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PROJEKTPARTNER UND DANKSAGUNG

PROJEKTPARTNER UND DANKSAGUNG

DIE UNTERSTUTZUNG des Bundesministeriums fiir Nachhaltigkeit und Tourismus hat die
Mdglichkeit zu detaillierten thematischen Auseinandersetzungen im Rahmen des FloWRes-Projektes
eroffnet. Wir moéchten uns fir die sehr gute Zusammenarbeit in der Projektabwicklung herzlich bei allen
Beteiligten bedanken.

Ohne die Kooperation mit der Osterreichischen Vereinigung fiir das Gas- und Wasserfach (OVGW) und
unterschiedlichen 6sterreichischen Wasserversorgern wére die Durchfiihrung des Projektes nicht méglich
gewesen. Fir die ebenfalls sehr gute Zusammenarbeit bei der Bereitstellung von natlrlichen Wasserproben
und den Probenahmen sowie fiir die Ergebnisdiskussionen im OVGW-Fachausschuss ,,Wassergiite und
Aufbereitung” und im Gespréch mit den einzelnen Wasserversorgern moéchten wir uns an dieser Stelle bei
allen Beteiligten herzlich bedanken.

Weiters mochten wir und bei den Studierenden, die im Rahmen dieses Projektes ihre Masterarbeit
durchgefiihrt haben, fiir die Unterstiitzung bei der Probenahme, fir die vielen Stunden im Labor sowie fur
die unterstltzende Datenauswertung herzlich bedanken.

Fur das FloWRes Projektteam
Marija Zunabovic-Pichler & Ernest Mayr
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KURZZUSAMMENFASSUNG / ABSTRACT

1 KURZZUSAMMENFASSUNG / ABSTRACT

DIE MIKROBIOLOGISCHE BEURTEILUNG VON GRUND- UND TRINKWASSER ist auf
wenige aufwandig zu bestimmende meist kultivierungsabhangige Standardparameter beschréankt. Die
technologischen Entwicklungen in den letzten Jahren und Jahrzehnten und die daraus gewonnenen
Erkenntnisse zeigen deutlich, dass die tatsachliche Dynamik der Mikrobiologie aquatischer Systeme mit den
konventionellen Messparametern nicht oder nur unvollstdndig abgebildet werden kann. Die
Durchflusszytometrie (DFZ) ist eine Methode, die diesen blinden Fleck beseitigt, da sie die Anzahl aller in
einer Wasserprobe enthaltenen Zellen in kiirzester Zeit und ohne aufwéndige Kultivierung durch Angabe der
Totalzellzahl prazise quantifizieren kann. Die Mdglichkeit, dartber hinaus qualitative Informationen Uber
die mikrobielle Gemeinschaft einer Probe (z.B. den Anteil der lebenden Bakterien) zu erlangen, erweitert
das Einsatzspektrum der Methode betrdchtlich und kann etwa zur Beurteilung von DesinfektionsmaRnahmen
angewandt werden.

Ziel dieses Projekts war es, das vielféltige Potential der DFZ zur mikrobiologischen Charakterisierung von
Einflussfaktoren und Zustandsverédnderungen in der Wasserversorgung zu erheben und eine
Wissensplattform zur breiten Anwendung in der dsterreichischen Wasserversorgung zu etablieren. Zu
diesem Zweck wurden Uber die Gesamtprojektlaufzeit insgesamt tiber 40 000 Einzelmessungen gemacht,
4 700 Proben aus sieben Bundesléandern gezogen sowie umfassende Untersuchungen zur methodischen
Qualitatssicherung im Ablauf Probenahme-Messung-Datenauswertung durchgefiihrt. Die Mikrobiom-
Bestimmung auf Basis der DNA-Sequenzierung (,,Next-Generation-Sequencing®) stellte einen weiteren
Schwerpunkt im Projekt dar und erlaubt die Benennung der in einer Probe vorkommenden Bakterienarten.

Im Zuge einer Messkampagne zur Erhebung von Grundlagendaten wurden von verschiedenen
Wasserversorgern Roh- und Reinwasserproben aus 58 Probenahmestellen unterschiedlicher
Wasserressourcen iber zumindest ein Jahr zur Verfligung gestellt. Dies stellt die erste umfassende
Untersuchung zum Zustand Osterreichischer Wasserressourcen mittels DFZ dar. Dabei haben sich fur die
einzelnen Messstellen sehr charakteristische DFZ-Resultate in Abhangigkeit vom Ressourcentyp (Uferfiltrat,
Porengrundwasser, Quellen) ergeben. Es hat sich klar herausgestellt, dass mittels DFZ eine sehr sensitive
Erfassung von ungewdéhnlichen Veranderungen des mikrobiologischen Zustandes maéglich ist. Unter
zusétzlicher Berticksichtigung des zeitnah verfligbaren Ergebnisses — im Fall der online-DFZ nur wenige
Minuten — kann die DFZ als Steuerungsparameter und Frihwarnsystem im Rahmen des
Wasserwerksbetriebs eingesetzt werden.

In methodischer Hinsicht ist die Ermittlung der Totalzellzahl mittels DFZ eine &ulRerst robuste GroRe, die
einen hohen Probendurchsatz erméglicht und damit im Monitoring flir Zustandsveranderungen sehr gut
angewendet werden kann. Auf Basis der in diesem Projekt erzielten Ergebnisse wurde ein ,,0sterreichisches
Protokoll* zur Anwendung der DFZ erstellt, um anwenderunabhéngig exakte Ergebnisse zu erhalten.

Die Anwendung der DFZ als Schnellmethode gewinnt nicht nur in Osterreich an Bedeutung und wird dabei
kultivierungsabhéngige Methoden sinnvoll ergdnzen sowie in verschiedenen Bereichen eine wesentlich
detaillierter mikrobiologischen Entscheidungsgrundlage bieten.



KURZZUSAMMENFASSUNG / ABSTRACT

The microbiological assessment of ground water and drinking water is limited to a few laborious cultivation-
based parameters. The technological developments of the recent years and resultant findings clearly show
that the actual dynamics of the microbiology of aquatic systems can’t be captured by the conventional pa-
rameters to it’s full extend. Flow cytometry (FC) is a method that eliminates this blind spot, because it can
accurately quantify the number of cells in a sample (total cell count) quickly and without the need for time-
and labor-intensive cultivations. Furthermore, the possibility of gaining qualitative information about the mi-
crobial community of a sample (e.g. the ratio of living bacteria) considerably broadens the range of applica-
tion of the method.

The aim of this project was to assess the manifold potential of FC for the microbiological characterization of
influencing factors and changes of state in the water supply and to establish a knowledge basis for a broader
application in the Austrian water supply. To this end, a total of more than 40 000 individual measurements
were performed, 4 700 samples were taken from seven federal states, and a comprehensive survey on meth-
odological quality assurance for sampling, measurement and data analysis was conducted. The determination
of the microbiome based on DNA sequencing (“Next Generation Sequencing") was an additional focus of
the project and allows for the identification of the bacterial taxa occurring in a sample.

In the course of a measurement campaign for the collection of basic data raw water and pure water samples
from 58 sampling points of different water resources were provided by various water utilities for the dura-
tion of at least one year. This is the first comprehensive study on the state of Austrian water resources using
FC. The individual measuring points showed very characteristic results with a further dependence on the
type of resource (bank filtrate, pore groundwater, springs). It has become clear that FC enables a very sensi-
tive detection of unusual changes in the microbiological state of water resources. With additional considera-
tion of the rapid availability of results - in the case of the online FC only a few minutes — FC can be used as
a control parameter and early warning system within the scope of the waterworks operation.

From a methodological point of view, the determination of total cell counts using FC is an extremely robust
parameter that enables a high sample throughput and can therefore be used well for monitoring for changes
in the microbial status. On the basis of the results achieved in this project, an "Austrian protocol™ for the ap-
plication of the FC was created in order to ensure accurate results regardless of the user.

Not only in Austria rapid screening methods are gaining in importance. The use of FC will complement cul-
tivation-based methods in a very useful way as well as offer a much more detailed microbiological decision-
making basis in many areas.
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2 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG
AUSGANGSLAGE

DIE BEURTEILUNG DER MIKROBIOLOGISCHEN QUALITAT von Grund- und
Trinkwasser ist auf wenige aufwéndig zu bestimmende Standardparameter (z.B. coliforme Bakterien,
Koloniebildende Einheiten bei 22°C und 37°C, etc.) beschrankt. Die technologischen Entwicklungen in den
letzten 30 Jahren und die daraus gewonnenen Erkenntnisse zeigen deutlich, dass die tatsdchliche Dynamik
der Mikrobiologie aquatischer Systeme mit den konventionellen Parametern nicht oder nur unvollstandig
abgebildet werden kann. Man schétzt, dass nur weniger als 1 % der Bakterien tberhaupt in vitro kultiviert
werden kann (Epstein 2013). Dies ist auch als ,,great plate count anomaly* bekannt, nach der die Anzahl an
Bakterienzellen unter dem Mikroskop hoher ist als die Koloniezahl. Daneben hat sich gezeigt, dass sich
prinzipiell kultivierbare und lebensfahige Bakterien in einem sogenannten VBNC-Zustand (,,viable but not
cultivable®) befinden kdnnen, in dem sie eben nicht kultivierbar sind. Wenngleich eine erfolgreiche
Kultivierung ein untrlgliches Zeichen fiir die Viabilitat des jeweiligen Bakteriums ist, wird aufgrund der
beiden genannten Tatsachen, also der grundsétzlichen Nicht-Kultivierbarkeit von Bakterien und des
Auftretens eines VBNC-Zustandes, die tatsachlich vorhandene Anzahl an Mikroorganismen weit
unterschétzt (S. Van Nevel u. a. 2017). Zugleich wird die Komplexitat von bakteriellen Gemeinschaften auf
Basis der kulturellen Methode unterschatzt. Jene Bakterienarten, die das Ergebnis einer Kultivierung
dominieren, sind meist nicht jene, die tatsachlich in einer Probe den gréfiten Anteil ausmachen. Durch die
Weiterentwicklung nicht-kultureller Verfahren, wie der Mikrobiom-Bestimmung auf Basis der
Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens, wird ein wesentlich vertiefender Einblick in die tatséchlich vorhandene
Diversitit ermdglicht und etliche neue Phylotypen aus unterschiedlichsten Okosystemen sind auf diesem
Weg identifiziert worden.

Die Mikrobiologie entwickelt sich in immer stdrkerem Malie zu einer Gerate-basierten-Technologie und
ersetzt kultivierungsabhangige Methoden beispielsweise durch molekularbiologische Verfahren,
Biosensoren oder fluoreszenzbasierte mikrobiologische Detektionsmethoden (siehe auch Tabelle 1).
Allerdings werden diese Methoden derzeit noch nicht in der Routineanalytik oder im Rahmen eines In-house
Monitorings angewendet, da einerseits der Standardisierungsansatz fehlt, andererseits aber auch die
Investitionskosten fiir diese Geréte teilweise noch sehr hoch sind.

TABELLE 1: VERGLEICH UNTERSCHIEDLICHER METHODENPRINZIPIEN ZUR DETEKTION
VON MIKROORGANISMEN (MODIFIZIERT NACH GRUDEN 2004)

Detektionslimit

Methodenprinzip KBE/ml oder Zeitaufwand Adaptierbarkeit Beeinflussung durc.h

KBE/g [h] Probenmatrix
Plattenverfahren 1 24 72 Sehr gut Gering
Biolumineszenz 103-10* 0.5 Gering MaRig
Piezoelektrisch 108 5 Gut Hoch
Impedanz 1-10° 6-24  Moderat bis Gut MaRig
Durchflusszytometrie 10%-10° 0.5 Gut MaRig
Akustik 5 x 10%-10° 3 Moderat Hoch
Elektrochemisch 103 05-2 Gering Gering

International wird die Entwicklung und Standardisierung umfassenderer und robuster Analysemethoden mit
verlasslicheren Aussagen vorangetrieben. Die Durchflusszytometrie ist eine solche Methode. Sie erlaubt,
mikrobielle Zellen in kirzester Zeit anwenderunabhangig ohne aufwandige Kultivierung zu quantifizieren
und liefert so ein zeitnahes Ergebnis ber den mikrobiologischen Zustand in unterschiedlichen
Wasserressourcen.
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Die mittels Durchflusszytometrie zu bestimmenden Parameter Totalzellzahl (TCC) und Anteil von Zellen
mit niedrigem bzw. hohem Gehalt an Nukleinsduren (LNA- bzw. HNA-Anteil) wurden 2012 in das
Schweizerische Lebensmittelbuch aufgenommen und ein detailliertes Handbuch zu deren Bestimmung
herausgegeben. Als Zweck der Anwendung wird die Erlangung mikrobiologischer Summenparameter zur
Erfassung des allgemeinen mikrobiologischen Zustandes und betrieblicher Stérungen genannt. In Osterreich
liegen bis dato nur wenige Erfahrungen vor, was mit ein Grund sein kénnte, warum eine Umsetzung in
ahnlicher Form bisher nicht erfolgt ist.

Fur die Schweiz wurden im Rahmen einer Messkampagne mit insgesamt 50 Messstellen (zweimalige
Beprobung) Totalzellzahlen im Bereich von 1 000 bis tiber 800 000 Zellen je ml ermittelt (K&tzsch und
Sinreich 2014). Der Grof3teil der ermittelten Zellzahlen liegt dabei zwischen 1 000 und 50 000 Zellen je ml
und dieser Bereich ist nach den Autoren als fur Grundwésser tblich anzusehen (siehe Abbildung 1).
Grundwasser-Proben mit sehr hohen TCC (mehrere 100 000) deuten auf eine unmittelbare Beeinflussung
durch externe Faktoren hin. Hinsichtlich des Anteils von LNA-Zellen wurde ein Durchschnitt von 65 %
ermittelt (bzw. ein HNA-Anteil von 35 %). Diese Grolien gelten dabei als aussagekraftig flr die Beurteilung
der mikrobiologischen Stabilitét einer Wasserressource. Ein héherer Anteil an LNA-Zellen steht in
Zusammenhang mit einer geringen Verfligbarkeit von Néahrstoffen — dementsprechend weisen Proben aus
Oberflachengewéssern typischerweise geringere LNA-Anteile auf. Vergleichbare Ergebnisse zeigten auch
bisherige Untersuchungen der Universitat fir Bodenkultur mit TCC-Werten zwischen 10 000 und 60 000
Zellen je ml fir Grundwasser und mehr als 250 000 bei Oberflachengewdssern. Der Anteil der LNA-Zellen
lag fiir Grundwasserproben bei etwa 70 % und in Oberflachengewassern bei rund 40 %.

abwasser [N
Oberflachenwasser _
Natiirliches Mineralwasser -
Trinkwasser _
Grundwasser [

100 1.000 10.000 100.000 1.000.000 10.000.000 100.000.000

(10?) (10°) (10%) (10%) (10%) (107) (10%)

Totalzellzahl [Zellen/mi]

Abbildung 1: Ubliche Werte der Totalzellzahl verschiedener Wasserressourcen (Kétzsch und Sinreich 2014)
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PROJEKTZIELE

DAS HAUPTZIEL DES PROJEKTS ist die Aufbereitung des vielféltigen Potentials der
mikrobiologischen Durchflusszytometrie zur Charakterisierung von dsterreichischen Grund- und
Trinkwadsser sowie dem Einsatz als Prozessparameter in der Wasserversorgung. Aufgrund der sehr bald nach
der Probenahme zur Verfugung stehenden Ergebnisse soll der Einsatz der Durchflusszytometrie vor allem
als Monitoringparameter zur sensitiven Beurteilung von mikrobiologischen Verénderungen tberpriift
werden. Um diese Methode in der Routineanalytik anzuwenden, ist es erforderlich eine strikte
Qualitatssicherung der Analyse einzuhalten und auf Erfahrungswerte mit unterschiedlichen Probenmatrices
aufzubauen.

Im Rahmen des Projektes wurde die Einsetzbarkeit der Durchflusszytometrie fiir verschiedene Rohwasser
(Poren- und Kluftgrundwasser, Karstquellwasser, Uferfiltratwasser etc.) untersucht werden. Rohwaésser
weisen eine nicht vorhersehbare Variabilitat hinsichtlich mikrobieller Diversitét auf und erfordern daher
spezifische Erfahrungswerte zu deren Untersuchung mittels Durchflusszytometrie. Im Vergleich dazu stof3en
gerade in derartigen Habitaten kultivierungsabhangige Methoden sehr schnell an ihre Grenzen.

Als weiteres wichtiges Ziel wird der Wissenstransfer zur breiten Anwendung der Durchflusszytometrie fir
diverse Interessenspartner in der Wasserversorgung (Wasserversorger, Labors, zukunftige Fachkréfte etc.)
im Rahmen des Projektes ausgearbeitet. Dies erfolgt in der Form von Arbeitsanweisungen (SOP).

Aufgrund der erwartbar groBen Anzahl an Untersuchungsergebnissen in diesem Projekt (und gerade auch fiir
ahnlich gelagerte Projektvorhaben), wurde das bestehende Datenmanagement beziiglich Automatisierung
und Objektivitat der Datenevaluierung optimiert. In weiterer Folge kann eine Vereinfachung der Auswertung
und Interpretation der ermittelten Daten erfolgen, wodurch die Einsetzbarkeit der Durchflusszytometrie
einem breiteren Anwenderfeld angeboten werden kann.

Die Bestimmung von Vitalitatsparametern (,,Viability Assessment*) mittels KenngroRen wie der
Membranintegritat, Energiehaushalt und Enzymaktivitét vertiefen den Einblick in den Zustand der
mikrobiellen Gemeinschaft und stellen einen weiteren wichtigen Punkt des untersuchten
Methodenspektrums dar.

Durch die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften unterschiedlicher Habitate mittels Next Generations
Sequencing (NGS) Verfahren wird ein vertiefender Einblick in die Diversitat und Struktur der
Bakterienpopulationen ermdglicht. Ziel dieser Mikrobiomanalyse ist es, einen umfassenden Uberblick tiber
die Zusammensetzung des Mikrobioms (DNA von lebenden und toten Bakterien) in den unterschiedlichen
Wassermatrices zu erhalten.

Fir die Bearbeitungen wurden die von den einzelnen Wasserversorgungen erfasste einzigartige Vielzahl an
realen Wasserproben unterschiedlicher Wassermatrices unterschiedlicher Ressourcen dazu geniitzt, um
zusétzlich zur Bestimmung der einzelnen Summenparameter folgende praxisrelevanten Fragestellungen zu
bearbeiten:

— Festlegung der wesentlichen Qualitats-Kriterien einer erfolgreichen durchflusszytometrischen
Analyse (Probenahme, Protokoll, Gerat, Datenauswertung)

— Vergleichbarkeit der durchflusszytometrischen Ergebnisse natiirlicher Proben mit in der Literatur
anerkannten Referenzmessungen (z.B. ATP, Kultivierung und Molekularbiologie)

—-12 -
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— Charakterisierung von Reinkulturen unterschiedlicher Gattung, Spezies und Subspezies durch
Analyse der quantitativen Signale des Durchflusszytometers im Labormafstab

— Untersuchung der autochthonen LNA- und HNA-Bakterienpopulation, um mikrobiologische
Fingerprints zu generieren.

— Vergleichsdaten aus der Literatur mit den im Projekt gesammelten Erfahrungswerten
gegeniberstellen und bewerten

— Uberblick tiber Rohwasserzellzahlen in relevanten osterreichischen Rohwassern (einschl.
Kommunitétenstruktur) mit dem Ziel das Verstandnis der mikrobiellen Okologie zu verbessern,
um in einem weiteren langerfristigen Ziel Referenzzustande zu schaffen.

— Erstellung eines ,,0sterreichischen Protokolls* mit Standardarbeitsanweisungen (SOP) fiir den
Einsatz der Durchflusszytometrie in der Wasserversorgung.

In diesem Zusammenhang wurden von den teilnehmenden Wasserversorgern, Roh- und Reinwasserproben
aus 58 Probenahmestellen unterschiedlicher Ressourcen zur Verfligung gestellt. Gesamt wurden
durchflusszytometrisch sowohl Rohwasser wie auch unterschiedliche Einspeisestellen (Systempunkte) tber
einen langeren Zeitraum regelmaRig bestimmt und quantifiziert. Dadurch kénnen Anderungen im
Rohwasser, etwa bei bestimmten Betriebssituationen, und Einflussfaktoren erfasst sowie Ereignisse definiert
werden, fiir welche ein signifikanter Einfluss auf das mikrobiologische Risiko zu erwarten ist.

AUFBAU DES BERICHTS

IN KAPITEL 3 sind die Grundlagen zu unterschiedlichen Untersuchungsmethoden der
Durchflusszytometrie und der molekularbiologischen Methoden zur Erfassung der mikrobiologischen
Zellpopulationen dargestellt. Aufbauend sind die im Projekt eingesetzten Methoden und die Durchfiihrung
der Laborversuche zum Aufbau der Qualitatssicherung sowie die Messkampagne der Feldversuche
dargestellt (Kapitel 4). In Kapitel 5 sind die Ergebnisse der Qualitatssicherung, die Anwendung
durchflusszytometrischer Parameter und die Mdglichkeiten der Datenauswertung sowie die Ergebnisse der
molekularbiologischen Untersuchungen dargestellt. Weiters sind in Kapitel 6 die methodischen Erkenntnisse
flir die breite Anwendung der Durchflusszytomtrie (Wissenstransfer) zusammengestellt. In Kapitel 7 erfolgt
eine Zusammenfassung sowie ein Ausblick fir mdgliche weitere Schritte.
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3 GRUNDLAGEN
DURCHFLUSSZYTOMETRIE

DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE (DFZ) ist eine Form der Zytometrie, wobei letztere eine
Messmethode bezeichnet, die es erlaubt, physikalische oder chemische Information tber einzelne Zellen
oder andere ahnlich grof3e Partikel zu erhalten. Flr die Durchflusszytometrie ist nun charakteristisch, dass
die zu erfassenden Zellen oder Partikel in einem flissigen Medium den Messvorgang im Messgerét — dem
Durchflusszytometer — durchlaufen (Shapiro 2003). Die Anwendungsgebiete der Durchflusszytometrie sind
vielseitig und umfassen neben der Mikrobiologie insbesondere die medizinische Diagnostik.

3.1 MESSPRINZIP

Die Durchflusszytometrie beruht auf der stromungstechnischen Fokussierung von Zellen in einem flussigen
Medium und der anschlieRenden Abtastung mit einem Laserstrahl und der Detektion von gestreutem bzw.
emittiertem Licht eines jeden einzelnen Partikels. Die Lichtemission beruht dabei zumeist auf einer im Zuge
der Probenvorbereitung zugegeben Markierung auf Basis eines oder mehrerer fluoreszierender Farbstoffe.
Die Detektion wiederum erfolgt auf mehreren Kandalen, die verschiedene Wellenldngenbereiche bzw.
Streuwinkel reprasentieren und damit ein mehrdimensionales Bild der einzelnen Zelle vermitteln. Je nach
verwendetem Protokoll zur Probenvorbereitung sind neben der Bestimmung der Anzahl von Zellen in einem
Volumen - die im vorliegenden Projekt eine groRe Rolle spielt — eine groRe Bandbreite an

»Assays* vorhanden, die spezifische Aussagen Uber zelluldre Eigenschaften, beispielsweise die
Stoffwechselaktivitat oder Membranintegritat, ermdglichen.

Die wesentlichen Komponenten eines Durchflusszytometers sind (Picot u. a. 2012): im Folgenden
dargestellt. Die Ablaufe in einem herkdmmlichen Durchflusszytometer sind in Abbildung 2 schematisch
dargestellt.

— Fluidik: zustandig fur den Transport und die hydrodynamische Fokussierung der Zellen bzw.
Partikel. Letzteres beschreibt den VVorgang der Einengung des Strémungsquerschnitts der Probe im
Gerat und die genaue Ausrichtung der Probe im Zentrum des Detektionsbereichs unter Mithilfe
einer sogenannten Hillstromflissigkeit. Die Einengung bewirkt dabei auch, dass sich Zellen mit
einer geringeren Wahrscheinlichkeit gleichzeitig im Detektionsbereich befinden. Wesentlichste
Voraussetzung ist das Vorliegen von einer Einzel-Zell-Suspension, gréRere Zellaggregate kdnnen
nicht analysiert werden.

— Optik: zustandig fur die lasertechnische Abtastung bzw. Fluoreszenzlicht-Anregung der Zellen
und die Weiterleitung sowie Filterung des gestreuten bzw. emittierten Lichts zu den Detektoren.
Die optische Erfassung der Zellsuspension erfolgt dabei in der Durchflusszelle, einer sehr diinnen
Glaskapillare, auf deren Zentrum der Probenstrom fokussiert wurde und der oder die Laser
ausgerichtet sind. Beim Durchtritt eines Partikels durch den Laser wird dessen Licht gestreut und
dieses Streulicht dann meist in zwei Richtungen erfasst — die Vorwartsstreuung (FSC) annédhernd
in Richtung des Laserstrahls bzw. Seitwértsstreuung (SSC) im rechten Winkel zum Laserstrahl.
Daneben wird die Emission von Fluoreszenzlicht angeregt, dessen Detektion durch die
Vorschaltung optischer Filter letztendlich in verschiedenen Wellldngenbereichen erfolgt.

— Elektronische Signalerfassung und -verarbeitung: zusténdig fur die Detektion des einfallenden
Lichts, die Signalverstarkung sowie Pulsverarbeitung und Digitalisierung. Beim Durchtritt einer
Zelle durch den Erfassungsbereich des Laserstrahls, der mitunter deutlich groRer ist als die Zelle
selbst, wird besténdig Licht emittiert. Aus der resultierenden Signalkurve bzw. dem Signalpuls
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wird nun meist lediglich die Flache unter der Kurve (,,Area“) und die maximale Signalstarke
(,,Height) extrahiert. Durch die Festsetzung einer Mindestsignalstérke (,,Threshold*) wird
versucht sogenanntes Signalrauschen zu minimieren — erst bei Uberschreitung beginnt die
Datenaufzeichnung.

Optical filter system

Detektor
Flow cell B P-| SSC side
I3 > scatter
Laser beam Detector Detector Detector
A =488 nm Hydrodynamic ~ |FL1green | |FL2 red FL3 orange
focusing
/ Fluorescence channels: FL1...FL3

Cells stained
Sheath fluid for example with

SYBR green

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers (Metanor OBA, 2017).

Die schon erwéhnte Verwendung verschiedener fluoreszierender Farbstoffe erweitert das
Anwendungsspektrum der Durchflusszytometrie ganz erheblich. Die grundlegende Eigenschaft dieser
Farbstoffe ist jene, dass sie durch Lichtabsorption in einen angeregten Zustand tibergehen kénnen, dessen
Abbau durch Abgabe von Fluoreszenzlicht erfolgen kann. Letzteres ist dabei stets von geringerer Energie,
also langwelliger. Durch die Verwendung von optischen Filtern kann das emittierte Licht von der
Anregungslichtquelle, dem anndhernd monochromatischen Laserlicht, unterschieden werden. In Abbildung
3 ist das Anregungs- und Emissionsspektrum des Farbstoffs SYBR® Green 1, der im vorliegenden Projekt
Uberwiegend eingesetzt wurde, dargestellt. Idealerweise erfolgen Anregung und Detektion im Bereich der
jeweiligen Maxima.
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Abbildung 3: Anregungs- und Emissionsspektrum von SYBR® Green 1 (hach ThermoFisher Scientific, Fluorescence

SpectraViewer)

3.2 GESAMTZELLZAHL, UNTERSCHEIDUNG LNA- UND HNA-ZELLEN

Im Bereich der Trinkwasserversorgung wird sehr h&ufig ein Messprotokoll nach dem Schweizerischen
Lebensmittelbuch angewandt (SLMB 2012). Der Durchflusszytometrie kommt hier in erster Linie die Rolle
eines quantifizierenden Schnelltests zu. Dabei wird den Wasserproben vor der Messung ein fluoreszierender
Farbstoff (SYBR® Green 1, kurz: SG1) zugegeben, der auch intakte Zellmembranen durchdringen kann.
Erst nach Anlagerung an die Nukleinsduren der Zellen entfaltet der Farbstoff sein Potential zur Abgabe von
Fluoreszenzlicht und diese Eigenschaft erlaubt den quantitativen Nachweis von Zellen mit groRer
Zuverlassigkeit, sofern letztere noch weitestgehend intakt sind. Als Ergebnis erhalt man damit die
sogenannte Total- oder Gesamtzellzahl (TCC fiir ,, Total Cell Count*) — meist in Zellen pro ml angegeben.
Die Nachweisgrenze wird mit 100 Zellen pro Milliliter, die Bestimmungsgrenze mit 1 000 Zellen pro

Milliliter angegeben (SLMB 2012).

