentiële activiteit wenselijk is.  
 
Flowcytometrie 
Flowcytometrie is een techniek voor het tellen van het aantal cellen. Het totaal aantal cellen is een maat 
voor de biomassa in het monster. Er wordt onderscheid gemaakt tussen totaal aantal cellen en intacte 
cellen. In de volksmond zeggen we ook wel dat de intacte cellen levend zijn. Er kan ook onderscheid 
gemaakt worden tussen de groei/activiteit van cellen (hoge en lage activiteit).  
 

We zullen waarschijnlijk geen gebruik maken van deze methode binnen OSIRES omdat we net als de 
andere gebruikte technieken een kwantitatieve hoeveelheid cellen als resultaat krijgen. Het is dus niet 
mogelijk met deze methode om te bekijken welke bacteriesoorten actief zijn. 
 
ATP (Adenosine Trifosfaat) 
ATP is een stof die in alle bacteriële cellen voorkomt, met als functie het opslaan en transporteren van 
energie. Deze stof is hiermee een maat voor de hoeveelheid microbiologie in het water. Bij het afdoden 
van een cel (bijvoorbeeld door UV) komt deze stof in het water terecht, waar het niet direct afbreekt. 
Afhankelijk van de methode voor het meten van ATP, kan een onderscheid gemaakt worden tussen ATP 
uit dode (vrij aanwezig in het water) en levende cellen. Als er direct in het water wordt gemeten, meet je 
alleen het vrij aanwezige ATP. Door de levende cellen eerst kapot te maken en dan te meten, meet je het 

totaal aan ATP in het sample (uit dood en levend materiaal). Door het watermonster eerst te filteren 
worden de levende cellen opgevangen in het filter en loopt het vrije ATP door het filter heen. Vervolgens 
worden de levende cellen kapot gemaakt en wordt het ATP meetbaar gemaakt. ATP wordt aangetoond 
door reacties tussen ATP en toegevoegd luciferine. Bij deze reactie komt licht vrij. Met behulp van een 
lichtmeter (fotometer) wordt de hoeveelheid licht bepaald. Aan de hand van een calibratiecurve wordt 
vervolgens het ATP-gehalte berekend.  
 