Sehr wesentlich ist aber, dass sich dariiber hinaus auch qualitative Informationen tber die jeweiligen Zellen
ableiten lassen, da die Starke des Fluoreszenzsignals von der Menge an Nukleinséure in den detektierten
Zellen abhadngt. In diesem Zusammenhang ist in der Literatur der aquatischen Mikrobiologie das typische
Auftreten von zumindest zwei gut unterscheidbaren Gruppen beschrieben. Diese werden entsprechend dem
beschriebenen Mechanismus als Zellen mit niedrigem (LNA) und hohem (HNA) Nukleinsauregehalt
bezeichnet. Abbildung 4 zeigt ein typisches Messresultat einer Grundwasserprobe als Streudiagramm der
Signalkombination von Griin- und Rot-Fluoreszenz mit sogenannten Gates. Letztere dienen der Abgrenzung
bestimmter Signalbereiche im Zuge der Datenauswertung, etwa der Abtrennung von Zellsignalen vom

Signalhintergrund.
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Abbildung 4: Streudiagramm der Griin- und Rot-Fluoreszenz einer DFZ-Messung mit (iberlagerter Dichteschétzung
(rote Linien). Die Gates (grlne Linien) dienen der Abtrennung der Zellsignale vom Signalhintergrund und der
Unterscheidung von LNA- und HNA-Zellen.

Schon auf Basis dieses recht einfachen, dafiir aber umso robusteren Protokolls ist eine zuverlassige
Charakterisierung verschiedener Wasserproben maoglich. Die Verbindung der quantitativen (Zell-
Konzentration) mit der qualitativen Information (Unterscheidung von LNA- und HNA-Zellen) verstérkt die
Mdglichkeit zur Charakterisierung der einzelnen Probe bzw. der Wasserressource.

Die Ableitung von qualitativer Information kann durch weiterfiihrende Techniken der Datenauswertung -
Cluster-Analysen und sogenannte Fingerprinting-Methoden - noch verbessert werden. Wie schon
angedeutet, kdnnen insbesondere unter Verwendung mehrerer Messkandle neben den LNA- und HNA-
Zellen weitere Gruppen bzw. Cluster identifiziert werden. Daneben ist auch die Detektion sehr subtiler
Signalverschiebungen maglich.

3.3 BEURTEILUNG DER MEMBRANINTEGRITAT DER ZELLE

Neben dem genannten Protokoll unter Verwendung des Farbstoffes SG1 ist die kombinierte Verwendung der
Farbstoffe SG1 und Propidiumiodid (PI) eine interessante Farbemethode. Dabei dient die letztgenannte
Methode zur Untersuchung der Zellviabilitit bzw. -lebensfahigkeit. Mit ihrer Hilfe l&sst sich nun eine
Aussage Uber den Zustand der Zellmembran gewinnen. Eine beschadigte Zellmembran ist dabei
gleichbedeutend mit einer starken, wohl sogar letalen Schadigung der Zelle. Die Farbung basiert auf der
oftmals bestétigten Beobachtung, dass PI - im Gegensatz zu SG1 - nur beschadigte Zellmembranen
durchdringen kann. PI ist ebenfalls ein Nukleinsaurefarbstoff, der allerdings andere
Fluoreszenzeigenschaften wie SG1 aufweist. Insbesondere ist das emittierte Licht ins Rote verschoben,
wobei das Signal insgesamt auch weniger intensiv ist. Im Fall beschéadigter Zellmembranen liegen nun also
beide Farbstoffe in der Zelle vor und konkurrieren um die Bindungsstellen an den Nukleinsduren. Das
biochemische Resultat dieses Vorgangs, in dem SG1 von Pl einerseits verdrangt wird und andererseits als
Emissionsverstérker fiir Pl dient (Stocks 2004), ist jedenfalls jenes einer deutlichen Rot-Verschiebung des
Signals bei einer gleichzeitigen Abnahme der Griin-Intensitat (Abbildung 5). Dies ist mit den Detektoren des
DFZ sehr gut zu erfassen. Als Ergebnis erhdlt man analog zur Totalzellzahl die sogenannte Intakizellzahl
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(ICC fir ,,Intact Cell Count*), die die Konzentration der noch intakten Zellen pro ml beschreibt und deren
Signal quasi ausschlieBlich von SG1 herriihrt.

Die Farbstoffkombination hat sich etwa bei der Untersuchung der Wirkung von Chlorungsmethoden bei der
Desinfektion in der Wasseraufbereitung als sehr aussagekréftig erwiesen (Ramseier u. a. 2011). Die
Beschédigung der Zelle kann unmittelbar nach der Behandlung sichtbar gemacht werden. Im Fall einer UV-
Desinfektion liegt ein anderer Wirkmechanismus vor und daher kann zumindest unmittelbar nach der
Behandlung noch keine Aussage ber die Zellviabilitat getroffen werden (Villarino u. a. 2000).

Cl02: 0 mg/l Cl102: 0,2 mg/l C102: 0,4 mg/l

FLZ-A
FL3-A
FL3-A

Abbildung 5: Streudiagramme der Griin- und Rot-Fluoreszenz dreier DFZ-Messungen der gleichen Probe (E.
faecium) bei unterschiedlicher Zugabe von Chlordioxid und Farbung mit SG1 und PI. Rot markiert ist der
Signalbereich der unbehandelten Probe. Die Beschédigung der Zellmembranen durch Chlordioxid zeigt sich durch
eine Verschiebung des Signals in den Bereich hdherer Rot-Fluoreszenz und geringere Griin-Fluoreszenz

3.4 BIOLOGISCHE STABILITAT

Das Konzept der biologischen Stabilitat im Rahmen der Trinkwasserversorgung basiert auf der Forderung,
dass es wahrend der Verteilung zu keinen negativen Veranderungen der mikrobiologischen Beschaffenheit
des Wassers kommt. Negative Auswirkungen umfassen neben hygienischen Aspekten auch eine
Verschlechterung asthetischer Eigenschaften und betriebliche Probleme (Emmanuelle I. Prest u. a. 2016).
Eine etwas eingeschranktere Definition sieht biologische Stabilitat dann als vorhanden, wenn bei
Abwesenheit eines Desinfektionsmittels weder das Wassers selbst bzw. seine Inhaltsstoffe, noch die
Materialien, mit denen es in Kontakt kommt, mikrobielles Wachstum foérdern (Rittmann und Snoeyink 1984)
(Kooij 2000). Mit letztgenanntem ist auch eine Strategie der Wasseraufbereitung angedeutet, die den Einsatz
von Desinfektionsmitteln reduziert und auf eine hohe Qualitat der Wasserressourcen hinsichtlich ihrer
wachstumsfordernden Eigenschaften setzt — beispielsweise auf einen geringen Gehalt an verwertbarem
organischem Material (Hammes, Berger, u. a. 2010). Das Kriterium, wann von biologischer Stabilitat
gesprochen werden kann, stlitzt sich dabei auf das generelle Wachstum von Mikroorganismen. Trinkwasser,
in dem es am Punkt der Verwendung zu einer starken Vermehrung (bzw. Wiederverkeimung nach
abgeschlossener Desinfektion) letzterer kommt, kann nicht als biologisch stabil bezeichnet werden. Daneben
kann aber auch eine Veranderung der Aktivitat der Mikroorganismen und der Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaft als erweitertes Kriterium dienen (Emmanuelle I. Prest u. a. 2016)
(Lautenschlager u. a. 2013). Letzteres ist gerade dann nitzlich, wenn biologische Stabilitat tiber die
Beurteilung der bloRen Anzahl an Mikroorganismen hinaus auch als Konstanz der mikrobiellen
Gemeinschaft verstanden wird.

Mit der biologische Stabilitat ist ein Reihe von Faktoren verbunden, die die mikrobielle Zusammensetzung
und das Wachstum direkt beeinflussen, unter anderem die Interaktionen innerhalb der
Organismengemeinschaft, die Verfligbarkeit von Nahrstoffen, die Verweilzeit des Wassers im Netz oder die
Wassertemperatur. Fiir die Beurteilung der biologischen Stabilitat hat sich eine ganze Reihe von Methoden
bzw. Strategien entwickelt (Emmanuelle I. Prest u. a. 2016). Bekannt ist hier insbesondere die AOC-
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Bestimmung (assimilierbarer organischer Kohlenstoff) im Laborversuch, aber auch die Untersuchung direkt
im Verteilsystem ist moglich. Fir beides spielt die DFZ als quantitative Methode zur Bestimmung der
Anzahl an Organismen eine groRe Rolle. Sequenzierungsmethoden mit hohem Durchsatz, etwa zur Analyse
derl6S-rRNA, erlauben die taxonomische Zuordnung oder zumindest eine Abschatzung der
Verwandtschaftsgrade (mittels phylogenetischer Methoden) einzelner Organismen. Damit lassen sich
Verschiebungen in der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft genau nachzeichnen.

Mit der Bezeichnung ,,Pathogen Growth Potential (PGP)* wiederum ist ein Ansatz umschrieben, der
Uberpriift, ob sich ausgewdahlte pathogene Mikroorganismen in den Probewé&ssern im Zuge einer Lagerung
vermehren kdnnen (Vital u. a. 2010). Auch hier wird die DFZ eingesetzt. Das
Bakterienvermehrungspotential ist eine Methode zur Ermittlung einer Wachstumskurve mittels Animpfung
der steril-filtrierten Probe mit der autochtonen Bakteriengemeinschaft in definierter Menge (Hambsch und
Werner 2008). Die mittels Streulichtmessung gewonnene Wachstumskurve I&sst Rickschlisse auf die
wachstumsfordernden Eigenschaften (Substratkonzentration) des Probenwassers zu. Eine sehr &hnliche
Methode ist die AOC-Bestimmung auf Basis der DFZ (Hammes und Egli 2007).

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Ansatz des sogenannten ,,Wachstumspotentials* (WP) getestet,
ein Ansatz, der den genannten Methoden gleicht, aber statt auf die Quantifizierung der mikrobiell
verwertbaren organischen Substanz abzuzielen, eine auf der DFZ beruhende Methode zur Beschreibung der
bakteriellen Wachstumsdynamik von Wasserproben im Zuge eines Lagerungsversuchs der (unbehandelten)
Probe darstellt. Eine Beschreibung findet sich unter der Bezeichnung ,,Wachstumspotential* in Abschnitt
5.3.

3.5 DATENAUSWERTUNG

3.5.1 GATING

Das sogenannte Gating beschreibt einen Vorgang bei der Analyse von DFZ-Messdaten, bei dem auf Basis
von ein- oder zweidimensionalen Darstellungen von DFZ-Parametern bestimmte Detektionen mittels
»Gates* (im zweidimensionalen Fall geschlossene Polygone) isoliert werden (Hammes und Egli 2010).
Diese Untermenge an Detektionen kann unter Verwendung einer anderen Parameter-Kombination weiter
bearbeitet, sprich erneut einem Gating unterzogen werden (sequentielles Gating). Damit kénnen im Falle
von komplexen, multidimensionalen Datensétzen die in den verschiedenen DFZ-Parametern (Streulicht,
Fluoreszenz) enthaltenen Informationen bzw. Unterscheidungsmaoglichkeiten Schritt fur Schritt abgearbeitet
werden. Allerdings ist mit diesem Vorgehen u.U. mit einem Informationsverlust zu rechnen, da es sich um
niederdimensionale Projektionen handelt, die die vollen multidimensionalen Zusammenhéange nicht abbilden
kénnen (Rogers u. a. 2008). Dariiber hinaus basiert das beschriebene Gating meist auf einer subjektiven
Einschatzung, die die Vergleichbarkeit von Ergebnissen verschiedener Bearbeiter einschranken kann (Mair
u. a. 2016). Die Notwendigkeit zur Handhabung komplexer DFZ-Assays mit mehrdimensionalen
Datensétzen sowie der Aufwand zur Bewaltigung steigender Datenmengen hat zur Entwicklung
automatisierter Gating-Methoden geftihrt (Aghaeepour u. a. 2013).

Fur die Analyse von DFZ-Messdaten von Wasserproben unter Verwendung von SG1 (bzw. der Kombination
von SG1 und PI) wird meist eine Auswertestrategie auf Basis von fixierten Gates gewahlt (Kotzsch, Alisch,
und Egli 2012) (E. I. Prest u. a. 2013). Bei mdglichst gleichbleibenden Messbedingungen fiihrt dies zu einer
guten Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei geringem Aufwand fiir die Auswertung, da keine Anpassung der
Gates an die einzelne Messung erfolgt. Diese Strategie beruht dabei auf einer guten Abtrennbarkeit der Zell-
Signale vom Signalhintergrund, der durch die Verwendung von SG1 meist gegeben ist, und der Verwendung
fur Proben mit eingeschrénkter ,,Variation*, die bei oligotrophen Wasserressourcen vorliegen sollte.
Gleichzeitig ist die Dimensionalitat der Daten in der beschriebenen Anwendung auf vier beschrénkt —
Vorwarts- und Seitwartsstreuung sowie Griin- und Rotfluoreszenz. In einzelnen Fallen kénnen aber durchaus
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Messsignale vorliegen, bei denen die Strategie eines einheitlichen Gates an ihre Grenzen stéit und die
gewdhlte Abtrennung die Besonderheiten einer bestimmten Probe nicht angemessen berticksichtigt
(Hammes und Egli 2010).

3511 LNA-UND HNA-ABTRENNUNG

Laut (Kotzsch, Alisch, und Egli 2012) kann bei der Analyse einer durchflusszytometrischen Messung neben
der Totalzellzahl (TCC) auch die Abtrennung und Erfassung der LNA- und HNA-Zellzahlen bzw. deren
Anteile an der TCC erfolgen. Diese Anteile, die fur viele Probe sehr charakteristisch sind, stehen auch mit
der ZellgréRe in Zusammenhang - HNA-Zellen haben oft ein stérkeres Streulichtsignal. Die Anteile der
beiden Gruppen werden auch als ,,Fingerabdruck* einer Probe angesehen.

Nach Abtrennung des Hintergrundsignals von den als Zellen angesehenen Datenpunkten im Streudiagramm
der Griin- und Rot-Fluoreszenz erfolgt die Unterscheidung zwischen LNA- und HNA-Zellen, wobei
bezuglich der Vorgehensweise zwei Optionen genannt werden. Einerseits konnen die Signale im
Streudiagramm der Griin-Fluoreszenz und der Seitwartsstreuung oder andererseits (nur) im Histogramm der
Griin-Fluoreszenz betrachtet werden. Die Aufteilung in die Gruppen LNA und HNA erfolgt anschlieRend
manuell durch den Nutzer anhand von Erfahrungswerten und Beispielen aus der Literatur. Eine
Gruppenstruktur sollte bei einem groRen Teil der Proben als Orientierung erkennbar sein. AbschlieRend
erfolgt die Konzentrationsberechnung in Zellen pro Volumseinheit bzw. die Berechnung der Anteile an der
Totalzellzahl. Bei optimal gesetzten Einstellungen miissen die Gates nur in wenigen Fallen angepasst
werden, da die Zellcluster auch bei der Messung von Proben unterschiedlicher Herkunft meist nicht ihre
generelle Position verandern, sondern nur in Form und GroRe variieren (Kétzsch, Alisch, und Egli 2012).

3.5.2 CYTOMETRIC FINGERPRINTING

Das schon erwahnte Cytometric Fingerprinting (CF) bietet die Mdglichkeit die (mehrdimensionale)
Signalstruktur verschiedener DFZ-Messungen sehr detailreich zu vergleichen (Rogers u. a. 2008). Hier wird
ausgenutzt, dass die einzelnen Detektionen einer DFZ-Messung sehr unterschiedliche Signalintensitaten auf
mehreren Messkandlen aufweisen kénnen und dass diese Unterschiedlichkeit mit bestimmten Eigenschaften
der Partikel in Verbindung gebracht werden kann (darauf basiert etwa auch die Unterscheidung zwischen
LNA- und HNA-Zellen). Auf dieser Basis lassen sich nun Gruppen definieren, die etwa fiir eine
weiterfiihrende Analyse oder den Vergleich mit anderen Datenquellen z.B. Betriebsdaten zur Erfassung der
Wassereigenschaften (elektrische Leitfahigkeit, geléster organischer Kohlenstoff, SAK bei 254 nm, etc.)
nutzbar sind.

In methodischer Hinsicht beruht das CF im Wesentlichen auf der Anwendung eines einheitlichen, an die
Dichte der Detektionen in auszuwéhlenden Signalkombinationen angepassten Modells bzw. Auszéhlrasters
(siehe Abbildung 6). Die einzelnen Rasterzellen (,,Bins*“) sollen im Durchschnitt aller zu vergleichender
Datensétze gleich viele Datenpunkte enthalten. Anschliefend werden die Datensétze anhand dieses Rasters
ausgezéhlt. Wenn sich die betrachteten Datensétze nun unterscheiden, ergibt diese Auszahlung
Abweichungen vom durchschnittlichen Wert bzw. werden unterschiedliche Auszéhlungsergebnisse in einem
oder mehreren Bins vorkommen. Gleichzeitig kdnnen auch die Datenbereiche identifiziert werden, in denen
diese Unterschiede auftreten.
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Abbildung 6: Streudiagramm der Griin- und Rot-Fluoreszenz einer DFZ-Messung mit Auszéhlraster (rote Linien)
des Cytometric Fingerprintings und Gates (griine Linien).

Eine grundlegende Beobachtung auf Basis des CF in nun etwa jene, dass sich Messungen, die eine hohe
Anzahl an Zell-Detektionen aufweisen, hinsichtlich der Verteilung der Signalintensitaten auf den einzelnen
Messkandlen (und in Kombination) nicht zwingend von Messungen derselben Messstelle unterscheiden, die
wesentlich geringere Werte an Zell-Detektionen aufweisen. Demgegeniber lassen sich etwa verschiedene
Wasserressourcen sehr deutlich unterscheiden (bspw. Uferfiltrate und Karstwésser). Eine weitere
Anwendung besteht etwa in der Detektion von AusreiBRern in einem Datensatz, der eine Vielzahl an
Messungen umfasst - wie dies etwa bei der online-DFZ der Fall ist. Die potentiellen AusreilRer entsprechen
dabei ,,seltenen* Gruppen, deren Signalstruktur - aber nicht zwangslaufig deren Anzahl an Detektionen -
stark vom Durchschnitt abweicht und aufgrund vieler Erfahrungswerte nicht als plausible Messungen
eingestuft wird.

3.5.3 CLUSTERANALYSE

Bei einer durchflusszytometrischen Messung werden fiir jede Detektion Werte von einer Vielzahl von
Parametern erfasst, welche Streulicht und Fluoreszenzemissionen (Spalten) umfassen. Dabei beinhalten die
ausgegebenen Dateien, abhangig von der Wasserprobe, bis zu einigen Zehntausend Detektionen (Zeilen).

Mit einer groRer werdenden Menge an verfiigbaren Daten erhoht sich auch die Notwendigkeit von
statistischen Hilfsmitteln um Strukturen in den Daten oder Teile davon, welche von Interesse sind, zu finden.
Mit Hilfe von Clustering kénnen die Daten in einzelne Gruppen unterteilt werden. Dabei sind die Daten
innerhalb einer solchen Gruppe in einer Form dhnlich zu einander, wahrend die Daten in unterschiedlichen
Gruppen unéhnlich zueinander sind (Wagner und Wagner 2007).

Die Art bzw. der Verlauf dieser Gruppenbildung lassen sich unterscheiden nach:

— ProximitatsmaR: statistisches Maf zur Bestimmung der erwéhnten Ahnlichkeit und auch
Undhnlichkeit von Daten.
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— Verfahren der Gruppierung: Strategie der Gruppenbildung. Hier wird unterschieden in
Algorithmen, die dhnliche Objekte zusammenfassen und solche die den Datensatz weiter aufteilen.

Die Clusteranalyse wird den explorativen Verfahren zugerechnet, d.h. vor der Anwendung der Methode
besitzt der/die Nutzer/in keine Information zu den Gruppen (Backhaus u. a. 2015).

Fir die Auswertung bzw. Analyse mit Clusteralgorithmen wurden im Projekt zwei Funktionen bzw.
Packages der freien Programmiersprache ,,R* verwendet. Dabei handelt es sich einerseits um agglomeratives
(complete-linkage) hierarchisches Clustering und um den aus dem Bioconductor-package

»flowClust* stammenden gleichnamigen Clustering-Algorithmus.

— Beim hierarchisch agglomerativen Clustering stellt zu Beginn jeder der sich im Datensatz
befindlichen Datenpunkte ein eigener Cluster bzw. eine eigenen Gruppe dar. Nach der erfolgten
Erfassung der Distanzen bzw. Ahnlichkeiten der einzelnen Datenpunkte zueinander, werden die
zwei Objekte, welche sich am &hnlichsten sind, zu einem Cluster zusammengefasst. Daraufhin
folgend werden die Distanzen erneut berechnet und dieses VVorgehen solange wiederholt bis sich
der gesamte Datensatz, also alle Datenpunkte in einem Cluster befinden. Die complete-linkage
Methode definiert dabei die Art der Distanz- bzw. Ahnlichkeitsberechnung (Backhaus u. a. 2015).

— Der Clustering-Algorithmus ,,flowClust“ ist eine Funktion aus dem gleichnamigen
Bioconductor-package. Dieser Algorithmus wird den Modell-basierten Clustering-Methoden
zugerechnet. Wéhrend der meist verwendete Ansatz auf dem finiten Gau3schen
Mischverteilungsmodell basiert, wird hier mit einem T-Mischverteilungsmodell gearbeitet um
beim Auftreten von AusreilRern und der Form der Cluster wie sie bei durchflusszytometrischen
Messungen oft beobachtet werden Rechnung zu tragen (Lo u. a. 2009). Jede der Verteilungen in
dem Mischverteilungsmodell gehért dabei zu einem Cluster (Fraley und Raftery 2002).

22



GRUNDLAGEN

MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.6 MIKROBIOM - NEXT GENERATION SEQUENCING

Um einen Uberblick tiber die Zusammensetzung des Mikrobioms (DNA von lebenden und toten Bakterien)
auf Basis der Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens in unterschiedlichen Wassermatrices zu erhalten, kann das
Next Generation Sequencing (NGS) angewendet werden.

Die NGS stellt eine neue Dimension zur Analyse von DNA mittels Hochdurchsatzsequenzierung dar. Sie
umfasst keine Technik, sondern beschreibt eine neue Generation an Plattformen, die bereits kommerziellen
Status erreicht haben. Wesentlicher Unterschied zur konventionellen kapillar-basierten Sequenzierung nach
Sanger ist die hohe Leistung NGS basierter Geréte, welche Millionen Sequenzabschnitte parallel
identifizieren kdnnen.

Bei der Sequenzierung werden im Wesentlichen folgende Schritte durchgefiihrt: Bibliothekserstellung
(library preparation), Amplifikation (Vervielfaltigung) der Fragmente und anschlieBende Sequenzierung.
Waéhrend der library preparation wird die DNA auf enzymatischem oder mechanischem Weg auf eine
definierte Lange fragmentiert. AnschlieBend werden an beide Enden der DNA Primer angehdngt. Diese
fertigen Abschnitte werden zusammen als DNA Bibliothek (library) bezeichnet. Hierbei wird die Leseart der
NGS Plattform bestimmt. Man unterscheidet zwischen single- oder paired-end reads bzw. mate-pair reads.
Dabei werden jeweils Abschnitte der DNA Molekiile, die Enden des Molekuls bzw. die beiden Enden eines
sehr langen zirkularen Molekiils gelesen. Paired-end reads haben den Vorteil, dass jeweils forward und
reverse read als ein Paar zugeordnet werden, wodurch einerseits die doppelte Datenmenge bei der
Sequenzierung entsteht und ein erhebliches Mehr an Information generiert wird, andererseits die
Genauigkeit der Methode erheblich verbessert werden kann, da Sequenzierfehler leichter entdeckt werden.
Im Rahmen der Amplifikation soll eine grofRe Anzahl identischer Molekiile pro DNA Einheit entstehen, um
ein ausreichendes Messsignal zu erzeugen. Die Sequenziertechnologien kénnen folgendermalien gegliedert
werden: (i) Pyrosequenzierung, (ii) sequencing by synthesis, (iii) sequencing by ligation.

Die Pyrosequenzierung wurde von Roche 2004 eingefiihrt und beruht auf der Messung von Licht aus
Pyrophosphat, welches bei dem Einbau von Nukleotiden wéhrend der PCR emittiert wird. Die Anzahl der
erzeugten Lichtsignale ist der Anzahl der eingebauten Nukleotide proportional und kann so gemessen
werden (siehe auch Punkt 2.7 ATP Bestimmung).

Sequencing by synthesis stellt die heute am meisten verwendete Sequenziermethode dar und wird seit 2006
von Illumina durchgefiihrt. Dabei werden einzelstrangige, adaptergebundene DNA Fragmente (die library)
auf eine mikrofluidische Glasmembran (glass flow cell) geladen. Dort lagern diese sich an vorhandene
oberflachenassoziierte, den library Adaptern komplementare Oligonukleotide durch Hybridisierung an. Die
Hybridisierung geschieht durch einen aktiven Aufwérmungs- und Kihlprozess. Jedes einzelne Fragment
stellt ein DNA template dar, welches anschlieRend mittels ,,solid phase bridge amplification* amplifiziert
wird, wodurch Millionen auf der Membran immobilisierte doppelstrangige Kloncluster entstehen. Diese
Cluster stellen die templates der darauffolgenden Sequenzierung dar. Bei der Sequenzierung werden vier
fluoreszenzmarkierte Desoxyribonukleintriphosphate (DNTPs) verwendet, wahrend jedes Zyklus der
Sequenzierung wird in jedem Cluster eine einzelne, sich anlagernde DNTP durch einen Laser identifiziert
(Abbildung 7). Da jeder Clusterklon identifiziert wird, ist die Genauigkeit der Methode durch die vielfache
Identifizierung (deep coverage sequencing) erheblich gesteigert. Bei der Datenanalyse werden die erhaltenen
Sequenzabschnitte mithilfe von verschiedener Bioinformatiksoftware mit bekannten Referenzsequenzen
verglichen und zugeordnet (Alignment). So kdnnen z.B. phylogenetische Zuordnungen der Sequenzen zu
bestimmten Bakterien gemacht werden (Illumina 2012).
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Abbildung 7: Ablaufschema Sequencing by synthesis (adaptiert von Illumina, 2017. An introduction to Next-
Generation Sequencing Technology). Hybridisierung der einzelstrangigen Fragmente an die Flow cell Membran
(oben links); Bridge amplification (oben Mitte); Doppelstrangbildung (oben rechts); Clusterbildung nach
Amplifikation (unten links); Detektion der einzelnen Nukleotide wéahrend der Sequenzierung (unten Mitte).

Sequencing by ligation verwendet das Enzym DNA Ligase zur Identifizierung einzelner Nukleotide der zu
identifizierenden Sequenz. Auch hier werden kurze DNA Fragmente, eine Flow cell zur Ligation der Proben,
sowie fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide zur Identifizierung verwendet. Die SOLiD™ Plattform von Life
Tech ist der groBte Reprasentant dieser Technologie (Ho u. a. 2011).

3.7 ATP-BESTIMMUNG

Neben der durchflusszytometrischen Bestimmung intakter Zellen bietet die Adenosintriphosphat (ATP)
Messung eine weitere Mdglichkeit zellschadigende Einfliisse kultivierungsunabhangig zu beurteilen.
Einerseits weist eine Reduktion von intrazellularem ATP auf gehemmte Energieprozesse hin, andererseits
tritt intrazelluldres ATP nach Membranschadigung aus den Zellen aus und ist infolgedessen als
extrazelluldres ATP messbar. Vergleichsmessungen von ungeschédigten- und geschédigten Zellen
(unbehandelte bzw. behandelte Proben) erlauben hierbei eine Beurteilung der Schadigung. ATP ist ein
universeller Energietrager in Zellen und reguliert samtliche metabolische Prozesse. Das Vorhandensein
dieses Molekiils ist daher ein Indikator fiir die metabolische Aktivitat von Zellen. Bei der Durchfilhrung
wird Licht bei einer Wellenldnge von 560 nm gemessen, das durch die Oxygenierung von Luciferin,
Magneisumionen und ATP mittels Luciferase zu Oxyluciferin reagiert und dabei Licht emittiert (Abbildung
8). Die Intensitét des emittierten Lichts ist proportional zur ATP Konzentration und kann daher zur
quantitativen Bestimmung intakter, metabolisch aktiver Zellen herangezogen werden. Die Lumineszenz wird
in RLU (relative light units, hier counts per second (cps)) angegeben. Mittels Erstellung einer Kalibrierkurve
kann auf die Zellzahl riickgeschlossen werden.
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Abbildung 8: Reaktion von Luciferin und ATP zu Oxyluciferin und Licht. (BioTek: Luminescent Determination of
ATP Concentrations using the Clarity™ Luminescence Microplate Reader; 2006)
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4 MATERIAL UND METHODEN
MESSPROGRAMM

FUR DIE EINZELNEN BEARBEITUNGEN IM PROJEKT wurden unterschiedliche
Messprogramme und Messkampagnen durchgefiihrt. Diese Messprogramme beziehen sich sowohl auf
Fragestellungen bei den einzelnen natiirlichen Wéssern als auch auf Fragestellungen bei kiinstlich
hergestellten Probenmatrices im Labor. In Abbildung 9 und Abbildung 10 sind die Summenlinien der
Gesamtanzahl der durchflusszytometrischen Einzelmessungen (rot), der Mehrfachbestimmungen (griin) und
der Anzahl der Probenahmen (blau) im Zeitraum zwischen November 2015 und Dezember 2016 bzw.
November 2015 und November 2017 gegenlibergestellt.

Die dabei dargestellte Anzahl an Einzelmessungen beinhalten keine Messungen von Reinstwasser bzw.
Milli-Q®-Wasser, keine Blindproben und keine Messungen mit Dekontamination da diese nicht als
Messungen an sich angesehen werden. Die Analysen mittels Online-Durchflusszytometer wurden ebenfalls
nicht in diese Zusammenstellung eingerechnet. Bei den Mehrfachmessungen wurden keine Beads-
Messungen beriicksichtigt. Diese gelten grundsétzlich als Messungen aber nicht im Sinne einer
Mehrfachbestimmung. Die Anzahl der Probenahme beinhalten ausschlieflich Probenahmen auferhalb des
Labors bei den einzelnen Wasserversorgern. Proben die im Hauseigenen Uferfiltratbrunnen der BOKU
(Brunnen Technikum) gezogen wurden, wurden ebenfalls nicht eingerechnet. Mehrfachbestimmungen
konnen grundsétzlich zwischen zwei und der Anzahl der ,,Wells* (24 bzw. 96) die auf einer Platte liegen
(abzlglich der verwendeten Reinigunsschritte und Dekon) liegen.

Im Zeitraum des ersten Projektjahres zwischen November 2015 und Jahresende 2016 wurden insgesamt

17 915 Einzelmessungen und 3 546 Mehrfachbestimmungen sowie 2 952 Probenahmen in Kooperation mit
den Projektpartner durchgefiihrt (Abbildung 9). Ab Februar 2016 wurden nach Implementierung der
Mikrotitter-Platte (96e-rFormat) ausschlieBlich Mehrfachbestimmungen bei den nattrlichen Wasserproben
durchgeflhrt. Mit Unterstiitzung der einzelnen Projektpartner konnten tiber den gesamten
Bearbeitungszeitraum Probenahmen bei unterschiedlichen Rohwéssern durchgefihrt werden. In der
Summenlinie der Einzelmessungen sind ebenfalls Zeitrdume mit geringerer Abwicklung im Labor (z.B.
Weihnachten 2016) deutlich durch Bereiche mit geringerer Steigung der roten Linie zu erkennen.

- 26 -



MATERIAL UND METHODEN
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung der Summenlinien der Gesamtanzahl der Einzelmessungen (rot), der
Mehrfachbestimmungen (griin) und der Anzahl der Probenahmen (blau) im Zeitraum zwischen November 2015 und
Dezember 2016

Uber die Gesamtprojektlaufzeit wurden insgesamt 41 799 Einzelmessungen, 10 734 Mehrfachbestimmungen
und 4 739 Probenahmen durchgefihrt.
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Summe Nov. 2015 - Nov, 2017: 41799

Anzahl
"

Summe Nov. 2015 - Nov, 2017: 10734

Summe Nov. 2015 - Nov. 2017: 4739

Abbildung 10: Gegeniiberstellung der Summenlinien der Gesamtanzahl der Einzelmessungen (rot), der
Mehrfachbestimmungen (griin) und der Anzahl der Probenahmen (blau) im Gesamtprojektzeitraum zwischen
November 2015 und November 2017

41 LABORVERSUCHE

Fir die Beurteilung unterschiedlicher Fragestellungen wurden jeweils Laborversuche durchgefiihrt. Im
Groliteil der Félle wurden dazu natiirliche Wésser der einzelnen Messstellen (siehe Kap. 3.2.1)
herangezogen. Fur Versuche, die eine (anndhernd) gleichbleibende Wassermatrix voraussetzen bzw. fir
vergleichende Versuche, von bisher in der Literatur dargestellten Ergebnissen, wurden Matrices von
Flaschenwasser wie z.B. Evian herangezogen. Der Versuchsaufbau der einzelnen Laborversuche ist in
Kapitel 4 jeweils bei der Darstellung der methodischen Ergebnisse kurz beschrieben.

42 MESSKAMPAGNE NATURLICHER WASSER

Fur die Auswertungen in diesem Bericht wurden insgesamt 59 Messstellen beprobt. Im Regelfall wurde jede
Messstelle zumindest iber ein Jahr kontinuierlich mit einem Probenahmeintervall von ein bis zwei Mal
wdchentlich beprobt. Fur einzelne Messstellen wurden tagliche Proben zur Verfiilgung gestellt. Die einzelnen
Messstellen sind im Wesentlichen in flinf Bundeslédndern gelegen, in zwei weiteren Bundeslandern wurden
zusétzlich Messkampagnen mit verdichteten Probenahmeintervallen iber mehrere Zeitperioden
durchgefiihrt. Insgesamt wurden daher Proben aus sieben Bundeslédndern verwertet.
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Im Rahmen der Probenahme von natiirlichen Wassern wurden folgende Ressourcengruppen der
Wasserversorgung herangezogen:

— 1 Oberflachenwasserentnahme

— 3 Schichtquellen

— 5 Karstquellen

— 1 Kluftquelle

— 2 Schlierkluftquellen

— 3 Tiefengrundwasserentnahmen

— 11 Porengrundwasserentnahmen

— 20 Uferfiltratstandorte

— 13 Einspeisestellen (Netzstellen)
Fur die Darstellungen in diesem Bericht wurden auf Basis vergleichbarer Ergebnisse eine weitergehende
Zusammenfassung der Messstellen in die Gruppen Quellen, Grundwasser, Uferfiltrat, Tiefengrundwasser,

Oberflachenwasser und Einspeisestellen vorgenommen. In einzelnen Auswertungen wurde die Gruppe
»Quellen“ in ,,Karstquellen“ und ,,Quellen” geteilt.

421 MIKROBIOM - NEXT GENERATION SEQUENCING

Aufgrund der ermittelten sehr niedrigen DNA Konzentrationen (<0,05 ng/ul) wurden Verfahren zur
Erhéhung der DNA Konzentration bei gleichbleibender Qualitat der Ergebnisse ausgearbeitet. Dabei wurde
bei jedem Schritt der Probenvorbereitung (Probenvolumen, DNA Extraktion, PCR, Aufreinigung) eine
Optimierung durchgefiihrt, um ein verbessertes, den Zustanden der Proben angepasstes Protokoll zur
Durchflihrung einer erfolgreichen molekularbiologischen Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften im
Wasser zu etablieren.

Insgesamt wurden im Zuge dieses Projektes die bakteriellen Gemeinschaften von 58 Probenahmestellen
mittels Next Generation Sequencing untersucht. Es wurde darauf geachtet moglichst alle Ressourcentypen
und Netzstellen abzudecken. Nach Moglichkeit wurden dies Proben auch zu unterschiedlichen Jahreszeiten
(Frihling, Sommer, Herbst) durchgefiihrt. Tabelle 2 bietet eine Auflistung aller durchgefiihrten
Probenahmen zur Sequenzierung, und der daraus folgenden Mikrobiom-Bestimmung.

TABELLE 2: PROBENAHMEN (PN) FUR MIKROBIOMBESTIMMUNG MITTELS NGS

PN-Stelle 1. PN 2.PN 3.PN 4. PN 5. P
1 GW_7  01.03.2016  24.052016  25.10.2016

2 GW_ 12 B 01.06.2016

3 GW_ 12 C  18.022016  01.06.2016

4 GW 13 A 18.02.2016  01.06.2016

5 GW_ 15 A 01.06.2016

6 GW_18  16.02.2016  07.06.2016

7 GW 20 C  07.06.2016

8 KQ 16 B 18.02.2016  01.06.2016
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9 KQ 24 A 03.03.2016  31.052016  21.10.2016
10 KQ 24 B 09.06.2016

11 KQ 25  09.06.2016  08.05.2017  30.05.2017  13.06.2017

12 N1G  17.02.2016

13 N3 B 29022016  23.05.2016

14 N 6B  21.03.2017

15 N 6 E  21.03.2017

16 N 6 F  21.03.2017

17 N6 G  21.03.2017

18 N 8 A 20022016  23.05.2016

19 N 13 C  18.02.2016

20 N 20 B 07.06.2016

21 N 21 A  13.06.2017

22 N 21 E  13.06.2017

23 N 21 F  13.06.2017

24 N21 G  13.06.2017

25 N 21J  13.06.2017

26 N 21 M  13.06.2017

27 N 21 N  08.05.2017

28 N21 O  13.06.2017

29 N 21 P  13.06.2017

30 N21 T  13.06.2017

31 '3 A 23.05.2016

32 Q9  23.052016

33 Q17  16.02.2016

34 Q19 H  16.02.2016  07.06.2016

35 UF 1A  17.022016 25052016  19.10.2016

36 UF 1B  17.02.2016 25052016  19.10.2016

37 UF 1 C  17.02.2016 25052016  19.10.2016

38 UF 1 D  17.022016 25052016  30.01.2017  09.03.2017

39 UF 1 E  30.01.2017

40 UF 1F  30.01.2017

41 UF 2 A 04042017  07.042017  03.05.2017

42 UF 2 B 04042017  07.04.2017  03.05.2017

43 UF 2 C 09022017  04.04.2017  07.042017  03.05.2017

44 UF 2 D 13022017  04.042017  07.042017  03.05.2017  10.05.2017
45 UF 2 E  17.022017  04.042017  07.042017  03.05.2017  10.05.2017
46 UF 2 F  21.02.2017  04.04.2017  07.042017  03.052017  10.05.2017
47 UF 5 A 01032016  24.052016  25.10.2016

48 UF 5B  01.03.2016  22.03.2016  19.04.2016  24.052016  25.10.2016
49 UF 5 C  01.03.2016  24.052016  25.10.2016

50 UF 6 H  21.03.2017

51 UF 22 A 03032016  09.06.2016  19.10.2016

52 UF 22 D 03032016  09.06.2016  19.10.2016

53 UF 23 A 10032016  30.05.2016  27.10.2016

54 UF 23 B 10.03.2016  30.05.2016  27.10.2016

55 UF 23 D 10032016  30.052016  27.10.2016

56 UF 23 E  10.03.2016  30.05.2016  27.10.2016

57 UF 23 F  10.03.2016  30.05.2016  27.10.2016

58 UF 23 G 10032016  30.05.2016  27.10.2016
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DURCHFLUSSZYTOMETRIE

43 BESCHREIBUNG DER VERWENDETEN DURCHFLUSSZYTOMETER

Im Rahmen der Untersuchungen wurden insgesamt drei verschiedene Durchflusszytometer-Modelle
verwendet. Der Aufbau der Detektionseinheit ist bei allen Geréten sehr dhnlich. Die Anregung erfolgt durch
einen Laser mit 488 nm Wellenldnge, bei allen Geréten ist die Detektion der Griin- und Rotfluoreszenz
sowie von Streulicht moéglich. Die weitaus meisten Messungen des vorliegenden Projects wurden mit dem
Accuri® C6 durchgefihrt.

431 BDACCURI® C6

Technische Beschreibung und Anwendungsmdglichkeiten bzw. -empfehlungen finden sich in verschiedenen
Handbiichern und Broschiren der Firma BD (,,Becton, Dickinson and Company*) unter bd-biosciences
sowie in einem Buchbeitrag (Rich und Howes 2010). Wahrend ein Einsatz abseits von Laborraumlichkeiten
durchaus maglich ist, wurde dies im vorliegenden Projekt nicht getestet. Die Probenvorbereitung erfolgt
manuell.

4311 AUTOLOADER

Der installierte ,,Autoloader” ermdglicht die automatische Durchfiihrung von bis zu 96 Einzelmessungen
(Verwendung von Mikrotiterplatten mit einem Well-Volumen von 350 ul). Von dieser Mdglichkeit wurde
fiir den weit Giberwiegenden Teil aller Messungen im Labor Gebrauch gemacht. Daneben besteht auch die
Alternative zur Verwendung eines sogenannten 24er-Tube-Racks (einer Vorrichtung zur Aufnahme von 3-
ml-Réhrchen mit rundem Boden).

43.1.2 DYNAMIC RANGE

Ein wesentlicher Vorteil des Accuri® C6 zu alteren Geraten ist die groe ,,Dynamic Range“, die eine
Einstellung der sg. Voltage-Gains durch den Benutzer unnétig machen soll und daher auch mit der Standard-
Software nicht mdglich ist. Mithilfe letzterer lasst sich das Messfenster so verschieben, dass entweder
schwache oder starke Fluoreszenzsignale erfasst werden. Bei gleichzeitigem Vorhandensein von schwachen
und starken Signalen entsteht ein Verlust an Auflésung bzw. sogar ein Datenverlust (Signalintensitat
unterhalb des gesetzten Thresholds). Der Accuri® C6 ist also - prinzipiell - in der Lage einen weiten
Signalbereich (0 bis 2/24) abzudecken

43.1.3 GEMESSENE PARAMETER

Beim Durchlauf eines Partikels durch den Laser werden mit einer gewissen Abtastrate mehrere Einzelsignale
aufgenommen, die Verbindung dieser Punkte ergibt einen Signalverlauf. Die Form des Signalverlaufs
beinhaltet Informationen Uber das jeweilige Partikel (Watson 1991). Aus diesem Signalverlauf werden im
Fall des Accuri® C6 fiir jeden Messkanal zwei Parameter-Varianten abgeleitet, ndamlich einerseits der
sogenannte Height-Parameter (maximales Signal eines Partikels beim Durchlauf durch den Laser) und
andererseits der Area-Parameter (Flache unterhalb der Signalkurve). Die Kurzbezeichnungen lauten etwa im
Fall des Messkanals der VVorwértsstreuung FSC-H und FSC-A. Die genaue interne Berechnung
(insbesondere von FSC-A) und inshesondere von mdglichen Korrekturen ist vom Gerétehersteller nicht
veroffentlicht.
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4314 BESTIMMUNG DES GEMESSENEN PROBENVOLUMENS

Beim Accuri® C6 erfogt die Bestimmung des gemessenen Probenvolumens (ber die Peristaltikpumpen
(Rich und Howes 2010). Beim Cube 6 basiert die genaueste Methode zur Bestimmung des Probenvolumens
auf der Verwendung einheitlicher Messgebinde und einer Messung des Fillstandes mit Hilfe zweier
Elektroden, deren vertikaler Versatz einer bestimmten Probenmenge entspricht (200 ul). Der Metanor OBA
befordert Flussigkeiten mit einem System von Spritzen, deren bekanntes VVolumen und aktuelle Position eine
genaue Bilanzierung der Flissigkeitsmengen erlaubt.

432 SYSMEX (PARTEC) CYFLOW® CUBE 6

Messungen im Labor mit manueller Probenvorbereitung. Einzelmessungen. Geratespezifische Informationen
finden sich unter sysmex-partec. Dieses Gerat wurde fallweise zur VVergleich mit den Messungen der
anderen Gerdte und bei Ausfall des Accuri® C6 verwendet.

433 METANOR OBA

Online-Durchflusszytometer fiir den Einsatz direkt an der Messstelle mit automatischer Probenvorbereitung.
Geratespezifische Informationen finden sich unter metanor.

44 PROBENAHME FUR DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Fir die Probenahme wurden sterile, konisch zulaufende Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen mit
Schraubverschluss und einem Fassungsvermdgen von 50 ml verwendet. Falls der Probenahmehahn nicht
standig durchflossen ist, muss der Hahn vor der Probenahme erst durch mehrmaliges vollstandiges Offnen
und Schlielen des Ventiles und anschlieBend bei reduziertem Durchfluss - je nach Lange der Zuleitung zum
Hahn zumindest fiir einige Minuten - gespllt werden. Eine Probenahme unter sterilen Bedingungen ist bei
der Bestimmung der TCC (und weiterer Parameter) mittels SG1-Farbung nicht notwendig (Kétzsch, Alisch,
und Egli 2012). Schopfproben wurden im Rahmen der vorliegenden Untersuchung nicht genommen.

Fir die Bestimmung der ICC — gerade zur Beurteilung der Wirksamkeit von DesinfektionsmalBnahmen —
und bei Versuchen, die eine Probenlagerung beinhalten sowie bei spezifischen Nachweisverfahren (in der
vorliegenden Untersuchung nicht durchgefiihrt) sollten dagegen sterile Verhéltnisse sichergestellt werden.
Im Fall der ICC kénnen auch schon einige wenige intakte Zellen die Interpretationen der Ergebnisse
beeinflussen, falls der erwartete Wert der ICC gegen null geht. Sterile Verhéltnisse werden daher durch
Spulen und Abflammen des Hahns, sowie die Verhinderung von Aerosolbildung (Spritzwasser) hergestellt.
Die grundsatzlich zu beachtenden Punkte, inklusive der Vorbereitung der Gebinde, ist in der entsprechenden
Literatur dargestellt (Feuerpfeil und Botzenhart 2008). Fir Versuche, die eine Lagerung der Proben
beinhalten, gilt ein besonderes VVorgehen zur VVorbereitung der Gebinde (Kap. 5.3).

Der Probentransport hat gekuhlt (Kihltasche) zu erfolgen, wobei eine Lagerung bei 4-8 °C (Kdtzsch, Alisch,
und Egli 2012) bzw. 5+/-3 °C (Feuerpfeil und Botzenhart 2008) ideal ist. Ein Gefrieren der Proben, etwa
durch direkten Kontakt zu gefrorenen Kihlelementen ist unbedingt zu vermeiden. Die Messung der Proben
fur die Bestimmung der TCC (und weiterer Parameter) mittels SG1-Farbung sollte im Regelfall nicht spater
als 48 Stunden nach Probenahme erfolgen (Kotzsch, Alisch, und Egli 2012). Im Einzelfall durfte aber auch
eine langere Lagerungszeit moglich sein. Im Fall der ICC-Bestimmung (Farbung mittels SG1 und PI) muss
der Einfluss der Lagerungsdauer — gerade bei der Beurteilung von Desinfektionsmalinahmen - jedenfalls
genauestens abgeschatzt werden, im Regelfall ist jedoch eine sofortige Messung anzustreben.
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MIKROBIOM — NEXT GENERATION SEQUENCING

45 VORGEHENSWEISE MIKROBIOM-BESTIMMUNG (NGS)

Aus den definierten Probenahmestellen wurden quartalsweise, sowie zusatzlich eventbasiert, fiinf Liter (5 L)
Wasserproben gezogen (aufgrund der OptimierungsmaBnahmen gibt es Abweichungen vom Volumen). Die
Proben wurden unmittelbar nach Eintreffen im Labor (ber einen 0,2 um Membranfilter filtriert. Der Filter
wurde bis zur Extraktion der genomischen DNA bei -80 °C aufbewahrt. Nach der Extraktion wurde die
DNA Konzentration fluorometrisch quantifiziert (Qubit® 2.0 Fluorometer, Abbildung 13). Aufgrund der
teilweise sehr geringen ermittelten DNA Konzentrationen wurde in Folgeprobenahmen das Wasservolumen
auf bis zu 20 Liter (4 Flaschen zu je 5 L) angepasst. Zusatzlich wurden vor Ort Filtrationen mit Volumina
bis zu 200 L durchgefiihrt. Die Amplifikation der DNA musste aufgrund der teilweise sehr niedrigen DNA
Gehalte adaptiert werden.

Der folgende Ablauf der molekularbiologischen Analysen wurde fiir diverse Probenahmestellen festgelegt
(Abbildung 11). Die Abfolge im Detail ist weiter hinten im Text zusammengefasst.

~

Amplicon PCR (1st stage PCR) Clean-up, Gelelektrophorese (Bande
- . pr— bei ca. 630 bp), DNA
+ Vervielfaltigung eines ca. 460 bp : h
langen Genabschnitts der 16S rRNA Konzentrationsbestimmung
Untereinheit
7 7
! ~
~ Normalisierung der DNA Gehalte
Clean-up + Alle PCR Produkte werden auf die
« Spin Filter basiertes Kit gleiche DNA Konzentration verdinnt
« Zur Entfernung von (12 ngful)
Reaktionskontaminationen
. J ! |
'
Gelelektrophorese ) finaler Pool
* Qualitatskontrolle » ein Aliquot jeder Probe wird in
« einzelne, klar abgegrenzte und ein einziges tube pipettiert
deutliche sichtbare Bande bei ca.
460 bp [
4

Qualitatskontrolle

* Gelelektrophorese
+ Dreifache Bestimmung der
DNA- Konzentration

-

Fluorometrische Bestimmung der DNA
Konzentration

+ zur Bestimmung gleicher DNA Mengen
in der zweiten PCR

]
[ ]
Index PCR (2nd stage PCR) ‘ Einschicken zur Sequenzierung
+ Vervielfaltigung der Amplicon PCR-
Produkte mit einer eigenen 1
Primerkombination pro Probe ——
+ erlaubet Zuordnung der
Sequenzierungsergebnisse zu den Rohdatenauswertung
Proben
p. S

Abbildung 11: Prozessschema fiir die Durchfiihrung einer NGS von Wasserproben
46 PROBENAHMEVERFAHREN UND FILTRATION

Die 5 L Glasflaschen wurden gereinigt, mit deionisiertem Wasser gespllt, mit Alufolie verschlossen und
drei Stunden bei 550 °C gemuffelt, um saémtliche vorhandene DNA zu zersttren. Nach der Probenahme
erfolgte der Transport der Flaschen abgedunkelt in Kiihlboxen.

Im Labor wurden die Proben sterilfiltriert: Eine Membranfiltrationseinheit und die dazugehérigen Trichter
werden ausgiebig abgeflammt, um sdmtliche vorhandene DNA zu zerstéren, anschlieend an eine
Wasserstrahlpumpe angeschlossen, ein Membranfilter (PALL Supor® 200 PES Membranfilter, 0,2 um
PorengrolRe, 47 mm Durchmesser) wird aufgelegt, der Trichter darauf befestigt und die Probe nach und nach
aus den 5 L Flaschen eingefllt. Hierfir wird jedes Mal die Alufolie abgenommen, der Flaschenrand sowie
der innenliegende Teil der Alufolie abgeflammt, das Wasser bis zur maximalen Fillmenge des Trichters
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(500 ml) eingefiillt und die Alufolie anschlieend wieder auf die Flasche gesteckt. Der Trichter darf dabei
nie leerlaufen, um eine Kontamination durch angesaugte Luft zu vermeiden. Anschlieend wird der Filter
direkt in ein Extraktionsrohrchen (5 ml PowerWater® Bead Tube) tberfiihrt und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.6.1 DIREKTFILTRATION VOR ORT

Um eine grolRere DNA Ausbeute zu erreichen, wurden grof’e Mengen Wasser (>20 L) direkt vor Ort filtriert.
Eine mobile Filtrationseinheit wurde hierfiir mit Alkohol desinfiziert und drei Stunden bei 180 °C trocken
sterilisiert. Alle verwendeten Schlduche und Anschlisse wurden in Alkohol desinfiziert und anschlieRend
bei 100 °C feucht autoklaviert. Ein Schlauch wurde mit dem Wasserhahn der zu untersuchenden Probe und
der Filtrationseinheit verbunden und zunachst griindlich mit dem Wasser durchgespiilt, anschliefend wurde
ein steriler Filter (PALL Supor® PES Membranfilter, 0,2 um Porengrof3e) in die Filtrationseinheit gelegt
und das Wasser wurde durch die Einheit geleitet (der Aufbau der Filtrationseinheit ist in Abbildung 12 zu
sehen). Je nach Wasserdruck am Hahn und Kontamination des Wassers dauerte der Durchfluss
unterschiedlich lange. Die durchgeflossene Wassermenge wurde gemessen — es wurden bis zu 200 L filtriert.
Anschlielend wurde der Filter in einem sterilen Transportbeutel dunkel und gekihlt transportiert und bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Abbildung 12: Darstellung einer Filtrationseinheit fur die Vor-Ort-DNA-Aufkonzentration

4.7 DNA-EXTRAKTION

Die Extraktion der DNA aus den Filtern erfolgte mittels DNA-Isolations-Kit (DNeasy® PowerWaterKit,
Qiagen, USA), welches durch mechanisches Ausschlagen der Filter mittels ,,Beads* im Extraktionstube auf
einem Vortexer geschieht, gefolgt von einer chemischen Ausfallung und Eluierung. Die Filter der
Direktfiltration wurden mit sterilen Skalpellen zerschnitten und auf mehrere Extraktionsréhrchen aufgeteilt.
Aufgrund der zusatzlich hoheren Kontaminationswahrscheinlichkeit wéhrend einer Vor-Ort Filtration wurde
das Extraktionsvolumen mit 5 L definiert und die Extraktion selbst optimiert, um eine hohere DNA
Ausbeute zu erreichen und nur im Notfall auf eine Vor-Ort-Filtration zurtickgegriffen.

471 OPTIMIERUNG DER DNA-EXTRAKTION

Die Tatsache, dass auch bei Filtration des bis zu 40-fachen VVolumens die DNA Konzentration aus den
Filtern nicht deutlich gesteigert werden konnte, legt nahe, dass im Filter durchaus mehr DNA vorhanden ist,
dass diese jedoch nicht vollstandig extrahiert wird. Untermauert wird diese Annahme dadurch, dass die
durchflusszytometrisch ermittelten Zellzahlen mit den DNA Konzentrationen korrelieren (Abbildung
14).Aus diesem Grund wurde die Extraktion hinsichtlich Reaktionszeiten und -volumina adaptiert, um eine
héchstmdgliche Ausgangs DNA fiir die nachfolgende PCR zu erhalten.
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Das Ausschlagen der Filter durch die Beads stellt den wichtigsten Schritt zur Uberfilhrung der DNA vom
Filter in die Reaktionsldsung dar. Durch die anschlieBende Entfernung des Filters muss samtliche DNA
bereits in diesem Schritt aus dem Filter herausgel6st werden. Daher wurde die Dauer des Ausschlagens der
Filter deutlich erhoht, statt laut Kit empfohlener 5 min. wurde der Filter mindestens 10 min. ausgeschlagen.
Auch bei der nachfolgenden Aufreinigung und Eluierung wurden die Reaktionszeiten bzw. -volumina
teilweise angepasst. Vergleichend ist in Tabelle 3 die vom Hersteller empfohlene Durchfiihrung und die
optimierte Durchfiihrung der DNA Extraktion gegentbergestellt. Die angepassten Schritte sind Fett
markiert.

TABELLE 3: VORGESCHLAGENE UND OPTIMIERTE DURCHFUHRUNG DER DNA EXTRAKTION

Behandlungsdauer/ Behandlungsdauer/

Reagenz Behandlungsschritt -volumen It. -
Hersteller -volumen optimiert
PW 1 in 5 ml Extraktionstube pipettieren 1ml 1ml
Vortexen 5 min. 10 min.
Zentrifugieren 1 min. 4 min.
Uberschuss in frisches Tube tiberfiinren
Zentrifugieren 1 min. 13.000 g
Uberstand in frisches Tube berfiihren
:_F;?ung hinzufiigen, vortexen 200 pl
bei 4°C inkubieren 5 min. 10 min.
Zentrifugieren 1 min. 13.000 g
Uberstand in frisches Tube berfiihren
PW3 hinzufiigen, vortexen 650 pl
650 pl des Ansatzes auf die Spin Saule laden
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 1 min. 13.000 g
wiederholen, bis gesamter Ansatz auf Saule
geladen ist
Spin S&ule in neues Tube setzen
PwW4 auf die Spin Saule laden 650 pl
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 1 min. 13.000 g
Ethanol auf die Spin Saule laden 650 pl
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 1 min. 13.000 g
Erneut zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 2 min. 13.000 g
Spin Séule in neues Tube setzen
EB Lsg. in die Mitte der S&ule pipettieren 100 pl 50 pl
Sdule verwerfen, Durchfluss enthalt extrahierte
DNA.

Die Konzentration der DNA Extrakte wurde fluorometrisch mittels Qubit® Fluorometer gemessen. Da die
Konzentrationen der DNA Extrakte teilweise sehr gering sind (<0,05 ng/ul), ist die Vervielfaltigung der
DNA mit vom Hersteller vorgeschlagenen Methoden nicht erfolgreich. Die Konzentration der DNA befindet
sich im Bereich von <0,05 ng/ul bis 67 ng/ul, wobei bis auf vereinzelte Ausnahmen ausschlielich
oberflachenassoziiertes Wasser eine Konzentration >10 ng/pl aufweist. In Abbildung 13 ist das
Gelelektrophoresebild von einigen Amplicon-PCR-Produkten zu sehen.
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Abbildung 13: Qubit® 2.0 Fluorometer

Eine Optimierung der vorgegebenen PCR Durchfiihrung wurde durch erhéhte DNA Volumina und eine
héhere Primerkonzentration sowie durch die Anpassung der Temperatur, Dauer und Zyklenanzahl wéhrend
der PCR (32 bis 40 Zyklen) erzielt. In Tabelle 4 ist der optimierte PCR Ansatz dem Ansatz nach Hersteller
gegenibergestellt. Die optimierte PCR wurde folgendermalien durchgefiihrt:

-95°C 4 min. anfangliche Denaturierung
-98°C 20 sek.

- 67°C 20 sek. 32-40 Wiederholungen
-72°C 15 sek.

-72°C 5 min. finale Extension

-4°C bis Abschalten

TABELLE 4 ZUSAMMENSETZUNG DER PCR ANSATZE NACH HERSTELLER UND OPTIMIERT

Reagenz ursprungliche Zusammen- optimierte Zusammen-

g setzung des PCR Ansatzes setzung des PCR Ansatzes
DNA Extrakt 2,5 0l 3,5 0l
Amplicon Primer (forward und reverse) 501 (c=10M) 50l (c=21M)

m%'(s‘t‘ermix »KAPA HiFi HotStart Ready 125011 1255 011
Grundsatzlich korrelieren die Ergebnisse der Durchflusszytometrie mit den erhaltenen DNA
Konzentrationen Abbildung 14 sehr gut. Diese Auswertung kann als Kriterium fiir zukiinftige Probenahmen
herangezogen werden, um Volumina fir einen ausreichenden DNA Ertrag festzulegen. Einschrankend muss
jedoch darauf aufmerksam gemacht werden, dass sich die Ergebnisse aufgrund der sehr geringen DNA
Konzentrationen auf einem niedrigen Niveau befinden.

Die Ergebnisse aus der vor Ort Filtration haben gezeigt, dass eine gesteigerte Ausbeute der DNA Extraktion
aufgrund von stark erhdéhtem Probenahmevolumen nicht zwingend erfolgreich ist, was vermutlich auf
Begleitstoffe zurtickzufiihren ist, die sich ebenfalls auf dem Filter absetzen und die Extraktion der DNA
beeintrachtigten. 5 L sind daher bereits als obere Grenze des Probenvolumens zu betrachten.
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Abbildung 14: Zellzahl, Eventzahl gegeniibergestellt mit DNA Konzentration (ng/ul)

Anhand der Gelelektrophoresebilder wurde entschieden, welche PCR Produkte zur Weiterverwendung flr
die Index PCR verwendet werden kénnen (deutlich sichtbare einzelne Bande bei ca. 460 bp, ohne Schatten
oder Doppelbanden). Diese wurden mit einem Clean-up Kit (PeqGOLD Cycle-Pure Kit) aufgereinigt, um
Verunreinigungen zu entfernen (Abbildung 15 und Abbildung 16). Auch hier musste zundchst eine
Optimierung der Durchfiihrung stattfinden, da die Konzentration der PCR Produkte ansonsten nach der
Aufreinigung zu gering war (siehe Abbildung 16). Zur Optimierung wurde zunéchst die Gelektrophorese zur
Uberpriifung der Qualitat der PCR Produkte erst nach der Aufreinigung durchgefiihrt, um mehr Ausgangs
DNA aufreinigen zu kdnnen. Nach zweimaligem Waschen wurde die S&ule 5 min. statt 1 min. trocken
zentrifugiert, die Inkubationszeit der DNA mit Elutionspuffer wurde von 2 min. auf 5 min. erhéht und die
Zentrifugationszeit nach der Inkubation wurde ebenfalls von 1 min. auf 2 min. gesteigert. Dadurch konnten
deutlich geringere Verluste der DNA Konzentrationen vor und nach dem Clean-up erzielt werden, die
Banden auf den Gelelektrophoresebildern zeigen dennoch eine erfolgreiche Aufreinigung (Verschwinden
von Schatten, soweit vorhanden, sowie von Restriktionsfragmenten am Ende der Gele (siehe Abbildung 17).

Durchfiihrung der Aufreinigung von PCR Produkten
— Volumen der PCR Reaktion mit gleichem Volumen CP-Puffer versetzen und grundlich vortexen
— Ansatz auf einen Spin Filter laden und 1 min. bei 10.000 g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
— 2 mal mit 750 pl Waschpuffer waschen, 1 min. bei 10.000 g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
— 5 min. bei 10.000g zum Trocknen zentrifugieren
— Spin Filter in ein neues Tube Uberfuhren, mit 40 pl Elutionspuffer versetzen und 5 min. inkubieren
— 2 min. bei 5.000 g zentrifugieren, Spin Filter entsorgen.
Nach der Aufreinigung der Amplicon PCR wurde erneut eine Gelelektrophorese durchgefiihrt (nach
Optimierung des Protokolls wurde die vorherige Gelelektrophorese nicht mehr durchgefiihrt), um das
Vorhandensein und die Qualitat der PCR Produkte zu Uberprifen. Aulerdem wurde eine neue
Konzentrationsbestimmung mittels Qubit® durchgefihrt. Abhangig von der Konzentration der PCR
Produkte wurde die Index PCR implementiert. Minimal notwendige Konzentration des Amplicon PCR
Produkts betragt 1 ng/ul, insgesamt sind die Konzentrationen der aufgereinigten Amplicon PCR Produkte 1

— 8 ng/ul. Bei geringeren Konzentrationen wurde die PCR mit erhéhter Zyklenzahl wiederholt.
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Abbildung 15: Amplicon PCR vor der Optimierung der Zusammensetzung der PCR. DNA Fragmente sind bereits in
die Taschen des zweiten Gelkamms gelaufen und daher nicht zu sehen.

e

Abbildung 16: Unaufgereinigte, PCR optimierte (oben) und aufgereinigte (unten) Amplicon PCR Produkte vor der
Clean-up Optimierung. DNA Verluste sind deutlich an der Abschwachung der Banden erkennbar, kleinere DNA
Fragmente (Banden/Schatten am unteren Gelrand der unaufgereinigten DNA) sind durch das Clean-up entfernt
worden.
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Abbildung 17: Aufgereinigte Amplicon PCR Produkte nach Clean-up Optimierung
4.7.1 INDEX-PCR

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die Index PCR lautet wie folgt:
—1-15 pl DNA aus aufgereinigter Amplicon PCR
— 5 pl Nextera XT Index Primer 1 (N7xx)
— 5 pl Nextera XT Index Primer 2 (S5xx)
— 25 ul KAPA HiFi Hot Start ReadyMix
— 0 - 14 pl Wasser, PCR-Grad

Fur jede PCR wurde dabei eine andere Primerkombination verwendet. Es gibt 24 N7xx Primer und 8 S5xx
Primer, welche fur insgesamt 192 PCR Produkte verwendet werden kénnen.

Die PCR wurde (nach geringfiigigen Optimierungen) folgendermafRen durchgefiihrt:
-95°C 4 min. anfangliche Denaturierung

-39 --



MATERIAL UND METHODEN

-98°C 20 sek.

- 67°C 20 sek. 7 Wiederholungen
—-72°C 15 sek.

—-72°C 5 min. finale Extension
—-4°C bis Abschalten

Abhéngig von der DNA Konzentration wurde der verwendete DNA Gehalt erhéht und der Wassergehalt des
Ansatzes laut Tabelle 3 verringert, um &hnliche Gehalte an Index PCR Produkten fiir alle Proben zu erhalten.
Ziel hierbei war eine DNA Menge im Ansatz von ca. 20 ng.

TABELLE 5 ZUSAMMENSETZUNG WASSER UND DNA FUR DEN PCR ANSATZ DER INDEX PCR

¢ DNA (ng/ul) V DNA Ansatz (ul)  V Wasser Ansatz (ul)
10-15 15 0
16-18 13 2
1,9-272 11 4
23-28 9 6
29-39 7 8
4,0-6,6 5 10
6,7-9,9 3 12
10,0 - 13,3 2 13
13,4-19,9 1,5 13,5
>19,9 1 14

Nach Durchfiihrung der Index PCR wurden die PCR Produkte erneut aufgereinigt und ihre Qualitat in einer
Gelelektrophorese Uberprift. Anschliefend wurde die Konzentration der DNA gemessen (Qubit®) und ein
Aliquot davon mit TRIS/HCI Puffer (10 mM) auf eine Konzentration von 12 ng/ul verdiinnt. Bei einer DNA
Konzentration von 10-12 ng/pl wurden die Proben unverdiinnt verwendet. Bei einer DNA Konzentration
<10 ng/pl wurde die PCR mit mehr DNA (und entsprechend weniger Wasser) wiederholt. Zuletzt wurde ein
Aliguot von 5 pl der normalisierten Proben in ein einziges Tube pipettiert, dieses enthalt den finalen Pool,
welcher zur Sequenzierung zu Microsynth (Schweiz) eingeschickt und auf einem MiSeq (Reaktionskit V3,
2x300 bp) sequenziert wurde. Die erhaltenen Rohdaten wurden zur bioinformatischen Analyse wie
nachfolgend beschrieben weiter verwendet.

Aufgrund der optimierten Durchfiihrung war es fur fast alle untersuchten Proben mdglich, eine library zu
erstellen und Sequenzierungsergebnisse zu erhalten. Sdmtliche Triplikatuntersuchungen konnten zeigen,
dass hinsichtlich der kritischen Durchfiihrung aufgrund hoher PCR Zyklenanzahlen dennoch zuverlassige
Ergebnisse erzielt werden kénnen. Details hierzu sind im Ergebnisteil nachzulesen.
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ATP-BESTIMMUNG

DIE INDIREKTE MESSUNG DER ATP KONZENTRATION erfolgt mit dem ATP Kit
,BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay* (Promega, Deutschland). Fiir die Berechnung des ATP
Gehalts wird vorerst eine ATP Standardkurve nach Herstelleranweisungen erstellt. Zusatzlich wurde fir
zwei Verdiinnungsmedien (0,1 pm sterilfiltrierte 0,9%ige NaCl-L6sung sowie eine sterilfiltrierte
Rohwasserprobe) jeweils eine Standardkurve erstellt.

Um eine Differenzierung zwischen lebenden (intakten) und toten (membrangeschadigten) Zellen vornehmen
zu koénnen, muss zwischen intrazelluldrem und extrazellularem ATP unterschieden werden. Aufgrund des
geringen ATP Gehalts in aquatischen Proben muss das Standardprotokoll optimiert werden (Hammes,
Goldschmidt, u. a. 2010). Ein Teil der zu untersuchenden Probe wird mittels 0,1 um Membranfilter
sterilfiltriert, wodurch alle Zellen zuriickgehalten werden. Dadurch enthalt die filtrierte Probe nur das
extrazellulér vorhandene ATP, wéhrend die Messung der unfiltrierten Probe den totalen ATP Gehalt misst.
Durch Subtraktion des extrazellularen ATP vom totalen ATP erhélt man den Gehalt des intrazellularen
ATPs.

Das BacTiter-Glo™ Reagenz wurde nach Anleitung des Promega Protokolls hergestellt. Dieses enthalt
einerseits Inhaltsstoffe fir die Extraktion von ATP aus Bakterien und andereseits den Luciferin-Luciferase-
Komplex, der zusammen mit ATP die Lumineszenz bei 560 nm bewirkt.

48 DURCHFUHRUNG

Pro Probe werden drei Mal 50 pl des hergestellten Reagenzes in eine weille Mikrotiterplatte vorgelegt
(Dreifachbestimmung), und zusammen mit der zu untersuchenden Probe 1 min. bei 38 °C temperiert.

Anschlieend werden je 250 pl der Probe zum Reagenz iiberfiihrt, bei 38 °C fiir 20 Sek. inkubiert (=

Reaktionszeit) und sofort in einem Luminometer (Victor2, Wallac) gemessen. Die Ergebnisse des
Luminometers werden in cps angegeben und mittels Standardkurve in die ATP Konzentration umgerechnet.
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SOFTWARE

49 PROGRAMMIERSPRACHE R

Far die Erfassung und Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen erfolgte die Nutzung der
Programmiersprache ,,R* (www.R-Projekt.org).

Die Programmiersprache ,,R* wurde von Ross lhaka und Robert Gentleman entwickelt, wobei die Idee
vorherrschte die Starken der beiden bereits bestehenden Programmiersprachen ,,S*, von Becker, Chambers
und Wilks, und ,,Scheme*, von Steele und Sussmann zu kombinieren. Die resultierende Sprache ist im
Erscheinungsbild ahnlich zu ,,S* wobei unter anderem die Implementierung von ,,Scheme* abgeleitet ist
(Ihaka und Gentleman 1996).

Dabei handelt es sich um Software, welche Datenmanipulationen, Berechnungen und grafische
Darstellungen erlaubt. Insgesamt sind 25 sogenannter Packages vorinstalliert, welche Funktionen und
Beispieldatensatze beinhalten. Eine Vielzahl an zusétzlichen Packages sind online frei erhéltlich (Venables,
Smith, und R Core Team 2018).

»R*“ kann auf allen géngigen Betriebssystemen (z.B. Windows, Linux/Unix und Mac OS X) verwendet
werden und ist kostenfrei (Fox 2009).

Neben der Software ,,R* ist auch noch das Bioconductor-Projekt zu nennen. Dabei handelt es sich um eine
Initiative um erweiterbare Software fiir den Bereich der Bioinformatik und der EDV-unterstiitzten Biologie
im Sinne der gemeinschaftlichen Zusammenarbeit zu erstellen (Gentleman u. a. 2004). Bioconductor wird
ebenfalls in Form von Packages vertrieben und beinhaltet unter anderem Pakete zu Themen wie
Sequenzanalyse und Durchflusszytometrie (Carlson u. a. 2012).
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5 RESULTATE
DURCHFLUSSZYTOMETRIE - METHODIK

DIE MEISTEN IN DEN FOLGENDEN ABSCHNITTEN dargelegten Ergebnisse beruhen auf
der Anwendung der SG1-Féarbung in Kombination mit Accuri® C6 (automatischer Messmodus, 96er-
Mikrotiterplatten).

5.1 QUALITATSSICHERUNG DURCHFLUSSZYTOMETRIE
5.1.1 PROBENAHME, TRANSPORT UND LAGERUNG
5.1.1.1 PROBENAHMEGEBINDE

Fir die Abfullung der Proben vor Ort wurden aufgrund der einfachen Handhabung sterile, konisch
zulaufende Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen mit Schraubverschluss und einem Fassungsvermaégen von
50 ml als Einwegprodukt gewahlt, die fiir biologische Analysen als geeignet eingestuft werden. Im Leitfaden
zur Methodenschrift 333.1 des Schweizerischen Lebensmittelbuches (Kétzsch, Alisch, und Egli 2012)
werden gemuffelte Glasgebinde (kohlenstofffrei) empfohlen, da hier kein Nahrstoffeintrag und folglich kein
unkontrolliertes Zellwachstum stattfinden soll. Vor der Anwendung wurde tberprift, ob die verwendeten
Gebinde fur Bakterien verwertbare Stoffe in die Probe abgeben und wie schnell dies bei gegebener
Lagerungstemperatur zu Zellvermehrung und einer Anderung der mikrobiellen Zusammensetzung fiihrt.
Diese Frage wird daher auch im Rahmen von Abschnitt 5.1.1.4 diskutiert, in dem es um die empfohlene
maximale Lagerungsdauer der Proben geht. Fir die Verwendung der im vorliegenden Projekt verwendeten
Gebinde spricht jedenfalls die einfache Handhabbarkeit und Verfligbarkeit (auch fiir Wasserversorger) bei
geringen Kosten.

In Abbildung 18 und Abbildung 19 sind die Ergebnisse zweier Messreihen (verschiedene Probenahmetage
der gleichen Messstelle) dargestellt, die den Einfluss verschiedener Gebindetypen auf die Entwicklung der
TCC und des HNA-Anteils im Zuge einer Lagerung bei 10 °C untersucht. Die Probenahme erfolgte dabei
unter Verwendung eines gemuffelten 5-1-Glasgebindes. Die Probe wurde dann nach Ankunft im Labor auf
die verschiedenen Lagerungsbehéltnisse — Glasgebinde mit Schliffstopfen und Zentrifugenréhrchen —
aufgeteilt und den gleichen Lagerungsbedingungen unterworfen. Dabei zeigt sich, dass am dritten Tag der
Lagerung noch kein wesentlicher Unterschied zwischen den Materialien Glas und Polypropylen hinsichtlich
der TCC auftritt (die Werte entsprechen jenen vom Tag der Probenahme). Lediglich der HNA-Anteil der
Zentrifugenréhrchen der Messreihe in Abbildung 19 ist bereits etwas erhoht. Am siebten Tag der Lagerung
sind die Unterschiede zwischen den Materialen bereits gut ersichtlich, insbesondere kommt es auch zu einem
deutlichen Anstieg des HNA-Anteils in den Zentrifugenréhrchen. Diese Unterschiede verstarken sich am
zehnten Tag der Lagerung, hier aber gerade auch in der TCC. Im Vergleich zum Ausgangswert ist eine
Zunahme des HNA-Anteils bei allen Gebinde-Arten zu erkennen. Daneben ist interessant, dass es auch bei
den Zentrifugenréhrchen verschiedener Hersteller bzw. Modelle Unterschiede zu geben scheint (Abbildung
18). Leichte Unterschiede bestehen hier auch zwischen den Glasgebinden mit verschiedenem Volumen. Die
Ursache fir letzteres ist unklar, vergleiche dazu auch (Hammes, Vital, und Egli 2010). Zusammenfassend
lasst diese Messreihe den Schluss zu, dass die Zentrifugenréhrchen Stoffe abgeben, die wachstumsférdernd
sind. Allerdings tritt dieser Effekt sogar bei dieser hohen Lagerungstemperatur erst spat ein — zu einem
Zeitpunkt, an dem die Proben bereits analysiert wurden.
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Lagerungstemperatur: 10°C
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Abbildung 18: Vergleich des Einflusses verschiedener Gebinde (Glas mit Schliffstopfen sowie Zentrifugenréhrchen
aus Kunststoff zweier Hersteller) auf die TCC sowie den HNA-Anteil einer unbehandelten Uferfiltratprobe im Zuge
einer Lagerung bei 10°C mit drei Replikaten.
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Abbildung 19: Vergleich des Einflusses verschiedener Gebinde (Glas mit Schliffstopfen sowie Zentrifugenréhrchen
aus Kunststoff) auf die TCC sowie den HNA-Anteil einer unbehandelten Uferfiltratprobe im Zuge einer Lagerung bei
10°C mit drei Replikaten.

5.1.1.2 PROBENAHME VOR ORT

Nach dem Leitfaden zur Methodenschrift 333.1 des Schweizerischen Lebensmittelbuchs (Kétzsch, Alisch,
und Egli 2012) ist eine Probenahme unter sterilen Bedingungen nicht erforderlich, da die DFZ in der hier
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angewandten Form kein spezifisches Nachweisverfahren fir hygienisch relevante Keime handelt. Von
entscheidendem Einfluss auf das Messergebnis ist allerdings die Dauer der Vorspilung des
Probenahmehahns, wobei eine sehr kurze Vorspiilung bei bestimmten Zielsetzungen auch gewiinscht sein
kann — etwa bei der Beurteilung von Hausinstallationen bzw. Armaturen (Feuerpfeil und Botzenhart 2008).
Die meisten Probenahmepunkte des vorliegenden Projekts waren Hahne, die entweder standig durchflossen
wurden oder ein nur sehr kurzes Zuleitungsstlick von der Transportleitung aufwiesen.

Abbildung 20 zeigt einen Vergleich zwischen sogenannten First-Flush-Proben (ohne Vorspilung des
Probenahmehahns) und den zugehdrigen Proben nach zumindest zwei Minuten Vorspiilung des Hahns (das
Zuleitungsstiick zum Hahn ist jeweils nur wenige Meter lang) im Rahmen einer Probenahme fiir eine
Uferfiltrat-Brunnenreihe. Die Proben ohne Vorspllung des Hahns weisen durchwegs erhéhte TCC-Werte
und HNA-Anteile auf. Dies erklart sich nicht zuletzt durch die eher seltene Nutzung der Hahne bei den
jeweiligen Probenahmestellen.
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Abbildung 20: Vergleich von First-Flush-Proben und Proben nach Vorspulung des Probenahmehahns. Die
Zuleitung zum Hahn ist jeweils nur wenige Meter lang.

Im Fall von Probenahmen in Gebduden liegen meist weit langere Zuleitungen von Haupttransportleitungen
zu den jeweiligen Probenahmepunkten vor. Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse einer Beprobung von
Hausinstallationen. Nur bei einem Teil der Proben weist der First-Flush deutlich erhthte Werte auf. Dies
lasst flr die unaufféalligen Proben u.U. auf eine zeitlich nicht allzu weit zuriickliegende Hahn-Benutzung

schlieflen.
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Abbildung 21: Vergleich von First-Flush-Proben und Proben nach Vorspilung mit einer definierten Wassermenge
fur je funf Probenahmepunkte (WC-Anlagen) in zwei benachbarten, 6ffentlich zuganglichen Gebauden (Probenahme
erfolgte am gleichen Tag).

5.1.1.3 TRANSPORT

Im vorliegenden Projekt wurden fur den Transport Kiihlboxen mit Kihlelementen (Latentwarmespeicher)
verwendet, wobei ein direkter Kontakt zwischen Probe und Kuhlakku vermieden wurde. Gerade bei langeren
Transporten oder hohen Umgebungstemperaturen besteht die Gefahr, dass die Kihlleistung nicht
ausreichend ist und es zu einer unerwiinschten Erwérmung der Proben kommt.

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse eines Versuchs im Brutschrank zur Ermittlung der Probenerwérmung
wahrend des Transports dargestellt. Dabei wurde als Probentemperatur 10 °C gewéhlt, was einer
durchschnittlichen Temperatur der beprobten Wasser nahekommt. Bei einer Umgebungstemperatur von

30 °C und einer recht geringen Masse der Kiihlelemente (400 g) kommt es zu einem kontinuierlichen
Anstieg der Temperatur der Probe. Nichtsdestoweniger ist die Kihlleistung flr kiirzere Transporte wohl
noch ausreichend. Wesentlich schneller erwérmt sich die Probe bei Verzicht auf Kiihlelemente und einer
Umgebungstemperatur von 22 °C. Die Zugabe von Kiihlelementen mit einer Masse von 400 g bewirkt nach
einer anfanglichen Erwéarmung anndhernd eine Stabilisierung der Probentemperatur. Bei einer Verdoppelung
der Kiihimasse kommt es zu einer Reduktion der Probentemperatur auf knapp 9 °C.
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Abbildung 22: Versuche im Brutschrank zur Ermittlung der Probenerwarmung (Umgebungstemperatur 22 °C und
30 °C) beim Transport in Kihlboxen (Volumen ca. 10I) bei Verwendung unterschiedlicher Kiihimassen (-18 °C) flr
sechs Proben (Zentrifugenrohrchen, je 50 ml). Die Temperatur der Probe wurde mit einem in die Probe
eingetauchten Temperaturfiihler bestimmt.

Der Probentransport kann ansonsten als Teil der Probenlagerung angesehen werden, diese wird in Abschnitt
5.1.1.4 diskutiert.

5.1.1.4 EINFLUSS DER LAGERUNG

Idealerweise werden alle Proben zum friihestmdglichen Zeitpunkt gemessen. Bei umfassenden
Probenahmekampagnen kann es abhéngig von den personellen oder geratetechnischen Kapazitaten des
Labors zu einer Verzdgerung der Analyse kommen. Nach (Kotzsch, Alisch, und Egli 2012) ist eine
Lagerung fiir bis zu 48 Stunden bei 4 bis 8 °C und bei Verwendung von gemuffelten Glasgebinden maglich,
ohne dass es dabei zu einer wesentlichen Anderung der TCC oder des HNA-Anteils kommt.

In Abschnitt 5.1.1.1 wurde bereits dargelegt, dass es im Fall der im vorliegenden Projekt verwendeten
Zentrifugenrdéhrchen im Zuge der Lagerung im Vergleich zu Glasgebinden zu zusatzlichen,
wachstumsfordernden Effekten kommen kann. Die wesentliche Frage ist jene nach dem Zeitpunkt, ab dem
mit einer wesentlichen Anderung der TCC und der Verteilung der Signalintensitéten (ausgedriickt etwa
durch den HNA-Anteil) bei einer Probenlagerung zu rechnen ist. Dieser Zeitpunkt entspricht damit der
maximal empfohlenen Lagerungsdauer.

In Abbildung 23 sind Ergebnisse eines Versuchs zur Lagerféhigkeit verschiedener Proben bei 4 °C in
Zentrifugenrohrchen dargestellt. Hierzu wurden jeweils mehrere Gebinde (je eines flir jeden Tag der
Lagerung) nacheinander an den jeweiligen Probenahmestellen abgefiillt. Firr die Anderung der TCC im Zuge
der Lagerung lasst sich kein besonders eindeutiger Befund erzielen, wie etwa an der relativen Anderung
bezogen auf den Tag der Probenahme zu sehen ist. Ein Teil der Unterschiede kdnnte dabei auch der
sequentiellen Probenahme geschuldet sein. In der Tendenz liegt aber eher eine Zunahme der Parameter TCC
und HNA-Anteil vor. Wenngleich also eine Messung unbestritten am besten direkt nach der Probenahme
erfolgt, so enthalten Messergebnisse von Proben, die aufgrund besonderer Umsténde erst nach Lagerung
gemessen werden kdnnen, durchaus interpretierbare Information. Letzteres ist gerade bei Wasserressourcen
der Fall, deren natiirliche Schwankung der besagten Parameter deutlich tber der zu erwartenden
Beeintrachtigung durch die Lagerung liegt. Im Zweifelsfall — gerade auch bei langerfristigen
Messprogrammen — kann die Lagerféhigkeit einer bestimmten Probe in einem Vorversuch getestet werden.
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Abbildung 23: Versuch zur Lagerféhigkeit verschiedener Proben in Zentrifugenréhrchen bei 4 °C. Die Serien
entsprechen verschiedenen Probennahmen im Zeitraum eines Monats (KQ = Karstquelle, UF =Uferfiltrat).

Im Zuge von Untersuchungen zur Biostabilitat (Wachstumspotential, siehe auch Abschnitt 5.3) wurden
Proben unterschiedlicher Herkunft in dicht verschlossenen, gemuffelten 100-ml-Glasgebinden bei 10 °C
mehrere Tage gelagert. In Abbildung 24 sind die Ergebnisse von zwei Messserien dargestellt, bei denen
DFZ-Messungen am Tag der Probenahme sowie drei bzw. sieben Tage nach Probenahme (je zwei Replikate)
gemessen wurden. Die Ergebnisse zeigen eine grof3e Stabilitat der Proben zumindest flir drei Lagerungstage.
Lediglich bei einer Probe aus der zweiten VVersuchsreihe ist eine nennenswerte Zunahme der TCC zu
beobachten. Der HNA-Anteil zeigt gleichfalls keine Zunahme am dritten Tag der Lagerung. Der fallweise
Ruckgang ist mit leichten Abweichungen im Messsetting erklarbar (Position auf der Mikrotiterplatte, siehe
auch Abschnitt 5.1.2.7.7). Trotz einer untypisch hohen Lagerungstemperatur von 10 °C ist also nach drei
Tagen noch keine eindeutige Veranderung der Proben zu erkennen. Manche der Proben weisen driiber
hinaus auch nach einer Woche noch keine Anderung der DFZ-MessgroRen auf,
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Abbildung 24: Veranderung der TCC und des HNA-Anteils verschiedener Rohwasser (Uferfiltrat) im Zuge einer
Lagerung in gemuffelten 100-ml-Glasgebinden bei 10 °C.

Die hier gemachten Ausflihrungen gelten lediglich fiir die Bestimmung der TCC und des HNA-Anteils (bzw.
weiterfuhrender Analysen) auf Basis der SG1-Férbung von nicht-behandelten Proben mit geringen Gehalten
an mikrobiell verwertbaren Substanzen. Gerade im Fall von Viabilitatsuntersuchungen (z.B. ICC) kann die
Lagerungsdauer einen entscheidenden Einfluss ausiiben (siehe auch Abschnitt 5.2.2), der im Einzelfall
bewertet muss.

5.1.2 PROBENVORBEREITUNG UND MESSEINSTELLUNGEN
5.12.1 DURCHMISCHUNG, FILTRATION UND VERDUNNUNG DER PROBEN

Die meisten Wasserproben, die im vorliegenden Projekt untersucht wurden, wiesen TCC-Werte auf, die ein
Verdiinnen der Proben nicht notwendig machen. Einzelne Proben hatten dagegen sogar eine eher zu geringe
TCC. Grundsatzlich sind im Hinblick auf eine Verdiinnung — die vor der Farbstoffzugabe erfolgen sollte
(Kdétzsch, Alisch, und Egli 2012) — wohl mehrere Punkte zu bedenken, die im Folgenden erldutert werden.

— Gerétespezifische Aspekte: Im Fall des Accuri® C6 etwa wird die maximale Detektionsrate vom
Hersteller mit 10 000 Detektionen pro Sekunde angegeben. Der ideale Messbereich entspricht
1 000 bis 5*10° Zellen pro Milliliter (BD Biosciences 2011). Das genannte Limit bzw. der
genannte Bereich wird durch die Proben der vorliegenden Untersuchung — mit Ausnahme einiger
Proben sehr geringer TCC — nicht erreicht. Durch die Anpassung der ,, Thresholds*, also dem
Grenzwert der Signalintensitat, ab der Signale aufgezeichnet werden, kann bei Proben mit grofiem
Signalhintergrund eine Reduktion der Anzahl an Detektionen erreicht werden.

— Féarbespezifische Aspekte: Die Bandbreite maglicher TCC ist betrachtlich und umfasst zumindest
zwei log-Stufen. Eine Anpassung der zugegebenen Farbstoffmenge ist dabei aber nicht
vorgesehen. Hier stellt sich die Frage, ob das Verhaltnis von Farbstoff zu Zellen einen Einfluss auf
das Messergebnis auslbt. Die grundlegende Eigenschaft von SG1 — und auch Pl —, die den Einsatz
als Farbstoff im Rahmen der DFZ ermdglicht, ist jene der starken Zunahme der Fluoreszenz des
Farbstoffs bei Bindung an Nukleinsduren. Wenn es dabei relativ zur Umgebung zu keiner
Konzentrationserhéhung des Farbstoffs an den Nukleinsduren kommt, sollte der Einfluss variabler
TCC gering sein (Shapiro 2003).
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— Bildung von Zellaggregaten: Abhéangig von der TCC kann es zu einer verstarkten Tendenz zur
Bildung von unerwiinschten Zellaggregaten kommen (BD Biosciences 2011).

Als Verdinnungsmedien kommen etwa steril-filtriertes (siehe dazu auch Abschnitt 5.1.2.1) Mineralwasser
oder Reinstwasser in Frage (Ko6tzsch, Alisch, und Egli 2012).

Proben wurden auch nur in jenen Féllen einer Filtration zur Verhinderung einer méglichen Verstopfung im
Gerat (0,03 mm Schdittfilter) unterworfen, in denen eine Triibe oder Verfarbung der Probe vorlag. Im Zuge
der DFZ-Messungen ist es auch nie zu einer Verstopfung des DFZ gekommen. Daher ist eine praventive
Filtration von offensichtlich unauffalligen Grundwasserproben nicht notwendig.

Es ist bekannt, dass u.A. der pH-Wert Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften vieler Farbstoffe ausubt.
Daneben sind wohl auch noch weitere Eigenschaften bzw. Inhaltsstoffe der Wassers vorstellbar, die mit der
Anfarbung interagieren. Im Rahmen der umfassenden Messkampagne dieser Untersuchung wurden
allerdings keine Proben angetroffen, die eine solcherart aufféllige Signalverteilung (etwa schwache
Fluoreszenzsignale) aufwiesen, dass keine typischen Zelldetektionen mehr erkennbar waren. Von einer
etwaigen Beeinflussung der SG1-Férbung durch den pH-Wert sind wohl lediglich Proben betroffen, die
einen fur Trinkwasserressourcen untypisch sauren pH-Wert aufweisen (Baldock u. a. 2013). Durch die
Zugabe von Puffer-Losungen kann der pH-Wert im Zweifelsfall eingestellt werden.

5.12.2 MESSGEBINDE

Zur Ermittlung des Einflusses des Messgebindes wurden drei Messserien durchgefiihrt, die Messungen mit
96er-Mikrotitterplatte mit Messungen unter Verwendung von 3-ml-Tubes (24er-Halterung) verglichen. Bei
jeder Serie wurden vier Proben je dreimal mit den jeweiligen Gebinden gemessen. Die Probenvorbereitung
wurde fur beide Varianten méglichst einheitlich durchgefiihrt. Fur drei der Proben (Uferfiltrate) zeigten sich
durchwegs leicht erhdhte Werte der TCC bei Messung im 24er-Format (Abweichung der TCC von knapp
10 % bezogen auf die Messungen im 96er-Format). Die vierte Probe (Karstquellwasser) zeigte dieses jedoch
Muster nicht. Es ist unklar, ob diese Ergebnisse durch einen systematischen Unterschied in der
Probenvorbereitung (thermisches Verhalten im Inkubator), einen Effekt bei der Messung selbst (etwas
unterschiedliche Fullstdnde bei beiden Varianten) oder Interaktionen zwischen Bakterien und der
Gebindeoberfldche (Anlagerung) hervorgerufen wurden. Jedenfalls wurde im vorliegenden Projekt darauf
geachtet, sofern als mdglich einheitliche Gebinde zu verwenden (Typ und Hersteller). Dieses VVorgehen
empfiehlt sich fir alle 1angerfristigen Messprogramme. Der Einfluss eines Wechsels des verwendeten
Gebindes (bzw. auch des Grades der Befiillung) sollte mittels Vergleichsuntersuchungen bestimmt werden.

5123 LICHTSCHUTZ

Zur Vermeidung etwaiger Risiken hinsichtlich einer Beeinflussung der Messergebnisse durch den Einfall
von Umgebungslicht — fluoreszierende Farbstoffe sind in dieser Hinsicht sensibel und kénnen ihre
Wirksamkeit verlieren —, wird gerade bei lang andauernden Messsequenzen praventiv eine Abschattung
empfohlen (Sam Van Nevel u. a. 2013). Auch abseits davon gilt es, den Lichteinfall so gering als méglich zu
halten — etwa bei der Inkubation der Proben oder der (Zwischen-) Lagerung des Farbstoffes. Zumindest im
Falle von SG1 hat sich erfahrungsgeméR keine besonders starke Anfélligkeit gegeniiber Lichtexposition
(Laborbeleuchtung, kinstliche Lichtquelle) im Zuge der Probenvorbereitung ergeben.

5.1.24 INKUBATION
Um eine vollstdndige und stabile Anfarbung der Zellen zu gewahrleisten, ist nach der Zugabe des Farbstoffs
zur Probe eine definierte Einwirkzeit bzw. Inkubation — 13 Minuten im Heizblock bei 37 °C (+/- 2 °C) - bis

zum Beginn der Messung vorgesehen (SLMB 2012). Nach letztgenannter Quelle beinhalten die 13 Minuten
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einen dreiminitigen Zuschlag fur die typische Dauer bis zur Erreichung der Zieltemperatur. Je nach Umgang
mit der Probe (Ausgangstemperatur), verwendetem Messgebinde und Heizblock kann diese Zeitspanne als
variabel vorausgesetzt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden im Regelfall Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die
Analyse von jenen Dreifachbestimmungen, die unmittelbar nach der Inkubation gemessen wurden (erste
Messpositionen der Mikrotiterplatte), kann einen Hinweis darauf geben, ob gerade hier noch mit gréReren
Verénderungen der Ergebnisse gerechnet werden muss.

Auf Grundlage eines Datensatzes von 41 Dreifachbestimmungen verschiedener Proben mit Farbung durch
SG1 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der ersten und der dritten Messung hinsichtlich Anzahl
der Zell-Detektionen und mittlerer Signalintensitét der Zellen gefunden werden (t-test des logarithmierten
Verhéltnisses). Demgegeniber konnte auf Basis von 40 Dreifachbestimmungen eine signifikante Zunahme
der mittleren Signalintensitét der Rot-Fluoreszenz bei Farbung mit der Kombination aus SG1 und PI
gefunden werden. Letzteres ist wohl mit einer langsameren Aufnahme von PI begriindet. Hierzu siehe auch
die Versuche zum Einfluss der Messdauer auf die Ergebnisse der SG1-Farbung (Abbildung 28) und die
Féarbung mit SG1 und PI (Abbildung 30).

5.1.25 EINFLUSS DES PH-WERTS DER PROBEN

Der pH-Wert einer Probe beeinflusst die Ergebnisse vieler Fluoreszenzfarbstoffe. Im Fall von SG1 liegt das
Optimum des pH bei 7,5 bis 8. Hier sollte die héchste Sensitivitat des Farbstoffes zu erwarten sein
(Molecular Probes 2006). Nichtsdestoweniger muss bedacht werden, dass lebendige Zellen ihren
intrazellularen pH-Wert regulieren und damit von jenem der Probe abweichen kdnnen (SG1 kann in lebende
Zellen eindringen). Die Beeinflussung der Fluoreszenzintensitat lebender Zellen durch niedrige pH-Werte
hat sich dementsprechend als gering herausgestellt (Baldock u. a. 2013). Interessanterweise fallt nach den
Ergebnissen der letztgenannten Arbeit die Fluoreszenzintensitét hitzebehandelter Zellen erst ab einem pH
geringer als 4 deutlich ab, so dass also weder fur lebende noch fiir tote Zellen eine stérker Beeinflussung bei
typischen pH-Werten von Wasserressourcen zu erwarten ist. Die Farbstoffkombination aus SYTO 9 — der in
der vorliegenden Arbeit durch SG1 ersetzt ist — und Pl wurde fiir eine weites Spektrum an pH-Werten als
einsetzbar befunden (Leuko u. a. 2004). Bei der Verwendung anderer Farbstoffe sollte aber genauestens
geprift werden, ob eine starke pH-Wert-Abhéangigkeit besteht. Liegt diese vor, kann zwar u.U. noch die
Anzahl an angeféarbten Zellen (in einem groRziigig gewéhlten Signalbereich) unbeeinflusst sein, die
Fluoreszenzintensitat I&sst sich jedoch kaum mehr zwischen Proben mit unterschiedlichem pH-Wert
vergleichen. Um dem entgegenzuwirken, kann der pH-Wert der Probe mittels Zugabe von steril-filtrierter
Pufferldsung eingestellt werden.

5126 FARBSTOFF

5.1.2.6.1 FARBSTOFFKONZENTRATION

51.26.1.1 SYBR® GREEN1
SG1 wird im Regelfall in einer Konzentration von einem Zehntausendstel der Ausgangskonzentration des
Farbstoffs (Herstellerangabe zur Konzentration: 10 000x) einer Probe beigegeben. Diese Konzentration wird
von einer mittlerweile sehr groRen Anzahl an einsehbaren Studien verwendet. Im Rahmen der vorliegenden

Untersuchung wurde ebenfalls diese Konzentration gewahlt, nicht zuletzt um eine gréRtmdgliche
Vergleichbarkeit zu gewdahrleisten.
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5.1.2.6.1.2 SYBR® GREEN 1 UND PROPIDIUMIODID

In Untersuchungen zur Detektionen von membrangeschadigten Zellen wird haufig die genannte
Kombination eingesetzt. Wahrend die Konzentration von SG1 auch hier meist jener entspricht, die bei einer
ausschliellichen SG1-Féarbung Verwendung findet, existieren grole Unterschiede hinsichtlich der
eingesetzten Pl-Konzentration in diversen Studien (Nescerecka, Hammes, und Juhna 2016). In der
vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss der PI-Konzentration auf das Ergebnis der ICC-Bestimmung
gemeinsam mit der Wahl des zugehérigen Farbstofflésungsmittels und dem Einfluss der Messdauer
untersucht. Die diesbezliglichen Ergebnisse werden in Abschnitt 5.1.2.7.7 diskutiert.

5.1.2.6.2 FARBSTOFFLOSUNGSMITTEL

Das Farbstofflosungsmittel muss geeignet sein den jeweiligen Farbstoff darin — auch (ber langere Zeit — zu
lagern, sowie den Farbstoff in Losung zu halten (keine Entmischung). Empfehlungen dazu sind bei
jeweiligen Farbstoffherstellern zu finden. Daneben hat sich allerdings auch gezeigt, dass das
Farbstofflésungsmittel Einfluss auf die DFZ-Resultate nehmen kann (Nescerecka, Hammes, und Juhna
2016). So kann Dimethylsulfoxid (DMSO), das normalerweise fiir die TCC-Bestimmung mittels SG1-
Féarbung Verwendung findet, einen erhdhten Anteil an membrangeschéadigten Zellen bei der
Féarbekombination SG1 und PI hervorrufen. Letztendlich werden durch die Zugabe der Arbeitslésung des
Farbstoffs im Verhéltnis 1:100 zur Probe die in der Probe befindlichen Zellen dem Lésungsmittel exponiert.
In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss des Lésungsmittels auf das Ergebnis der ICC-
Bestimmung gemeinsam mit der Wahl der PI-Konzentration und dem Einfluss der Messdauer untersucht.
Die diesbeziiglichen Ergebnisse werden in Abschnitt 5.1.2.7.7 diskutiert.

Daneben hat sich auch gezeigt, dass das Ausmal des Signalhintergrunds durch die Wahl des Lésungsmittels
beeinflusst werden kann. Die diesbezliglichen Ergebnisse werden in Abschnitt 5.1.3.5 dargestellt.

5.1.2.6.3 MESSUNG UNGEFARBTER PROBEN

Die Messung von ungeférbten Proben dient der Detektion von Partikeln mit Autofluoreszenz. Bakterielle
Autofluoreszenz muss etwa bei Messmethoden beachtet werden, die auf Basis sehr schwacher
Fluoreszenzsignale beruhen (Yang u. a. 2012). Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung und der
zugeordneten Messkampagne wurde eine Vielzahl an Proben unterschiedlicher Herkunft ohne -Zugabe von
Farbstoff mittels DFZ gemessen. Dabei wurden die Geréte-Einstellungen wie im Fall der TCC-Bestimmung
mittels SG1 gewahlt (Threshold auf FL1-H: 800). In Abbildung 23 ist eine Zusammenfassung dieser
Ergebnisse dargestellt. Im Bereich der Zell-Detektionen bei SG1-Farbung wurden mit Ausnahme einzelner
Messungen keine Detektionen erzielt. Die gesamten Detektionen entsprachen dabei im Median 20 Detektion
pro ml, was einer einzelnen Detektion pro Messvorgang entspricht. Die Autofluoreszenz der Bakterien in
den untersuchten Proben dirfte im Vergleich zur Intensitat der SG1-Fluoreszenz jedenfalls gering sein, auf
FL1-H ist sie jedenfalls kleiner als 800 (zum Vergleich, die Abtrennung der LNA-Zellen und HNA-Zellen
erfolgt bei ca. 10 000). Nichtsdestoweniger kdnnten Unterschiede in der Autofluoreszenz innerhalb der
bakteriellen Mischpopulation naturlicher Wasserproben zumindest einen Beitrag zur Streuung der
Signalintensitaten bei Farbung mit SG1 leisten. Daneben ware es prinzipiell moéglich, dass die Rot-
Fluoreszenz (FL3) deutlich groRer ist, aber durch die Threshold-Setzung auf Basis der Griin-Fluoreszenz
(FL1-H) unentdeckt bleibt. Dem ist entgegenzuhalten, dass jene chemischen Verbindungen, die fiir den
Grolteil der Autofluoreszenz in Bakterien verantwortlich sind (bestimmte Aminoséduren,
Nicotinamidadenindinukleotide und Flavine), ihre Emissionsmaxima nicht im Bereich der Rot-Fluoreszenz,
sondern im Bereich kirzerer Wellenlédngen haben (Hill, Mayo, und Chang 2009).
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Abbildung 25: Messung von ungefarbten Wasserproben verschiedenster Herkunft (Threshold auf FL1-H: 800,
gemessenes Volumen 50 ul).

Das Auftreten von Autofluoreszenz bei DFZ-Messungen ist vor allem bei Proben aus Oberflachengewdssern
zu beachten. Hier kbnnen z.B. heterotrophe von phototrophen Prokaryoten unterschieden werden, da letztere
Pigmente enthalten, die starke Fluoreszenz-Signale erzeugen kénnen. Ein Beispiel flr diese Beobachtung ist
in Abbildung 26 zu sehen, die Streudiagramme von DFZ-Messungen ohne Zugabe eines Farbstoffs zeigt.
Neben zwei Arten von Algen ist auch das Cyanobakterium Synechococcus nidulans dargestellt.

Chiorella vulgaris Peeudokirchneriella subcapitata Synechococcus nidulans

. < | 7 |

FL3A

Abbildung 26: Streudiagramme der Griin- und Rot-Fluoreszenz von Messungen verschiedener im Labor geziichteter
Organismen (Algen: links und mittig; Cyanobakterien: rechts) ohne Zugabe von Farbstoff. Die roten Linien
entsprechen einer Dichteschatzung, die blauen dem bekannten Zell-Gate (nur zur Orientierung dargestellt).

5.1.2.7 MESSEINSTELLUNGEN

5.1.2.71 GEMESSENES PROBENVOLUMEN

Am Accuri® C6 l&sst sich das gemessene Probenvolumen in einem weiten Bereich in Abhéngigkeit vom
Messgebinde anpassen (BD Biosciences 2011). In dieser Hinsicht durften Unterschiede zwischen
verschiedenen DFZ-Herstellern bzw. Geratemodellen bestehen. Die Erfassung eines grofieren gemessenen
Probenvolumens kann gerade im Fall von geringen TCC sinnvoll sein, nimmt aber entsprechend mehr Zeit
in Anspruch. In der vorliegenden Untersuchung wurden die Einstellungen in dieser Hinsicht im Regelfall
gleich belassen (50 ul).
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5.1.2.7.2 THRESHOLD-SETZUNG

Die Setzung eines sogenannten Thresholds, also eines Grenzwerts eines oder mehrerer DFZ-Parameter, ab
welchem Detektionen aufgezeichnet werden, dient der Reduktion von Signalhintergrund, also abiotischen
Partikeln, Farbstoffresten und sogenanntem Geréterauschen (Hammes und Egli 2010), und damit auch der
Sicherstellungen einer unter dem zuléssigen Wert liegenden Detektionsrate (im Fall des Accuri® C6 liegt
diese bei 10 000 Detektionen pro Sekunde). Gleichzeitig wird dadurch auch die Dateigréfe und die
anschliefende Rechenzeit bei der Datenverarbeitung beeinflusst (siehe auch Abbildung 51). Im vorliegenden
Projekt wurde der Threshold auf dem Parameter FL1-H (relative Signalstarke: 700 bzw. 800) gewahlt, da
hier das stérkste Signal (SG1-Farbung) mit der besten Unterscheidungsmoglichkeit zwischen
Signalhintergrund und Zellen zu erwarten ist. Bei Verwendung anderer Farbstoffe ist deren jeweiliges
Emissionsmaximum zu beriicksichtigen. Fur bestimmte Analysen (Laborversuche mit geziichteten Stdimmen
oder bei Verwendung anderer Farbstoffe) muss dies angepasst werden. Im Falle von Reinkulturen ist etwa
eine Threshold-Setzung mittels Streulichtkandlen moéglich und sinnvoll, da die Streulicht-Signale
unabhéngig von der Farbemethode relativ konstant bleiben. Eine nachtrégliche Entfernung bzw. Adaption
der Thresholds ist nur im Sinne einer Erhdhung mdglich. Eine ,,Abschneiden” von Zellsignalen durch eine
zu hohe Festlegung des Thresholds kann nicht mehr rlickgéngig gemacht werden.

Die genaue Grolie des Thresholds muss in einem Vorversuch (nattirliche Wasserproben) getestet werden.
Hierbei wird der Threshold-Wert ausgehend von sehr geringen Werten solange gesteigert, bis nur noch ein
kleiner Anteil jenes Bereichs mit extrem hoher Detektionsdichte erfasst wird, der im Bereich geringer
Fluoreszenzintensitat typischerweise zu sehen ist (Hintergrundrauschen). Die Zelldetektionen bei der SG1-
Farbung weisen davon typischerweise eine sichtbare Trennung durch erhdhte Fluoreszenzintensitaten auf.

Im Fall der Farbstoffkombination aus SG1 und PI kann der Threshold ebenfalls im Griin-Fluoreszenz-Kanal
definiert werden. Dabei ist allerdings damit zu rechnen, dass einige Detektionen membranpermeabilisierter
Zellen nicht mehr im Detektionsbereich liegen. Wenn es die jeweilige Gerate-Software erlaubt, mehrere
Thresholds im Sinne einer Beibehaltung von Signale groRRer als der erste Threshold oder (logisch) groRer als
der zweite Threshold zu definieren, kann diese Option flr die Griin- und Rot-Fluoreszenz gewahlt werden.
Damit konnen auch Detektionen geringer Griin-Fluoreszenz aber hinreichend starker Rot-Fluoreszenz
beibehalten werden.

5.1.2.7.3 FLUORESZENZ-KOMPENSATION

Bei der gleichzeitigen Anwendung mehrere Fluoreszenzfarbstoffe kann eine (u.U. gegenseitige)
Uberlagerung der jeweiligen Fluoreszenz-Emissionsspektren auftreten, d.h., dass die Emission eines
Farbstoffs (unerwiinschterweise) auch in jenem Detektionsbereich erfasst wird, der eigentlich fiir die
Erfassung der Emission eines anderen Farbstoffes vorgesehen ist (Shapiro 2003) (Roederer 2001). Wie in
Abbildung 3 zu sehen ist das Emissionsmaximum von SG1 bei 520 nm (und hier erfolgt idealerweise die
Detektion), allerdings ist die Emission nicht auf einen engen Bereich um das Emissionsmaximum beschrankt
(fluorescence spillover”). Die Fluoreszenz-Kompensation bezeichnet ein VVorgehen zur Beseitigung der
Signaltberlagerung mehrerer Farbstoffe auf Basis von separaten Messungen mit den einzelnen Farbstoffen,
der darauf basierenden Definition von Kompensationswerten und der Anwendung linearer
Gleichungssysteme. Idealerweise weist ein bestimmter Messkanal nach erfolgter Kompensation eine
Signalintensitat auf, die jener der separaten Messung mit dem betreffenden Farbstoff entspricht. Die
genannte Kompensation erfolgt dabei nach einer Messung (und die Méglichkeit dazu ist in der Geréte-
Software meist implementiert), d.h. der Messvorgang selbst bleibt davon unbeeinflusst.

Bei der Verwendung eines einzelnen Farbstoffes — etwa SG1 — ist dieses VVorgehen nicht notwendig und in
der Literatur nicht beschrieben. Denkbar wére die Kompensation der Autofluoreszenz, sollte diese in
nennenswertem Ausmaf vorliegen. Bei der Verwendung der Farbstoffkombination aus SG1 und Pl ist
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zumindest in manchen Studien eine Kompensation angewandt worden (Grégori u. a. 2001) (Riger u. a.
2012), bei anderen jedoch nicht (Falcioni, Papa, und Gasol 2008) (Nescerecka, Hammes, und Juhna 2016).
Hier stellt sich insbesondere die Frage, inwiefern die Wechselwirkung der genannten Farbstoffe durch das
beschriebene VVorgehen der Kompensation beriicksichtigt werden kann (Stocks 2004). In der vorliegenden
Arbeit wurde daher von einer Kompensation abgesehen.

51274 FLOW-RATE

Die sogenannte Flow-Rate bezeichnet das durch den DFZ gemessene Probenvolumen pro Zeiteinheit. Im
Fall des Accuri® C6 im automatischen Messmodus wird dies durch eine Verénderung des Querschnitts der
Kernstrdmung (die Probe) in der Durchflusszelle unter Beibehaltung der FlieRgeschwindigkeit erreicht. Eine
Erhéhung der Flow-Rate erhéht die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei oder mehrere Zellen gleichzeitig im
Abtastbereich des Lasers befinden (Watson 1991). Daneben kann auch eine etwas héhere Streuung der
Ergebnisse die Folge sein, da sich ein Partikel auch in weiter vom Zentrum der Durchflusszelle (maximale
Bestrahlung durch den Laser) entfernt befindlichen Punkten befinden kann (Zucker 2008). Demgegeniiber
besteht eine mitunter erheblich verkiirzte Messdauer.

In Abbildung 27 ist ein Vergleich verschiedener Flow-Rates (Accuri® C6, automatischer Messmodus)
dargestellt. Es zeigt sich ein deutlicher Riickgang der TCC bei zunehmender Flow-Rate, bei anndhernd
konstanten mittleren Signalintensitaten der Griin-Fluoreszenz der Zell-Detektionen. Da keine
Verschlechterung der Ergebnisse (etwa schwéchere Signale oder groRere Streuung) mit zunehmender Flow-
Rate zu erkennen ist, Uberwiegt der Vorteil der verkiirzten Messdauer. Die erheblichen Unterschiede in der
TCC dirften mit der Bestimmung des gemessen Volumens verbunden sein und sind daher wohl
geratespezifisch. Der Hersteller des Accuri® C6 empfiehlt von der Verwendung der Flow-Rate

»Slow* (14 pl pro Minute) dann abzusehen, wenn eine genaue Bestimmung der Partikelkonzentration
erwiinscht ist (BD Biosciences 2011). Nichtsdestoweniger ist der Unterschied zwischen den verbleibenden
Flow-Rates (35 bzw. 66 pl pro Minute) aber ebenso betrachtlich. Es ist daher zu empfehlen, die
Messeinstellungen stets beizubehalten bzw. die Abhédngigkeit der Ergebnisse von der Flow-Rate vorab genau
zu bestimmen.
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Abbildung 27: Vergleich von verschiedenen Flow-Rates (Accuri® C6, automatischer Messmodus) in drei
Versuchsreihen mit zwei verschiedenen Proben (Mineralwasser). Jede Box fasst zwolf Einzelmessungen zusammen.

5.1.275 WASCHSCHRITTE

Neben der routineméaRig zu erfolgenden Dekontamination und intensiven Reinigung etwa nach Beendigung
einer Messreihe, miissen u.U. auch MaBnahmen gesetzt werden, die einen moglichen Ubertrag von Partikeln
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(Carry-Over) von einer Messung auf die nachfolgende verringern. Im automatischen Messmodus des
Accuri® C6 bestehen hierzu im Wesentlichen zwei Mdoglichkeiten. Einerseits durch eine ,,Messung* von
Reinstwasser (ev. mit angepassten Messeinstellungen), andererseits durch die Aktivierung von
automatischen Waschzyklen (bis zu drei pro Messung mdglich). Fir die Durchfiihrung von letzteren wird
vom Accuri® C6 eine ,,Ruheposition* angesteuert und durch mehrmaliges Auspressen bzw. Einsaugen von
Reinstwasser (Hullstromflissigkeit) der Bereich der Probeaufnahme und die internen Schlduche gereinigt
(Dauer ca. 20 Sekunden). Die Effektivitat dieser MaBnahmen zur Verringerung von Carry-Over wird in
Abschnitt 5.1.3.4.1 diskutiert.

5.1.2.7.6 AGITATION CYCLES

Fir Messungen im automatischen Messmodus des Accuri® C6 ist besteht die Moglichkeit zur Aktivierung
von ,,Agitation Cycles* (Schiitteln bzw. Schwenken der Messgebinde) zwischen den jeweiligen
Einzelmessung zur Beibehaltung einer homogenen Probendurchmischung. Einerseits erfordert dies
zusétzlich Zeit (etwa 15 Sekunden) und verlangert somit die Gesamtmessdauer, andererseits missen
bestimmte Typen von Mikrotiterplatten in Verbindung mit einer eingeschrankten Fullmenge verwendet
werden. Versuche einer anderen Arbeitsgruppe haben zudem gezeigt, dass bei der Verwendung der
beschriebenen Probenschwenkung eine starke Abnahme der TCC mit der Messdauer zu Tage getreten ist —
ein Verhalten, dass mit verstarkter Anlagerung von Mikroorganismen an die Gebindewand erklart wird (Sam
Van Nevel u. a. 2013). Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde daher von dieser Moglichkeit kein
Gebrauch gemacht.

5.1.2.7.7 MESSDAUER

Fur den Vergleich von DFZ-Ergebnissen ist es wiinschenswert, dass diese mit einem einheitlichen
Messprotokoll erzielt werden, in dem Unterschiede in der Probenvorbereitung, den Geréteeinstellungen und
sonstigen Umgebungsbedingugen méglichst klein gehalten werden. Die Verwendung des automatischen
Messmodus (Auto-Loader) bei einer Messung mit dem Accuri® C6 ermdglicht die relativ einfache
Abarbeitung einer groBen Anzahl an Proben. Als wesentliche Abweichung zu der eingangs erwahnten
Forderung ist hier die relativ lange Dauer der Messsequenz zu sehen, wobei die Probenvorbereitung
(Anfarbung und Inkubation) zu ann&hernd dem gleichen Zeitpunkt fir alle Proben der Sequenz erfolgt.
Damit einher geht eine verlangerte Farbstoff-Exposition der Zellen jener Proben, die zu spéteren
Zeitpunkten der Messsequenz gemessen werden. Dies ist mit moglichen Anderungen der Anfirbung der
Zelle und deren Signalintensitat verbunden (Sam Van Nevel u. a. 2013). Im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung wurden mehrere Versuchsreihen durchgefiihrt, um den Einfluss der besagten Messdauer auf
die DFZ-Ergebnisse — insbesondere TCC und HNA-Anteil (SG1-Féarbung) sowie ICC (Férbung mit SG1 und
PI) — zu ermitteln.

5.1.2.7.7.1 FARBUNG MIT SYBR® GREEN 1

In Abbildung 28 sind Ergebnisse von vier Versuchsreihen (mit je vier Wasserproben) zur Abhangigkeit der
TCC und des HNA-Anteils bei Farbung mit SG1 von der Messdauer dargestellt. Der Startpunkt entspricht
dabei dem Start der Messsequenz nach Farbung und Inkubation. Die Ergebnisse zeigen fiir alle Probe eine
leicht zunehmende Tendenz fir die TCC. Im Fall jener Probe, die als erste in der Messsequenz gemessen
wurde (UF-Probe 1), ist gerade am Anfang eine starke Zunahme zu verzeichnen. Die Ursache durfte hier in
einer noch nicht vollstandigen Anfarbung der Probe liegen, die im Bereich schwacher Signalintensitaten
dazu flhrt, dass das verwendete Gate nicht alle LNA-Zellen umfasst (Abbildung 29). Im Gegensatz zu
diesem Befund hat die Analyse von verschiedenen Dreifachbestimmungen, die am Beginn einer
Messsequenz gemessen wurden, keinen signifikanten Unterschied zwischen der ersten und dritten Messung
ergeben (siehe Abschnitt 5.1.2.4). In der schon erwéhnten Studie unter Verwendung des gleichen
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Geratemodells (Accuri® C6) mit Auto-Loader wird eine Messdauer von bis zu 80 Minuten flir die
Bestimmung der TCC als unproblematisch erachtet (Sam Van Nevel u. a. 2013).

Serie 1 2+ 3 4

UF-Probe 1 UF-Probe 2 KQ-Proba UF-Probe 3
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Abbildung 28: Versuchsreihen (vier Wiederholungen) zur Ermittlung des zeitlichen Verlaufs der Parameter TCC und
HNA-Anteil bei Messung mit einer 96er-Mikrotiterplatte anhand von vier Wasserproben. Jeder Punkt entspricht
einer Dreifachbestimmung.
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Abbildung 29: Vergleich von Streudiagrammen der Griin- und Rot-Fluoreszenz von zu unterschiedlichen Zeiten in
der automatischen Messsequenz gemessenen Proben gleicher Herkunft.

5.1.2.7.7.2 FARBUNG MIT SYBR® GREEN 1 UND PROPIDIUMIODID

Neben dem Einfluss der Messdauer auf das Ergebnis einer Anfarbung mit SG1 und PI, wurden in mehreren
Versuchsreihen gleichzeitig auch der Einfluss des Farbstofflésungsmittels und der PI-Konzentration
untersucht (Abbildung 30). Diese Untersuchung hat dabei in erster Linie die Anwendung des automatischen
Messmodus des Accuri® C6 (96er-Mikrotiterplatte) im Blick. Hinsichtlich des kurzfristigen Verhaltens des
Farbstoffs unmittelbar nach Farbstoffzugabe sei auf die entsprechende Literatur verwiesen (Nescerecka,
Hammes, und Juhna 2016). Es zeigt sich nun jedenfalls eine deutliche zeitliche Abhangigkeit der ICC und
fallweise des HNA-Anteils von der Dauer der Messung. Die ICC-Werte fallen fiir alle Konzentrationsstufen
von Pl deutlich ab, lediglich bei Verwendung von DMSO als Lésungsmittel ist dieser Effekt weniger Klar.
Im Fall von letzterem sind die ICC-Werte von Beginn an deutlich niedriger. Eine weitere interessante
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Beobachtung betrifft das VVerhalten des HNA-Anteils der intakten Zellen. Dieser bleibt fiir die meisten
Varianten annahernd konstant auf recht hohem Niveau. Nur im Fall der Zugabe von Chlordioxid zur Probe
kommt es zu einem dramatischen Riickgang des HNA-Anteils. Letzteres deutet auf eine erhdhte Anfalligkeit
der HNA-Zellen gegentiber einer Chlordioxid-Behandlung hin (Ramseier u. a. 2011).

Behandlung clo2 0,1 mgl = heat60°CSmin » keine  Serie = 1 4 2

2 uM PI TRIS 4 uM PITRIS 6 uM PI TRIS 8 uM PITRIS 12 uM PI TRIS 4 uM Pl DMSO

40000 -
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Zeit ab Messbeginn [min]

Abbildung 30: Versuchsreihen (zwei Wiederholungen) zur Ermittlung des zeitlichen Verlaufs des Parameters ICC
und des HNA-Anteil bei Farbung mit SG1 und PI (Messung mit einer 96er-Mikrotiterplatte) anhand einer
verschieden behandelten natiirlichen Wasserprobe (keine Behandlung, Chlordioxid-Zugabe und Hitze-Behandlung).
Zusatzlich erfolgte eine Variation der PI-Konzentration und des Lsungsmittels. Jeder Punkt entspricht einer
Doppelbestimmung.

Aufgrund der gemachten Erfahrungen ist offensichtlich, dass das Ergebnis einer Farbung mit SG1 und Pl
von einer Vielzahl von Faktoren abhéngig ist. Die Farbung verlauft wesentlich dynamischer als im Fall von
SG1 (vergleiche Abschnitt 5.1.2.7.7.1). Vor einem Einsatz der Methode sollte man jedenfalls genau prifen,
wie sehr die Ergebnis-Interpretation von der genauen quantitativen Grol3e — etwa des ICC-Werts — abhéngt.
Im Fall einer erwartbar starken Zell-Schadigung kann es mitunter ausreichend zu zeigen, dass im normalen
Detektionsbereich der Zellen keine Detektionen auftreten.

5.1.3 UBERPRUFUNG DES GERATS UND DER MESSUNG

5.1.3.1 UBERPRUFUNG DER STABILITAT DER SIGNALINTENSITATEN

Eine stabile Messung hinsichtlich der Fluoreszenz- bzw. Streulichtintensitaten wiirde fir gleichartige
Partikel stets gleiche Werte erzielen. Allerdings bedingt die Komplexitat der Messtechnik, dass selbst
gleichartige Geratemodelle leicht unterschiedliche Messergebnisse liefern (Mittag & Tarnok, 2009). Dar(iber
hinaus ist bei langfristigen Messprogrammen mit Einfllissen der Gerétealterung zu rechnen. Um diesen
Effekten entgegenwirken zu kdnnen, werden vielfaltige sogenannte Beads eingesetzt — kiinstlich hergestellte,
meist fluoreszierende Partikel mit méglichst dauerhaft gleichbleibenden Eigenschaften. Im vorliegenden
Projekt wurde ein vom Gerétehersteller empfohlener Typ von Beads verwendet, ndmlich ,,Rainbow
Calibration Particles” (bzw. “6 or 8-Peak Validation Beads”) der Firma Spherotech. Diese stellen eine
Mischung verschiedener Beads dar, die sich in der Fluoreszenz-Intensitdt deutlich unterscheiden und dabei
bis zu acht leicht erkennbare Signalpeaks erkennen lassen (Abbildung 31). Durch die regelméaRige Messung
dieser Beads konnen technische Probleme am Gerat zuverlassig aufgedeckt werden. Im Fall des Accuri® C6
sind die Vorgaben zur Messung und Auswertung im Geratehandbuch verzeichnet.
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Abbildung 31: Dichteverteilung des FL1-H-Signals der Messung von 8-Peak Validation Beads.

Die Eigenschaft der guten Trennbarkeit der einzelnen Signalpeaks kann genutzt werden, um sie in einer
erweiterten Datenauswertung zu isolieren und mit allen anderen Beads-Messungen zu vergleichen. So lassen
sich nun etwa langfristige Ganglinien erstellen, wie in Abbildung 32 fiir FL1 und FL3 (jeweils H und A)

dargestellt.
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Abbildung 32: Zeitlicher Verlauf des auf den Ausgangspunkt der Zeitreihe bezogenen Medians der Signalintensitat
von FL1 und FL3 der isolierten Peaks (8-Peak Validation Beads).

Die blauen Punkte in der Abbildung entsprechen der zwischenzeitlichen Verwendung eines Leihgeréats
(ebenfalls ein Accuri® C6) aufgrund eines Defekts am eigenen Gerét. Es ist klar ersichtlich, dass vor dem
besagten Defekt sehr stabile Beads-Messungen vorliegen. Das Leihgerat wiederum scheint einen deutlichen
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Versatz aufzuweisen — wohl aufgrund einer nicht vollig Ubereinstimmenden Geratekalibration. Nach der
Reparatur des Defektes wiederum ist besonders im Fall der schwéchsten beiden Peaks ein problematischer
Signalverlauf zu erkennen — insbesondere bei FL1-H —, der aber interessanterweise bei FL1-A (dem Area-
Signalparameter) kaum in gleichem Ausmal} auftritt. Die Ursache fir letzteres kann nicht im Detail
nachvollzogen werden, da die Berechnungsgleichung fiir den Area-Parameter vom Hersteller nicht bekannt
gegeben wird.

Die durch die Beads aufgezeigten Abweichungen kénnen anhand von gleichbleibenden Wassermatrices
Uberpriift werden. In Abbildung 33 ist ein solcher Vergleich dargestellt. Die Messungen der Beads legen fir
den betrachteten Zeitraum einen deutlichen, wenngleich temporéren Signalabfall nahe.
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Abbildung 33: Vergleich des Verlaufs der Median-Signalintensitét der LNA- und HNA-Zellen einer taglich
beprobten Wasserressource mit jenem der isolierten Beads-Peaks im gleichen Intensitatsbereich.

Die Position der beiden schwéachsten Beads-Peaks von FL3-H stimmt mit einem Signalabfall des LNA-
Clusters der im Untersuchungszeitraum taglich gemessenen Probe liberein. Auch hier ist die Ursache
unbekannt. Wesentlich ist aber, dass es sich nicht um eine mikrobiologische Anderung in der untersuchten
Ressource, sondern um einen geratetechnischen Effekt handelt.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen erscheint es durchaus als angebracht diese Signalverschiebungen in
einem weiteren Bearbeitungsschritt zu korrigieren. Der Nutzen einer solchen Korrektur beinhaltet neben
einer besseren Vergleichbarkeit der TCC-Ergebnisse auch stabilere LNA- bzw. HNA-Anteile. Auch fir
weitergehende Analysen — wie etwa das Cytometric Fingerprinting —, sind stabile Messsignale
unumganglich. Fir die Vereinheitlichung der TCC-Ergebnisse bzw. der HNA-Abtrennung wirde eine
Anpassung der Gates genuigen. Eine Korrektur der Detektionen hat demgegeniiber den Vorteil, dass auch fir
alle weitergehenden Auswertungen ein Ausgleich der Signalschwankungen bzw. -trends erfolgt. Im
vorliegenden Projekt wurde dazu ein Ansatz verfolgt, der folgende Schritte umfasst:

— Anpassung einer Glattungsfunktion an die Zeitreihe der isolierten Peaks

— Ableitungen einer gemittelten Position der Peaks fiir alle Messtage
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— Vergleich der Position der Peaks jedes Messtages mit einem Referenzwert (Ausgang der Zeitreihe,
Auslieferungszustand) und Ableitung einer Korrekturbeziehung

— Anwendung dieser Korrekturbeziehung fir jeden Datensatz des betreffenden Tages

Die bereits beschriebenen 8-Peaks sind fiir die Korrektur auch deshalb besonders gut geeignet, da ihre
Signalpeaks einen weiten Bereich an Signalintensitaten abdecken. Insbesondere dirfte gerade auch der
Bereich sehr schwacher Signale, der bei der Abtrennung von Zellsignalen vom Signalhintergrund eine groRe
Rolle spielt, zuverlassig korrigierbar sein.

5.1.3.2 UBERPRUFUNG DER BESTIMMUNG DES PROBENVOLUMENS

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung hat sich gezeigt, dass Messungen mit verschiedenen DFZ-
Modellen, aber gerade auch mit verschiedenen Geréten der gleichen Modellreihe, merklich unterschiedliche
TCC-Werte ergeben kénnen. Die wahrscheinlichste Ursache — bei sonst unauffalligen Signalverteilungen —
ist eine Abweichung bei der Bestimmung des gemessenen Probenvolumens. Beim Wechsel von Geraten
sollten daher — wenn méglich — Vergleichsmessungen durchgefiihrt werden, bei denen eine gleiche
Probenvorbereitung gewéhrleistet sein muss (z.B. Messgebinde). Neben normalen Wasserproben kann zu
diesem Zweck auch eine Messung von sogenannten Beads — kiinstliche, meist fluoreszierende Partikel zur
Geratekontrolle (siehe Abschnitt 5.1.3.1) — dienen, die keine besondere Messvorbereitung erfordern und
keinen biologischen Veranderung unterliegen. Falls mehrere DFZ zur Verfugung stehen, kénnen
regelmélige Vergleichsmessungen zwischen beiden Gerdten Hinweise auf langerfristige zeitliche
Veranderungen geben. Eine weitere Mdglichkeit zur l&ngerfristigen Absicherung besteht in der Verwendung
von sogenannten Counting-Beads, die dauerhaft (lagerfahig) sind und deren genaue Konzentration vom
Hersteller gewéhrleistet ist.

5.1.3.3 UBERPRUFUNG DES MESSVORGANGS

Das Ergebnis einer durchflusszytometrischen Messung besteht in erster Linie aus einer Datenmatrix, in der
die Detektionen den Zeilen und die verschiedenen Messparameter (Fluoreszenz- und Streulichtsignal) den
Spalten entsprechen. Die Reihenfolge der Zeilen entspricht dabei der zeitlichen Reihenfolge der Detektionen
im Messverlauf. Meist wird zusatzlich auch ein Zeitstempel fiir jede Detektionen als eigene Spalte angelegt
(ab fcs-Version 3.0 jedenfalls vorgesehen). Aus diesen Informationen kann jede einzelne Messung in ihrem
zeitlichen Verlauf analysiert werden (je nach Einstellung dauert dieser unterschiedlich lang, in der
vorliegenden Untersuchung jedoch meist gut 80 Sekunden). So kann nun etwa nachvollzogen werden, ob die
Anzahl der detektierten Partikel oder deren mittlere Signalintensitat pro Zeitabschnitt (Unterteilung des
Messvorgangs in kurze Abschnitte) konstant bleibt. Dies ist in Abbildung 34 anhand von 1 000 zuféllig
ausgewahlten Messungen dargestellt (Zeitabschnitte von einer Sekunde). Dabei wurden die jeweiligen
Messungen bzw. die Zeitreihen zur Vergleichbarkeit mit ihrem Mittelwert normalisiert. Im Fall der Anzahl
an Detektionen zeigt sich fiir die Zusammenfassung aller Messungen (rote durchgezogene Linie, Median fiir
den jeweiligen Zeitabschnitt) eine leichte Bogenform mit einem Maximum nach etwa 20 Sekunden
Messdauer und zumindest am Ende der Messung ein geringfligig abfallender Trend. Im Fall des Verlaufs des
Median von FL1-A (Griin-Fluoreszenz) ist eine solche generelle Abweichung nicht bzw. kaum
auszumachen. Einzelne Messungen weisen in beiden Féllen — zumindest zeitweise — deutlich stérkere
Abweichungen auf. In beiden Fallen ist die Streuung der Werte am Beginn der Messung erhéht (gestrichelte
rote Linien entsprechen dem 5 bzw. 95 % Quantil). Fir die Analyse dieser Zeitverlaufe ist die Festlegung
einer geeigneten GroRe der Zeitabschnitte notwendig, um einerseits Messungen mit einer geringen Anzahl
an Detektionen erfassen zu kénnen, andererseits eine hohe Auflésung beizubehalten. Fallen etwa zu wenige
Detektionen in einen bestimmten Zeitabschnitt, dirften AusreiRer wesentlich haufiger vorkommen.
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Neben den genannten ist auch die Betrachtung von extremen — gering wie stark — Signalintensitaten
aufschlussreich. Beispielsweise erreichen einzelne Detektionen die maximal auflosbare Signalintensitat, d.h.,
dass hier lediglich die Aussage getroffen werden kann, dass die Signalintensitat zumindest so stark oder
eben starker ist. Im Zuge der Untersuchungen wurde festgestellt, dass Luftblasen ein solch starkes Signal auf
den Streulichtkanélen erzeugen kann.

-

Norm. Anzahl Detektionen pro Sek.

0 25 50 75
Zeit ab Messbeginn [s]

Norm. Median FL1-A pro Sek.

0 25 50 75
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Abbildung 34: Darstellung des zeitlichen Messverlaufs fur 1 000 zuféllig ausgewé&hlte Messungen der
durchgefiihrten Messkampagne. Sowohl die Anzahl der Detektionen als auch der Median von FL1-A (Zeitabschnitte
von einer Sekunde) wurden mit dem Mittelwert der jeweiligen Messung normalisiert. Die rote Linie (durchgezogen)
entspricht dem Median der sekiindlichen Zeitabschnitte, die rot gestrichelten Linien dem 5 bzw. 95 % Quantil

Der mogliche Einfluss der eingestellten Durchflussrate (,,flow rate*) auf das Messergebnis und den
Messverlauf wurde anhand von mehreren Versuchsreihen getestet (siehe auch Abschnitt 5.1.2.7.4). In
Abbildung 35 sind die Ergebnisse von drei Versuchsreihen zu sehen. Dabei wurden je 50 ul Probe gemessen,
entsprechend der unterschiedlichen Durchflussrate dauerte eine Messung zwischen 45 und 225 Sekunden.
Durch die einheitliche Einteilung in Zeitabschnitte von je einer Sekunde ist die Anzahl der Detektionen bei
hoherer Durchflussrate erhéht (nicht normalisiert). Fir die erste Serie zeigt sich eine Stérung des Verlaufs
nach etwa 40 Sekunden (die sich auch im hier nicht dargestellten Verlauf des Median von FL1-A zeigt),
dessen Ursache nicht bekannt ist. Davon abgesehen sind die Verlaufe sehr einheitlich und weisen eine
geringfigig abfallende zeitliche Tendenz auf. Insbesondere kann nicht von einem unsteteren Verlauf bei
hoéherem Probendurchsatz ausgegangen werden (der Variationskoeffizient ist sogar etwas geringer), womit
einer Verwendung auch in dieser Hinsicht nichts entgegenzuhalten ist (vergleiche Abschnitt 5.1.2.7.4).
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Abbildung 35: Darstellung des zeitlichen Messverlaufs der Anzahl der Detektionen (Zeitabschnitte von einer
Sekunde) fir Messungen mit unterschiedlicher Durchflussrate. Insgesamt erfolgten drei unabhéngige
Wiederholungen des Experiments auf je einer 96er-Mikrotiterplatte (in Summe je 72 Messungen) mit zwei
unterschiedlichen Proben. Die stérkere farbige Linie entspricht dem Median der sekiindlichen Zeitabschnitte, die
gestrichelte Linie einer (robusten) linearen Regression.

Die nun folgenden Darstellungen basieren auf der Anwendung des R-Pakets ,,flowAl* (Monaco u. a. 2016)
zur Ermittlung bzw. Entfernung auffalliger Detektionen bzw. Abschnitte im Messverlauf. Dabei erfolgt die
Berlicksichtigung der oben schon angesprochenen Charakteristika einer Messung anhand der Kriterien:
Anderung in der Anzahl der detektierten Partikel (,,flow rate®), Instabilitaten im Signalverlauf (,,signal
acquisition*) und extreme Detektionen (,,dynamic range*). Erstgenanntes kann auf Schwankungen des
Durchflusses durch die Messzelle zuriickgefiihrt werden. Im Fall des instabilen Signalverlaufs (aller oder
einer Auswahl an Parametern) gelten Schwankungen des Durchflusses ebenfalls als hdufige Ursache,
daneben werden Schwankungen der Laserleistung genannt. Fiir beides ware als Ursache aber wohl ebenso
eine inhomogene (schlecht durchmischte) Probe zuséatzlich vorstellbar. Idealerweise sollte fir alle
Charakteristika ein stabiler, trendfreier Verlauf vorliegen. Das Paket ermdglicht neben einer visuellen
Analyse einzelner Messungen auch die automatische Analyse (Ausreiller-Detektionsmethoden). Fiir die
Auswertungen (automatische Detektion) wurden die Default-Einstellungen beibehalten (u.a. Zeitabschnitte
von einer Zehntelsekunde).

In Abbildung 36 sind die Ergebnisse der automatischen Analyse von 4 720 Messungen der durchgefiihrten
Messkampagne zu sehen. Die meisten auffalligen Detektionen werden nach dem Kriterium ,,flow

rate* ermittelt, die wenigsten nach dem Kriterium ,,dynamic range“. Am Ende des Untersuchungszeitraums
besteht eine aufféallige Haufung von Messungen mit einer hohen Anzahl an auffélligen Detektionen. Dies
kann u.U. mit einem sich anbahnenden Defekt des verwendeten Gerats erklart werden (Reparatur aufgrund
von Flissigkeitsaustritt im Messsystem).
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Analyse des Messvorgangs mit flowAl

08-
06-

0.4-

211 MO|4

»

02- . B --‘-"i"- :v'. :

:L":d:ilc e ;1“ ,:
VABi &40 dldga nlih bl oubhii: 5y

PR
f

0.0- ..5.:::-:{ llil
08-

06-
& 2der
* 96er

0.4-

uopisinboe [eubig

0.2-

0.0- . e e e e BN i e e B e o 0 A LB

Anteil auffélliger Detektionen

0.8-

0.6~

0.4-

abuel ojweuig

0.2-

dememnutdadlashdsismms dedane e e s dadlibon ke

0.0_ - am asem s sn emes e - @ -
Jan 2016 Apr 2016 Jul 2016 Okt 2016

Abbildung 36: Zeitlicher Verlauf des Anteils auffalliger Detektionen unterteilt nach drei Kriterien fir 4 720 DFZ-
Messungen (Farbstoff SG1, Zeitabschnitte von einer Zehntelsekunde) unterschiedlicher Proben im Rahmen der
durchgefiihrten Messkampagne

In der Gegenlberstellung der Gesamtanzahl an Detektionen und des Anteils auffalliger Detektionen
(Abbildung 37) erscheinen im Fall des Kriteriums ,,signal acquisition* jene Messungen mit hoher Anzahl an
Gesamtdetektionen auffallig, wobei anzumerken ist, dass die Detektionsrate fir diese Messungen noch unter
der vom Hersteller genannten maximalen Rate liegt. Zur gut erkennbaren Gruppenbildung im Fall der ,,flow
rate* besteht derzeit noch keine Hypothese, es ist aber nicht auszuschlieRen, dass hier Spezifika der
Detektionsalgorithmen bzw. die GroRe der gewahlten Zeitabschnitte verantwortlich sind.

Analyse des Messvorgangs mit flowAl
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Abbildung 37: Gegeniiberstellung der Gesamtanzahl an Detektionen und des Anteils auffalliger Detektionen
unterteilt nach drei Kriterien (4 720 DFZ-Messungen, Farbstoff SG1, Zeitabschnitte von einer Zehntelsekunde). Die
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gestrichelte rote Linie entspricht der vom Hersteller angegebenen maximalen Detektionsrate bei einer
durchschnittlichen Messdauer von 87 Sekunden

Abbildung 38 stellt den zeitlichen Messverlauf jener Messung mit dem hdchsten ausgewiesenen Anteil an
aufféalligen Detektionen nach dem Kriterium ,,flow rate” dar. Die Anzahl der Detektionen (Unterteilung der
Gesamtmessdauer in Zehntelsekunden-Abschnitte) weist einen Verlauf auf, der zwischen zwei Niveaus
pendelt. Im Fall dieser Messung wurde die vom Hersteller empfohlen maximale Detektionsrate
Uberschritten, d.h. die Abstande zwischen einzelnen Detektion sind zu gering. Die Zuschreibung einer
Auffalligkeit (,,schlecht®) ist hier als wenig aussagekraftig zu bezeichnen, nichtsdestoweniger weist das
Ergebnis der automatischen Analyse auf eine auffallige Messung hin. Interessant ist hier zudem, dass der
Verlauf des Median der Signalintensitét von FL1-A keine vergleichbare Auffalligkeit zeigt.
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Abbildung 38: Darstellung des zeitlichen Messverlaufs (Anzahl der Detektionen und Median von FL1-A fir
Zeitabschnitte von einer Zehntelsekunde) jener Messung mit dem hdchsten ausgewiesenen Anteil an auffalligen
Detektionen nach dem Kriterium ,,flow rate*“. Die gestrichelte Linie im oberen Teil der Abbildung stellt die vom
Hersteller angegebene maximale Detektionsrate dar

Abbildung 39 stellt den zeitlichen Messverlauf jener Messung mit dem hdchsten ausgewiesenen Anteil an
auffélligen Detektionen nach dem Kriterium ,,signal acquisition* dar. Die Ursache ist anhand des Median der
Signalintensitat von FL1-A zu erkennen, der einer steten Zunahme unterliegt. Lediglich ein kurzer Abschnitt
am Beginn der Messung wird als ,,stabil* eingestuft. Der Verlauf der Anzahl der Detektionen wird hingegen
trotz betréchtlicher Unterschiede im Zeitverlauf nicht als auffallig bewertet.
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Abbildung 39: Darstellung des zeitlichen Messverlaufs (Anzahl der Detektionen und Median von FL1-A flr
Zeitabschnitte von einer Zehntelsekunde) jener Messung mit dem hdchsten ausgewiesenen Anteil an auffalligen
Detektionen nach dem Kriterium ,,signal acquisition*. Die gestrichelte Linie im oberen Teil der Abbildung stellt die
vom Hersteller angegebene maximale Detektionsrate dar

Die in Abbildung 39 dargestellte Zunahme ist in Abbildung 40 in der Form von Dichteverteilung des
Parameters FL1-A fur lediglich vier Zeitabschnitte unterteilt nach Detektionen des Signalhintergrunds bzw.
Zelldetektionen umgesetzt. Die besagte Zunahme l&sst sich auf die Zunahme der Signalintensitét des
Signalhintergrunds zurlckfuhren. Demgegeniiber nimmt die Signalintensitét der Zellen in diesem Beispiel
interessanterweise sogar ab. Da die Anzahl der Detektionen des Signalhintergrundes deutlich Giberwiegt,
kommt es insgesamt zu einer Zunahme der Signalintensitat im Zeitverlauf der Messung.
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Abbildung 40: Darstellung der Dichte von FL1-A fur vier Zeitabschnitte von je 22 Sekunden jener Messung mit dem
hdchsten ausgewiesenen Anteil an auffalligen Detektionen nach dem Kriterium ,,signal acquisition* unterteilt nach
Detektionen des Signalhintergrunds bzw. Zell-Detektionen

Die hier dargestellten Ergebnisse legen nahe, dass zumindest in einzelnen Féllen mit einem auffalligen
Messverlauf zu rechnen ist. Diese Aussage ist nicht spezifisch flr die vorliegende Untersuchung, denn wie
eine Studie basierend auf knapp 30 000 &ffentlich zugéanglichen durchflusszytometrischen Datensatzen
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ermittelt hat, weisen (ber 13,7 % der Messungen Auffalligkeiten auf (Fletez-Brant u. a. 2016). Die
Anwendung der Funktionalitaten des Pakets ,,flowAl* ist als vielversprechend zu bezeichnen, wenngleich
weitergehende Untersuchungen bzw. Optimierungen im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurden.
Der in Abbildung 39 dargestellte Verlauf der Anzahl der Detektionen — hier hat der Algorithmus keine
Auffalligkeiten festgestellt — deutet auch darauf hin, dass Verbesserungen durchaus lohnend sein kénnten.
Gerade auch die im Zuge der Untersuchungen festgestellte Abhangigkeit der Ergebnisse — mit der
Ausnahme des Kriteriums ,,dynamic range* (Extremwerte) — von der Grof3e der gewéhlten Zeitabschnitte
gemahnt zur Vorsicht. Der Nutzen einer Anwendung besteht neben dem mdglichen Erkennen von
gerdtetechnischen Problem, dem Verwerfen von Messungen schlechter Qualitat insbesondere in der
automatischen Verbesserung von Messergebnissen durch das Entfernen von auffalligen Anteilen. Letzteres
erfordert aber jedenfalls die genaue Analyse der Auswirkungen etwa unter Heranziehung von Zeitreihen von
Messungen einer als stabil zu bezeichneten Wasserressource.

5.13.4 VARIATION DER ERGEBNISSE BEI MEHRFACHBESTIMMUNGEN

Fur die Bestimmung der Variation der Ergebnisse fur Mehrfachbestimmungen bei gleicher
Probenvorbereitung steht eine grof’e Anzahl an Datensétzen zur Verfugung, da bei der Messung mit
Mikrotiterplatten im 96er-Format grundsétzlich eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurde. Als Ursache
flir die Variation kommen mehrere Punkte in Frage. So ist denkbar, dass bei der Pipettierung von Probe und
Farbstoff Abweichungen entstehen, insbesondere bei unvollstandiger Durchmischung letzterer. Im Zuge der
Messung im DFZ sind gleichfalls Variationen verschiedenster Herkunft zu erwarten — etwa bei der
Bestimmung des Probenvolumens oder auch sogenannte Carry-Over-Effekte (Partikel-Ubertrag von einer
vorhergehenden Messung), um nur einige zu nennen.

Abbildung 41 zeigt eine Gegeniiberstellung der Variationskoeffizienten mit und ohne automatischem
Zwischenwaschschritt. Die Werte basieren auf einer groen Anzahl von im vorliegenden Projekt mit SG1
gefarbten Wasserproben und enthalten Werte zweier baugleicher Accuri® C6. Nur Proben mit mehr als

1 000 Zellen pro ml wurden einbezogen, dies entspricht bei den gewéhlten Einstellungen etwa 50
Detektionen im Signalbereich der Zellen.

Im Fall des TCC und bei Verzicht auf Waschzyklen betrégt der Median des Variationskoeffizienten 0,0244
und jener bei Aktivierung von Waschzyklen 0,0204. Ein Welch-Test (Ho: gleiche Mittelwerte) unter
Verwendung des logarithmierten Variationskoeffizienten ergibt einen p-Wert kleiner 2,2x107 und ist damit
zu einem Signifikanzniveau von 0,05 signifikant. Die jeweiligen 90 %-Quantile betragen 0,0966 bzw.
0,0640. D.h. auch bei Verzicht auf Zwischenwaschschritte sind 90 % der Variationskoeffizienten kleiner als
0,1.

Im Fall der mittleren Fluoreszenzintensitét der Zelldetektionen auf FL1-A betragt der Median 0,0277 (ohne
Waschzyklen) und 0,0257 (mit Waschzyklen). Auch hier ergibt der Welch-Test signifikante
Mittelwertunterschiede (p=1.75*10").

Abbildung 42 zeigt die Abhéangigkeit des Variationskoeffizienten der TCC von der TCC der Probe
(Datensatz entspricht jenem von Abbildung 41). Im Bereich geringer TCC ist der Variationskoeffizient
erhéht und bei etwa 10° Zellen erreicht er ein Minimum. Die anfanglich hoheren Werte entsprechen den
Angaben des Herstellers zum Detektionslimit des Geréts. Der Carry-Over von Partikeln diirfte gerade auch
bei extremeren TCC-Werten eine besonders grof3e Rolle spielen, da VVorganger meist eine deutlich héhere
oder geringere TCC aufweisen (siehe Abschnitt 5.1.3.4.1).

Die vorliegenden Daten zeigen also, dass die Verwendung von automatischen Zwischenwaschschritten die
Variation der Dreifachbestimmungen etwas verringert. Wie in den folgenden Abschnitten noch dargelegt
wird, ist der schon genannte Carry-Over eine wesentliche Quelle dieser Variation (Abbildung 47).
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Abbildung 41: Variationskoeffizient (links: TCC; rechts: mittlere Fluoreszenzintensitat der Zelldetektionen auf
FL1-A) von Dreifachbestimmungen (Accuri® C6, automatischer Messmodus) mit und ohne automatischem
Zwischenwaschschritt.
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Abbildung 42: Darstellung der TCC der ersten Messung einer Dreifachbestimmung von gefarbten Wasserproben
(Accuri® C6, automatischer Messmodus) und des Variationskoeffizienten der Dreifachbestimmung. Die Linien sind
Resultat einer lokalen, polynomialen Kernel-Regression (R-Funktion ,,loess*). Nur Proben mit mehr als 1 000 Zellen
pro ml wurden einbezogen.

51341 CARRY-OVER

Mit dem Begriff ,,Carry-Over oder ,,Cross-Well Contamination* ist der unerwiinschte Ubertrag von
Rickstanden aus einer vorangehenden Messung auf die nachfolgende angesprochen. Im Handbuch zur
Benutzung des Accuri® C6 mit Autosampler ist die Rede von einer Reduktion des angesprochen Ubertrags
bei Aktivierung eines automatischen Waschzyklus zur Reinigung des ,,.Sample Injection Port*“ (SIP) auf
weniger als 1 % (BD Biosciences 2012). Die zweifache Ausfiihrung des Waschzyklus — bis zu drei sind
mdglich — sorgt fur eine weitergehende Reduktion auf weniger als 0,1 %. Die Ausfilhrung eines Zyklus
benétigt allerdings etwa 30 Sekunden.
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Durch den Verzicht auf die genannte Zwischenreinigung lasst sich in Summe also relativ viel Zeit einsparen.
Es stellt sich nun also etwa die Frage, ob die genannten Zahlenwerte auch bei Proben mit geringer TCC
zutreffen bzw. mit welcher GréBenordnung an Ubertrag gerechnet werden muss, wenn keine
Zwischenreinigung aktiviert ist.

Die nachfolgend (Abschnitt 5.1.3.4.1.1 und 5.1.3.4.1.2) beschriebenen Untersuchungen beziehen sich auf ein
gemessenes Probenvolumen von 50 pl. Der (relative) Ubertrag von Partikeln oder Farbstoff kénnte durch
diese Einstellung durchaus beeinflusst werden. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, da
fiir alle Proben im Messprogramm das genannte VVolumen eingestellt wurde.

513411 CARRY-OVER VON PARTIKELN

Im Zuge der Untersuchung hat sich gezeigt, dass die schon genannten Carry-Over-Effekte im Sinne einer
Ubertragung von Partikeln bzw. Zellen von einer Messung auf die néchste durchaus beobachtet werden
kdénnen.

In der folgenden Abbildung 43 sind die Ergebnisse einer Versuchsreihe dargelegt, bei der als Startmessung
eine Probe mit sehr hohen TCC (Oberflachenwasser, Farbung mit SG1) gewahlt wurde. Nachfolgenden
wurden zwei Messungen von Reinstwasser platziert, dessen TCC gegen null geht. Falls kein automatischer
Waschschritt zwischen den Messungen aktiviert wurde, entspricht der Ubertrag etwa einem Hundertstel der
TCC der vorhergehenden Messung. Im Fall einer Zwischenreinigung sinkt dieser Wert auf weniger als ein
Zweihundertstel. Fir die weiteren Messungen von Reinstwasser sind kaum noch Zellen nachweisbar.
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Abbildung 43: Test zur Effektivitat von automatischen Waschzyklen (WZ) hinsichtlich der Verminderung von Carry-
Over. Die TCC beziehen sich dabei auf den Start-Wert (ca. 4,35*108 Zellen pro ml) einer mit SG1 gefarbten Probe.

Die Analyse einer uber langere Zeitrdume ermittelten groRen Anzahl von Messungen von Reinstwasser, die
zum Zweck der Reinigung zwischen Messungen gefarbter Wasserproben gesetzt wurden, sollte ein
zuverlassiges Resultat zur Frage des durchschnittlichen Carry-Over liefern.
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In Abbildung 44 ist ein Vergleich zwischen verschiedenen Messgebinden fiir den Accuri® C6 ohne
Verwendung automatischer Zwischenwaschschritte dargestellt. Die Proben entstammen der bereits
beschriebenen Messkampagne. Interessanterweise ist der Ubertrag bei Verwendung von 3-ml-Tubes (24er-
Format) bei ansonsten gleichen Einstellungen geringer als bei Verwendung von 96er-Mikrotiterplatten und
betrdgt 0,5 % (Median). Die Ursache fur dieses Verhalten ist dabei nicht klar, jedenfalls diirfte es nicht von
der zu Grunde liegenden Stichprobe herriihren (vergleiche auch Abbildung 45).
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Abbildung 44: Auswertung von Messungen von Reinstwasser (Accuri® C6, automatischer Messmodus), die nach
geféarbten Proben durchgefiihrt wurden, mit Unterscheidung nach Messgebinde mit Angabe der StichprobengroRe.
TCC_relativ bezeichnet das Verhaltnis von Zelldetektionen im Reinstwasser und jenen der vorangehenden Probe. Es

wurde kein automatischer Zwischenwaschschritt gesetzt.

Die Abhingigkeit des relativen Ubertrags von der absoluten TCC ist nicht besonders ausgeprégt, wie in
Abbildung 45 dargestellt, wobei der relative Ubertrag bei sehr geringer TCC hoch ist und sich mit
zunehmender TCC bei leicht abfallender Tendenz stabilisiert. Das Verhalten bei sehr geringen TCC ist durch
eine mdgliche ,,Grundkontamination* erklarbar, denn schon einzelne Detektionen im Signalbereich der
Zellen beeinflussen hier das Ergebnis (relativer Ubertrag) maRgeblich.
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Abbildung 45: Darstellung der absoluten TCC einer Messung von geférbten Wasserproben (Accuri® C6,
automatischer Messmodus) und des Carry-Over (ausgedriickt als Verhéltnis zur TCC der Probe) auf die
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nachfolgende Messung von Reinstwasser. Die Linien sind Resultat einer lokalen, polynomialen Kernel-Regression
(R-Funktion ,,loess*“). Nur Proben mit mehr als 1 000 Zellen pro ml wurden einbezogen.

Es zeigt sich, dass bei Verwendung eines Waschzyklus der Ubertrag von Partikeln wesentlich sinkt, wie in
Abbildung 46 dargestellt. Diese Vorgehensweise wird auch von den Herstellern empfohlen.
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Abbildung 46: Auswertung von Messungen von Reinstwasser (Accuri® C6, automatischer Messmodus), die nach
geféarbten Proben durchgefiihrt wurden, mit und ohne automatischem Zwischenwaschschritt. TCC_relativ bezeichnet
das Verhaltnis von Zelldetektionen im Reinstwasser und jenen der vorangehenden Probe.

Carry-Over hat immer dann negative Effekte, wenn unterschiedliche Proben nacheinander gemessen werden.
Falls die vorhergehende Messung wesentlich mehr Zellen enthélt, wird die Verfalschung des TCC-
Ergebnisses der nachfolgenden Messung besonders stark ausfallen. Daneben kénnen fiir eine bestimmte
Probe sehr untypische Zell-Populationen ibertragen werden, die im Falle von detaillierter Auswertungen der
Messungen beriicksichtigt werden miissen. Falls die gleiche Probe nacheinander gemessen wird, ist
letztgenanntes Problem nicht zu beflirchten.

Wie beschrieben, ist mit Carry-Over von Partikeln zu rechnen. Die erste Messung einer Dreifachbestimmung
einer Probe sollte daher, je nach TCC der vorangegangenen Messung, eine durchschnittlich etwas hohere
Abweichung von den anderen Messungen aufweisen. In Abbildung 47 ist das Verhaltnis der ersten zu den
anderen Messungen einer Dreifachbestimmung gruppiert nach dem Verhaltnis der ersten zu der
vorhergehenden Messung sowie der Anwendung von automatischen Waschzyklen dargestellt. Der
Grenzwert von 0,2 entspricht der Trennung an einem Dichteminimum der Verteilung des betreffenden
Werts. Werte kleiner diesem Grenzwert umfassen insbesondere auch Reinstwasser-Messungen (zur
Zwischenreinigung).

Es zeigt sich nun tatséchlich, dass im Falle des Ausbleibens von automatischen Zwischenwaschschritten die
erste Messung im Fall einer ,,sauberen* vorangegangenen Messung vergleichsweise etwas niedriger ist. Der
Welch-Test (Ho: gleiche Mittelwerte) unter Verwendung des logarithmierten Verhéltnisses der TCC der
ersten Messung und dem Mittelwert aus der zweiten und dritten Messung ergibt einen p-Wert von 0,0004
und ist damit zu einem Signifikanzniveau von 0,05 signifikant. Bei der Anwendung von
Zwischenwaschschritten hingegen ist kein Unterschied zu erkennen und der genannte Test behalt die Hy bei.
Auch letzteres stimmt mit den bisher dargestellten Ergebnissen Uberein, da durch Zwischenwaschschritte der
Carry-Over von Partikeln deutlich verringert wird.
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96er-Mikrotiterplatte, Farbstoff: SG1
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Abbildung 47: Auswertung der ersten Messung einer Dreifachbestimmung (Accuri® C6, automatischer Messmodus)
gruppiert nach dem TCC-Verhéltnis zur vorangehenden Messung mit und ohne automatischem
Zwischenwaschschritt. TCC_relativ_vorher_zu_1 bezeichnet das Verhaltnis von Zelldetektionen der vorhergehenden
Messung zu jenen in der ersten Messung der Dreifachbestimmung. TCC_relativ_1_zu_23 bezeichnet das Verhaltnis

von Zelldetektionen der ersten Messung der Dreifachbestimmung zum Mittel der zweiten und dritten Messung.

Prinzipiell lieRe sich auf Basis von Abbildung 47 auch spekulieren, dass es zu einer Verdiinnung der ersten
Probe der Dreifachbestimmung im Fall des ,,sauberen* VVorgangers kommt. D.h. es werden nicht nur an
Gerateteilen anhaftende Partikel Ubertragen, sondern auch Fliissigkeit (Tropfenbildung) der
Vorgéngermessung. Im vorliegenden Projekt wurden keine systematischen Untersuchungen hierzu gemacht.
Im Fall des Cube-6-DFZ lasst sich bei Einzelmessung allerdings eine Tropfenbildung an der
Probenaufnahme (SIP) beobachten. D.h. bei aufeinanderfolgenden Messung wird ein Tropfen in die jeweils
folgende ubertragen. Aus diesem Grund l&sst sich auch nicht ohne weiteres ableiten, welche Messung einer
Dreifachbestimmung die tatsachliche TCC am besten représentiert. So ist es durchaus auch moglich, dass
dies jene Messungen sind, die ein Carry-Over aus der gleichen Probe enthalten.

5.1.34.12 CARRY-OVER VON FARBSTOFF

Der Begriff Carry-Over beschreibt einen Ubertrag. Neben dem schon dargelegten Ubertrag von Partikeln
(Zellen) kann es auch zu einem Ubertrag von Farbstoff kommen. Die folgenden Darstellungen, Abbildung
48 und Abbildung 49, zeigen die Ergebnisse von Versuchen mit dem Accuri® C6 unter Verwendung von
Mikrotiterplatten im 96er-Format und automatischer Probenabarbeitung. VVor den Versuchsreihen wurde das
Gerat besonders grindlich gereinigt. Ansonsten wurden normale Messeinstellungen gewahlt.

In Abbildung 48 ist zu sehen, dass die ungefarbte Uferfiltrat-Probe keine Detektionen im Signalbereich der
TCC auf Basis der SG1-Farbung aufweist — damit sollte keine nennenswerte Autofluoreszenz vorliegen. Die
erste Messung von Reinstwasser mit SG1 ist dann gegentiiber den nachfolgenden deutlich erhéht, da wohl
Zellen aus der vorhergehenden ungefarbten Probe tUbertragen und sehr schnell angeférbt werden. Die erste
Messung der Uferfiltrat-Probe nach den mit SG1 versetzten Reinstwasserproben zeigt eine sehr hohe TCC,
die bereits in einer {iblichen Grélienordnung fiir diese Probennahmestelle liegt. Da es sich nicht um
Autofluoreszenz handeln kann, liegt der Schluss nahe, dass lediglich der Ubertrag von Farbstoff als
Erklarung in Frage kommt. Da nicht davon auszugehen ist, dass dieser Ubertrag quantitativ in auch nur
anndhernd vergleichbarem Male wie eine normale Farbstoffzugabe stattfindet, lasst dies auf eine schon in
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geringer Konzentration hoch wirksame und schnelle — die Messdauer betrégt etwa 87 Sekunden — Anférbung
schlieRen. Darlber hinaus ist der Ubertrag auch noch einige Messungen spéter wirksam, wenngleich die
TCC der Uferfiltrat-Probe abnimmt. Die darauf folgende Wiederholung der Abfolge von gefarbtem
Reinstwasser und Uferfiltrat-Probe bei Aktivierung von automatischen Waschzyklen zwischen den
Messungen ergibt kein unterschiedliches Resultat.
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Abbildung 48: Untersuchung zur Bestimmung von Farbstoffiibertrag bei Messung mit dem Accuri® C6 im
automatischen Modus. Das Kirzel ,,WZ* in der Legende steht fiir Waschzyklen. Die Messungen sind von links nach
rechts in ihrer zeitlichen Messabfolge dargestellt

Die Abbildung 49 enth&lt Ergebnisse einer zweiten Versuchsreihe zum Farbstoffubertrag mit etwas
geédnderter Anordnung. Auch hier ist der schon genannte anfangliche Anstieg der TCC bei den ersten
Reinstwasserproben mit SG1 zu erkennen. Ganz besonders bemerkenswert ist die Beobachtung, dass auch
nach 18 Messung der ungeféarbten Probe immer noch eine erhéhte TCC vorliegt (die am Beginn der
Messreihe gemessenen ungeférbten Proben weisen keine Detektionen auf). Auch die Anwendung von je
zwei automatischen Waschschritten zwischen den Messungen erbringt kein besseres Ergebnis.
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Abbildung 49: Untersuchung zur Bestimmung von Farbstoffiibertrag bei Messung mit dem Accuri® C6 im
automatischen Modus. Das Kiirzel ,,WZ* in der Legende steht fir Waschzyklen. Die Messungen sind von links nach
rechts in ihrer zeitlichen Messabfolge dargestellt.

Uber die genaue Ursache der genannten Beobachtung — und dabei insbesondere die langandauernde
Wirksamkeit — kann lediglich gemutmalit werden. VVon besonderer Relevanz sind die Ergebnisse bei

73 -



RESULTATE

Messsequenzen, die unterschiedliche Farbstoffe umfassen. So ist der Ubergang von einer Messung mit
SG1+PI (ICC-Bestimmung) zu einer Messung mit SG1 allein (TCC-Bestimmung) nicht zu empfehlen, da
membrangeschadigte Zellen bei der letztgenannten Farbevariante auch durch Pl gefarbt und aus dem
normalen Signalbereich geschoben werden kdnnten.

In Abbildung 50 ist ein sehr ahnlicher Fall exemplarisch dargestellt. Nach der Messung mit der
Farbstoffkombination SG1 und gelRed, dessen Wirkungsweise &hnlich zu P1 ist, erfolgten Messungen der
gleichen hitzebehandelten Wasserprobe mit SG1. Gut zu erkennen ist bei der zweiten Messung (mittlere
Darstellung) die fiir die Farbstoffkombination typische bogenférmige Signalverschiebung einzelner Cluster
hin zu einer stirkeren Rot-Fluoreszenz bzw. schwacheren Griin-Fluoreszenz. Die Signalverschiebung ist bei
der letzten Messung bereits wieder etwas schwacher ausgepragt. Hier kommt es als zu einer unerwiinschten
Ubertragung von Farbstoff und zu einer Verfalschung des Ergebnisses.

SG1+gelRed 8G1 SG1

FL3-A
FL3-A

FL3-A

Abbildung 50: Streudiagramme der Griin- und Rot-Fluoreszenz von unmittelbar aufeinander folgenden DFZ-
Messungen einer hitzebehandelten Wasserprobe mit unterschiedlichen Farbemethoden. Zwischen den Messungen
wurde kein automatischer Waschschritt aktiviert.

Die beschriebene Problematik hat durchaus praktische Relevanz. Wenngleich dies mdglicherweise vom
jeweils verwendeten Geratemodell abhangig ist, sollte die Reihenfolge der Messungen mit den zugehdrigen
Schritten zur Reinigung des Geréts stets genau bedacht werden.

5.1.35 SIGNALHINTERGRUND

Abbildung 51 zeigt eine Auswertung einer Vielzahl von Messungen unterschiedlichster Wasserproben
(Farbstoff SG1) hinsichtlich des Verhaltnisses der Zell-Detektionen zur Gesamtanzahl an Detektionen. Die
Verringerung des Thresholds — im Verlauf des Projektes wurde er von 800 auf 700 (FL1-H) reduziert — fiihrt
zu einem starken Anstieg des Anteils von Detektionen aus dem Signalhintergrund (wie zu erwarten). Die
genaue Festlegung sollte optimiert werden (zu bedenken sind etwa Geréte-Limits, Speicherbedarf und die
Beschleunigung der Datenverarbeitung), wenngleich ein vollstandiges Abschneiden des Signalhintergrunds
nicht empfohlen ist, da er als Orientierungshilfe dienen kann (Kétzsch, Alisch, und Egli 2012).
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Abbildung 51: Darstellung des Verhéltnisses der Detektionen im Zell-Gate zur Gesamtanzahl an Detektionen flr
eine groRe Anzahl an Messungen (Accuri® C6) von Wasserproben verschiedenster Herkunft mit Unterscheidung
nach gewéhltem Threshold.

Die Auswertung einer grofRen Anzahl an Dreifachbestimmungen (Abbildung 52) zeigt, dass der
Signalhintergrund einen im Vergleich zu den Zell-Detektionen (Abbildung 46) wesentlich groReren
Variationskoeffizienten (Detektionen im Signalhintergrund pro ml) aufweist. Gleichfalls ist keine
Verringerung der Variation durch die Aktivierung von automatischen Waschzyklen zu verzeichnen, wie dies
bei den Zell-Detektionen der Fall ist. Daneben ist auffallig, dass eine Verringerung des Thresholds — im
Verlauf des Projektes wurde er von 800 auf 700 (FL1-H) reduziert — nicht zwangsl&ufig mit einer Erhéhung
der Variation der Anzahl der Hintergrund-Detektionen einhergeht.
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Abbildung 52: Variationskoeffizient von Dreifachbestimmungen (Accuri® C6, automatischer Messmodus) fur die
Anzahl der Detektionen im Signalhintergrund mit und ohne automatischem Zwischenwaschschritt sowie mit
Unterscheidung nach Thresholds.

Die Messungen von ungefarbtem Reinstwasser — bei gleichen Gerate-Einstellungen wie bei der Messung mit
SG1 - weisen bei einem griindlich gereinigten Gerat nur vereinzelte Detektionen auf. Wie in Abschnitt
5.1.3.4.1 ausgefiihrt, kdnnen unmittelbar nach gefarbten Proben gesetzte Messungen von Reinstwasser zur
Abschdtzung des Carry-Overs herangezogen werden. Der Median des so bestimmten Carry-Overs —
ausgedriickt als das Verhaltnis der Anzahl von Detektionen im Signalhintergrund des Reinstwassers zu jener
der mit SG1 gefarbten vorangegangene Probe — ohne Aktivierung von automatischen Waschzyklen und bei
Verwendung einer Mikrotiterplatte im 96er-Format betragt 0,0132 und ist somit sehr &hnlich zum Carry-
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Over von Partikeln (Zellen) im TCC-Gate (Abbildung 44). Ein Zusammenhang zwischen der Anzahl von
Detektionen im Signalhintergrund des Reinstwassers zu jener der mit SG1 gefarbten vorangegangene Probe
ist gegeben, wie Abbildung 53 zeigt. Die Steigung (lineare Regression der logarithmierten Anzahl) ist
signifikant von null verschieden.

96er-Mikrotiterplatte, Waschzyklen: 0
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Abbildung 53: Gegeniberstellung des Signalhintergrunds gefarbter Wasserproben (n=1059) zu jenem in
anschlieBenden Messungen von Reinstwasser zu Reinigungszwecken (Accuri® C6, automatischer Messmodus) mit
Regressionsgeraden (lineare Regression, blaue Linie) und Konfidenzintervallen (grau hinterlegt).

Im Zuge von Tests verschiedener Farbstofflosungsmittel hat sich gezeigt, dass durch den Ersatz von
Dimethylsulfoxid (DMSO) durch TRIS-HCI-Puffer eine Verringerung des Signalhintergrundes zu
verzeichnen war. Die Verwendung von DMSO verschiedener Herkunft hat dabei keinen Unterschied
ergeben. Die Beobachtung einer Abhéngigkeit des Signalhintergrundes vom Farbstoff-L&sungsmittel wurde
sowohl bei SG1 als auch bei der Farbstoffkombination SG1 und PI gemacht. Fir letztere gibt es eine
Vielzahl an Messungen aus dem reguldren Messprogramm (Abbildung 54), denn im Laufe des Projekts
wurde entschieden, einen Wechsel von DMSO auf TRIS vorzunehmen. Dabei zeigt sich eine um mehr als
das Zehnfache erhohte Anzahl an Detektionen bei Verwendung von DMSO als Lésungsmittel des
Farbstoffs.
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Abbildung 54: Vergleich der Gesamtanzahl an Detektionen anhand von Wasserproben verschiedenster Herkunft bei
Verwendung verschiedener Farbstoffldsungsmittel (DMSO und TROS-Puffer). Die Gerateeinstellungen,
insbesondere die Threshold-Setzung (FL1-H: 800) sind fiir beide Gruppen gleich.

5.1.3.6 SICHERSTELLUNG DER DETEKTION VON SINGLE-CELLS

Die Bestimmung der TCC setzt voraus, dass die Bakterien in einer Wasserprobe als einzelne Zellen
vorliegen (“Single Cell Suspension™) und nicht etwa als Zellverbund. Daneben darf die Konzentration an
Zellen nicht zu hoch sein, denn ansonsten steigt der Anteil an Zellen, die zuféllig gleichzeitig mit einer oder
mehreren Zellen den Detektionsbereich des Lasers passieren (Watson, 1991). Beides wiirde zu einer
Unterschatzung der tatsachlich vorliegenden TCC flihren. Das zuféllige Passieren des Detektionsbereichs
durch zwei oder mehrere Zellen lasst sich dabei statistisch als Poisson-Prozess beschreiben und
gegebenenfalls korrigieren, ist aber unter normalen Rahmenbedingungen weniger beachtenswert. So betragt
die Wahrscheinlichkeit, dass zwei oder mehr Zellen bei einer Konzentration von 10° Zellen pro ml, einem
Durchmesser der Kernstromung von 16 um und einem Detektionsbereich von 10 um gleichzeitig detektiert
werden 10, Bei einer Erhéhung der Durchflussrate (VergréRerung des Durchmessers der Kernstromung),
einer hoheren Zell- bzw. Partikelkonzentration oder einem zu geringen Threshold (Verstarkung des
Signalhintergrunds bzw. Rauschen) gewinnt dieser Effekt allerdings an Bedeutung.

Wesentlich mehr Unsicherheit besteht hinsichtlich des Vorliegens von Zellaggregaten. Hier nimmt wohl
neben der Spezies und der TCC etwa auch die chemische Zusammensetzung der Probe Einfluss. Im Fall des
Accuri® C6 besteht die vom Hersteller beschriebene Mdglichkeit, die Kombination aus FSC-A und FSC-H
zur Analyse heranzuziehen (BD Biosciences 2011). Die Idee dabei ist jene, dass sich das Verhaltnis Pulse-
Area zu Pulse-Height bei mehreren Zellen im Detektionsbereich in Richtung einer gréReren Pulse-Area
verschiebt, wie in der folgenden Abbildung angedeutet (Watson, 1992).

Abbildung 55: Pulse-Area und Pulse-Height bei sogenannten Singlets und Doubletes (Watson 1991).

Es wichtig anzumerken, dass ein derartiges VVorgehen wohl eher nur bei Reinkulturen oder kiinstlichen
Partikeln erfolgreich bzw. aufschlussreich sein kann, wie etwa fir die in der folgenden Abbildung
dargestellten Hefen (Rhodotorula glutinis).
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Rhodotorula glutinis, Farbstoff: SG1
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Abbildung 56: Streudiagramm (links) der Parameter FSC-A und FSC-H mit markiertem Bereich méglicher
Zellaggregate (rot hinterlegt). Dichteverteilungen der Griin-Fluoreszenz beider Gruppen (rechts).

In der linken Abbildung ist zu sehen, dass sich ein Teil der Zellen entlang einer Geraden gruppiert, die nach
links oben scharf begrenzt ist, wéhrend ein anderer Teil ein - relativ gesehen - stirkeres Area-Signal aufweist
und nach unten rechts verschoben ist (rot unterlegt). Sollte es sich um Aggregate gleichartiger Zellen
handeln, so misste sich auch das Fluoreszenz-Signal zumindest verdoppeln und tatsachlich ist der Median
der Griin-Fluoreszenz der rot unterlegten Zellen gut doppelt so groR (rechte Abbildung).

Bei Mischkulturen - wie sie etwa Wasserproben darstellen - kann aber kaum von einem einheitlichen
Verhaltnis von Pulse-Height und Pulse-Area ausgegangen werden. Bei den Wasserproben im Rahmen des
vorliegenden Projekts kommt erschwerend dazu, dass die Signale sehr schwach sind - wesentlich schwécher
als im Fall der eben gezeigten Hefen. Auch ist insbesondere die Grof3e der Zellen in Wasserproben so
gering, dass der Abtastbereich des Lasers, den eine Zelle durchqueren muss, beim Accuri® C6 mit etwa

10 um bedeutend groRer als eine einzelne Zelle ist und daher nicht davon ausgegangen werden kann, dass
ein Zellaggregat iberhaupt ,,aufgeldst” werden kann.

5.1.4 ONLINE-DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Im Rahmen der Untersuchungen konnte ein neu entwickeltes Online-Durchflusszytometer der Firma
Metanor eingesetzt werden. Neben der hochauflésenden und weitgehend automatisierten Erfassung der
mikrobiologischen Situation, ist gerade auch der Entfall der Probenahme, des Transports, einer etwaigen
Probenlagerung und von Einfliissen mdglicherweise leicht abweichender Messbedingungen im Labor ein
groler Vorteil. Der Vergleich zwischen Messungen vor Ort (Online-DFZ) und im Labor kann daher auch
dazu dienen, die genannten Unterschiedlichkeiten zu bewerten.

Beziiglich abweichender Messhedingungen im Labor ist anzumerken, dass die Anfarbung der Proben wird
im Online-DFZ automatisch und stets in gleicher Weise vorgenommen wird. Sie orientiert sich aufgrund des
Ziels einer hohen Messfrequenz an einer minimalen Dauer und kann daher von ublichen Vorgaben (SLMB
2012) abweichen. Dabei ist die Inkubation — bei der etwas hoheren Temperatur von 40 °C — aufgrund der
Bauweise des Gerats (Inkubationskammer bzw. Reaktor mit guter Durchmischung und Warmeibertragung)
als sehr effizient einzuschéatzen. Im Labor besteht diese zeitliche Einschrdnkung nicht im gleichen Mafe und
durch die Verwendung eines Auto-Loaders mit sequentieller Messung einer groBen Anzahl an Proben (96er-
Mikrotiterplatte), die zum gleichen Zeitpunkt angeféarbt wurden, ist die tatsdchliche Einwirkzeit des
Farbstoff u.U. deutlich langer.
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Eine kiirzere Anfarbung der Probe sollte nicht grundsétzlich in einer abweichenden TCC resultieren.
Maglicherweise fihrt sie aber zu einer schlechteren Abtrennbarkeit schwacher Zellsignale vom
Signalhintergrund und somit zu einer Erhéhung des Anteils falsch klassifizierter Detektionen. Auch eine
Anderung der LNA- bzw. HNA-Anteile relativ zu Einstellungen mit langeren Anfarbezeiten ist. In dieser
Hinsicht ist die Beibehaltung gleicher Geréteeinstellungen (gerade wenn sie sich am unteren Limit der
Inkubationszeit bewegen) flr die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Probenahmepunkten oder bei
langen Zeitreihen sehr wiinschenswert.

Waéhrend die Probenvorbereitung im Online-DFZ also sehr reproduzierbar ist, kdnnte eine erhohte
Anfalligkeit hinsichtlich biotischer und abiotischer Kontaminationen etwa aufgrund der
Probenzuleitungsschlduche oder Schlduche im Gerét selbst vorliegen. Letztere sind nicht zuletzt wegen der
zusétzlichen Aufgaben (Probenféarbung) als deutlich I&nger einzuschétzen wie in den Labor-Geréten,
allerdings kdnnen diese Schlduche im Rahmen von automatischen Waschschritten (Hypochlorit-Lésung) in
gewlnschten Abstanden gereinigt werden. Daneben kann sich auch die lange Lagerungszeit der
Betriebsmittel, etwa des Reinstwassers, im Online-DFZ als mégliche Kontaminationsquelle erweisen.

Wenngleich die Ausfiihrung der Messzelle und der Geréte-Optik des Online-DFZ vergleichbar zu den
Laborgeraten sein sollte (insbesondere zu jener des Cube 6), kdnnen geratetechnische Eigenheiten das
Messergebnis systematisch unterschiedlich sein lassen. Denkbar ist hier etwa die durch das Gerat erfolgte
Messung des Probenvolumens (die hier vorgestellten Gerate unterscheiden sich in der technischen
Umsetzung), die unmittelbar die Bestimmung Zell-Konzentration beeinflusst.

In Abbildung 57 sind die Ergebnisse einer zweitmonatigen Messreihe an einer Quellwasser-
Probenahmestelle dargestellt. Dabei wurden Messungen sowohl direkt vor Ort mittels Online-DFZ in hoher
Frequenz, als auch im Labor auf taglicher Basis durchgefiihrt. Der Vergleich der beiden Varianten zeigt eine
sehr gute Ubereinstimmung der TCC mit nur einigen wenigen Abweichungen. Dies bezeugt gerade auch die
Robustheit der Messmethode zur Bestimmung der Gesamtzellzahl (TCC) mittels Durchflusszytometrie.
Denn weder der Einfluss des Transports und der Lagerung der Proben fiir die Messungen im Labor, der
abweichenden Probenvorbereitung, und insbesondere der verschiedenen Bau- bzw. Betriebsweise der Gerate
ist stark genug, um bedeutende Unterschiede hervorzurufen.
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Abbildung 57: Vergleich einer zweimonatigen TCC-Zeitreihe auf Basis der Online-DFZ (Metanor OBA, schwarz)
und von Labor-Messungen (Accuri® C6, rot). Fir die Labor-Messungen wurden taglich Proben abgefiillt und nach
spatestens drei Tagen gemessen.

Das regelmaliiige Abfallen der Messwerte zu Beginn der Messreihe der Online-DFZ in Abbildung 57 lasst
sich auf die schon genannten automatischen Waschzyklen zurtickfiihren. Der genaue Mechanismus der
Beeinflussung des Ergebnisses ist dabei allerdings noch nicht geklart. Zumindest fiir das vorliegende
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Geratemodell sollten die Einstellung wohl fir jede Probenahmestelle auch auf Basis von
Vergleichsmessungen vorab Uberpriift werden (siehe optimierter Betrieb am Ende der Messreihe).

5.1.41 PLANUNG DER PROBENAHMEFREQUENZ

Die Mdoglichkeit sehr hochaufgeldste DFZ-Ergebnisse mittels Online-DFZ zu erhalten, kann auch dazu
genutzt werden, fiir ein Messprogramm mit DFZ-Messungen im Labor ein optimales Probenahme-Intervall
bzw. eine auf bestimmte Ereignisse abzielende Verdichtung des Intervalls festzulegen (Besmer, Hammes,

u. a. 2017). So kdnnte etwa auf Basis einer zeitlich beschrénkten Messreihe mittels Online-DFZ, die
idealerweise auch besondere Vorkommnisse an der Ressource (Hochwasser, betriebliche Anderungen, etc.)
umfasst, ermittelt werden, ob es tiberhaupt zu nennenswerten Anderung der DFZ-Parameter kommt und wie
sprunghaft diese Anderungen ablaufen.

Der Verlauf der Ganglinie der TCC in Abbildung 57 lasst es — je nach Zielvorgabe — zumindest als
diskussionswiirdig erscheinen, ob mit einer taglichen Probenahme schon ein ausreichend genaues Bild der
Verhaltnisse erzielt wird. Geht es etwa um die Erfassung der maximalen TCC, so wirde dies nur mit
Abschldgen gelingen. Die kurzfristigen Spitzen der Online-DFZ sind dabei plausibel und kénnen etwa auch
mit zeitgleich auftretenden Spitzen des spektralen Absorptionskoeffizienten bei 254 nm (gemessen mit einer
Online-Spektrometersonde) verglichen werden, wie in Abbildung 58 dargestellt. Gleichfalls gilt nattrlich,
dass auch die Messfrequenz und der Einsatzort des Online-DFZ selbst ressourcenschonend
(Farbstoffverbrauch, Anschaffungskosten des Gerats) geplant werden kann.
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Abbildung 58: Uberlagerung einer zweimonatigen TCC-Zeitreihe auf Basis der Online-DFZ (Metanor OBA,
schwarz) mit dem gleichzeitig gemessenen spektralen Absorptionskoeffizienten (SAK, rot) bei 254 nm. Beide
Zeitreihen sind dabei mit dem jeweils geringsten bzw. hdchsten Wert linear auf den Wertebereich zwischen 0 und 1
transformiert worden.

5.2 VIABILITY ASSAYS
5.2.1 PERMEABILISIERUNG DER ZELLMEMBRAN
5.2.1.1 SYBR® GREEN 1 UND PROPIDIUMIODID

Die Farbstoffkombination aus SG1 und Pl ist eine sehr haufig eingesetzte Farbstoffkombination zur
Ermittlung einer Schadigung bzw. Permeabilisierung der Zell-Membran (Nescerecka, Hammes, und Juhna
2016). Eine solche Farbstoffkombination wird auch als NADS-Féarbung bezeichnet (,,Nucleic Acid Double-
Staining*), da beide Farbstoffe den gleichen Zielort — die Nukleinséuren — in einer Zelle haben (Falcioni,
Papa, und Gasol 2008). In Abschnitt 3.3 befindet sich eine Beschreibung zum Wirkmechanismus der
besagten Farbung. Im Rahmen der durchgefiihrten Messkampagne hat sich die Farbstoffkombination aus
SG1 und P1 besonders dabei bewahrt, den Anteil der intakten Zellen (ICC) an der TCC zu bestimmen.
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Weiters kann die Wirkung einer auf Chlorung basierenden Wasseraufbereitung (Desinfektion) sichtbar
gemacht werden. Demgegentiber gibt es keine Hinweise darauf, dass diese Farbemethode Hinweise auf die
Wirksamkeit einer UV-Behandlung (UV-C) — zumindest nicht bei den tblicherweise in einer
Trinkwasserversorgung angewandten Dosen (Mindesterfordernis 400 J/m?) — unmittelbar nach einer
Behandlung ergibt. Letzteres erklart sich durch die Art der durch UV-C hervorgerufenen Schéaden, die in
erster Linie aus einer Mutationen der DNA der Zellen bestehen (Schenk u. a. 2011). Die wesentlichsten
Ergebnisse zur Anwendung von SG1 und Pl in der vorliegenden Untersuchung sind in Abschnitt 5.1.2.7.7.2
dargestelit.

5.2.1.2 SYBR® GREEN 1

Die Féarbung mit einem membrangéngigen Nukleinséurefarbstoff — etwa SG1 — wird vom Zustand der
Zellmembran beeinflusst (Berney u. a. 2007). Letztere stellt auch eine Barriere flr die Farbstoffaufnahme
grundsétzlich membrangéngiger Farbstoffe in die Zelle dar und es dirften in dieser Hinsicht groRRe
Unterschiede zwischen verschiedenen Bakterienarten existieren. Bei einer Beschadigung bzw.
Permeabilisierung der Zellmembran kann es daher zu einer verstarkten Anfarbung der Zellen kommen — mit
der Folge einer héheren Signalintensitét. Dieser Effekt ist etwa bei geringen Chlor-Zugaben zu beobachten
(Ramseier u. a. 2011). Bei hoheren Zugaben kommt es demgegeniber zu einem Abfall der
Fluoreszenzintensitat aufgrund der starken Schadigung der Zelle.

522 BESCHADIGUNG DER NUKLEINSAUREN

5221 SYBR® GREEN1

Auch SG1 ist unter manchen Umsténden als Indikator des Viabilitats-Zustands einer Zelle heranziehbar.
Dies ist dann der Fall, wenn die Schadigung der Zellen ein solches Ausmal erreicht, dass deren
Nukleinséuren — also die Bindungsstellen von SG1 — beeintréchtigt sind (Phe u. a. 2005).

Stellt man die TCC-Ganglinien vor bzw. nach Chlorung einer Wassermatrix gegenlber, zeigt sich einerseits,
dass die TCC nach Chlorung jenen vor Chlorung folgen, aber gleichzeitig auch, dass die TCC-Werte nach
Chlorung geringer sind und fallweise fast gegen null (Zugabe von 0,4 mg/l, Einwirkzeit ca. 12 Stunden)
gehen.

Eine Chlorung greift (letztendlich) auch die Nukleinséuren einer Zelle an, was wiederum Auswirkungen auf
die Anféarbbarkeit mit Nukleinsiurefarbstoffen — etwa SG1 — hat. Denn nur wenn sich SG1 auf bestimmte
Weise an Nukleinséuren anlagert, entfaltet es sein Potential zur Abgabe von Fluoreszenzlicht (Zipper u. a.
2004).

Abbildung 59 zeigt die beiden Proben (vor und nach Chlorung) in der Form von Streudiagrammen der Griin-
und Rot-Fluoreszenz. Dabei wurde ein zusammenfassender Datensatz durch Sampling der
Ausgangsdatensatze erzeugt, der letztlich alle Messungen reprasentieren soll. Es zeigt sich hier insbesondere
eine schlechte Abtrennbarkeit der vermeintlichen Zelldetektionen vom Signalhintergrund bei den Proben
nach erfolgter Chlorung. Gleichzeitig nimmt der Signalhintergrund im Bereich eher schwacher
Fluoreszenzintensitéten stark zu. Es ist unklar, um welche Art von Partikeln es sich dabei handelt. Dartber
hinaus sind die Zell-Cluster nach Chlorung weniger scharf abgegrenzt — gut zu erkennen an Zell-
Detektionen mit héherer Signalintensitat.
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Rohwasser nach Chlorung

12

FL3-A
FL3-A

FL1-A FL1-A

Abbildung 59: Gegeniiberstellung von Streudiagrammen (Zusammenfassung mehrerer Datensatze durch Sampling)
der Griin- und Rot-Fluoreszenz (Farbung mit SG1) fiir Proben vor und nach einer Chlorung (Karstquellwasser) mit
Uberlagerter Dichteschétzung (rote Linien) und Zell-Gate (blaue Linien).

Abbildung 60 zeigt Ergebnisse einer Beprobung der gleichen Wasserressource vor und nach Chlorung,
allerdings mit dem Unterschied, dass letztere unmittelbar nach Chlor-Zugabe gezogen wurde. Nach
Eintreffen im Labor (3,5 Stunden) wurde Natriumthiosulfat zur Neutralisation des Chlors beigegeben.
Dieses Vorgehen wurde an verschiedenen Probenahmetagen wiederholt. Die Streudiagramme weisen nun
die gleichen Charakteristika auf wie jene in Abbildung 59. Daher ist auch davon auszugehen, dass mdgliche
(geringe) Restkonzentrationen an Chlor die Farbung — genauer gesagt den Farbstoff SG1 — nicht
beeinflussen (siehe dazu auch Abschnitt 5.2.2.1.1).

Rohwasser nach Chlorung, Na-ThS

FL3-A

FL3-A

FL1-A FL1-A

Abbildung 60: Gegenuberstellung von Streudiagrammen der Griin- und Rot-Fluoreszenz (Farbung mit SG1) fir
Proben vor und nach einer Chlorung (Karstquellwasser) mit Uberlagerter Dichteschétzung (rote Linien) und Zell-
Gate (blaue Linien). Der Probe nach Chlorung wurde nach 3,5 h Chlor-Einwirkzeit Natriumthiosulfat beigefiigt.

Der beobachtete Effekt einer wesentlich schlechteren Anféarbbarkeit nach Chlorung wird auch von der
Lagerungszeit der Proben beeinflusst bzw. verstarkt. Fallweise lassen sich schon nach einem Lagerungstag
(bei 4-6 °C) im Signalbereich der Zellen praktisch keine Detektionen mehr erkennen. Dies hat sich auch im
Zuge von Wachstumspotential-Versuchen mit langeren Lagerungszeiten und héheren
Lagerungstemperaturen bestétigt.
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5.2.2.1.1 CHLORRESISTENZ VON SYBR® GREEN 1

Es besteht die Moglichkeit, dass die mittels SG1-Farbung beobachteten Verédnderungen des Signals lediglich
von einer (teilweisen) Zerstorung des Farbstoffes aufgrund einer Chlorwirkung herriihren und damit keine
Aussage Uber Zellveranderung zulassen. Fir die gezeigten Auswertungen (Abbildung 59) ist dies sehr
unwahrscheinlich. Einerseits weil die Restkonzentrationen unter der Nachweisgrenze von 0,05 mg/I lagen,
andererseits aufgrund von Ergebnissen mit gleichen Charakteristika, die bei Proben mit Natriumthiosulfat
zur Chlorneutralisation erzielt wurden (Abbildung 60).

Letztgenanntes, also die Zugabe von Natriumthiosulfat, ist also eine Option zur Neutralisation mdglicher
Restchlorkonzentrationen in die Probe. Auch die Verwendung einer Farbstofflésung, die Natriumthiosulfat
beinhaltet, kann angedacht werden (Besmer, Sigrist, u. a. 2017).

Im vorliegenden Projekt wurde die Anfalligkeit von SG1 hinsichtlich Chlor, genauer Chlordioxid, in einem
Laborversuch getestet. Hierzu wurde der Bakterienstamm Enterococcus faecium in physiologischer
Kochsalzlsung auf etwa 10° Zellen pro ml verdiinnt. Dabei wurde mittels einer UV-VIS-Spektrometer-
Messung (SAK bei 254 nm) auch sichergestellt, dass die Probe keine nennenswerten Gehalte an
organischem Material, etwa Riickstande des Ndhrmediums, beinhaltet. Letzteres wiirde zu einer ungewollt
erhdhten Chlorzehrung fiihren. Nach Zugabe von Chlordioxid in verschiedenen Konzentrationen (0,1 mg/l,
0,3 mg/l und 0,5 mg/l) wurde eine Einwirkzeit von 30 bzw. 60 Minuten angestrebt. Dem einen Teil der
Proben wurde daraufhin Natriumthiosulfat in ausreichender Menge (eine Konzentration von 18 mg/l in der
Probe) zugegeben, um das vorhandene Chlor zu neutralisieren. Unmittelbar danach wurde allen Proben SG1
zugegeben und nach einer verkirzten Inkubationszeit von 5 Minuten wurde die Messung (ca. eine Minute
Messdauer pro Einzelmessung) gestartet. Die recht lange Chlor-Einwirkzeit, sollte sicherstellen, dass das
Ergebnis nicht durch den Unterschied in der Einwirkzeit — 5 Minuten nach Natriumthiosulfat — beeinflusst
wird. Zur Kontrolle einer moglichen Wirkung von Natriumthiosulfat auf das Ergebnis, wurden ebenfalls
Proben ohne Chlor-Zugabe in der genannten Weise behandelt (allerdings ohne Einwirkzeit).

Die beiden Versuchsreihen im Abstand einer Woche (Abbildung 61 und Abbildung 62) zeigen nun, dass der
Median der Fluoreszenzintensitat von FL1-A (Grln-Fluoreszenz) durch die alleinige Zugabe von
Natriumthiosulfat nicht beeintrachtigt wird. Somit ist durch den Versuchsaufbau gewahrleistet, dass eine
Interaktion von Chlordioxid und SG1 zu entdecken sein sollte.

Bei sehr hohen Zugabemengen Chlordioxid (0,5 mg/l) zeigt sich ein starkes Abfallen der Griin-Fluoreszenz,
falls die Chlorwirkung vor Zugabe des Farbstoffs nicht neutralisiert wird (Abbildung 62). Andernfalls
erreicht sie ein den unbehandelten Proben vergleichbaren Wert. Zudem erscheint interessant, dass die
Schédigung von E. faecium — genauer gesagt der Nukleinsduren — trotz hoher Zugabemenge noch kein
besonders hohes Mal3 erreicht hat. Es erscheint aber mdglich, dass dies erst bei noch langerer Einwirkzeit
der Fall sein konnte.

Bei einer Zugabe von 0.3 mg/l (Abbildung 61 und Abbildung 62) ist gleichfalls die besagte Wirkung auf die
Fluoreszenzintensitét zu erkennen, wenngleich schwécher (insbesondere in Abbildung 61).

Bei einer Zugabe von 0.1 mg/l 1&sst sich ein geringfigiger Effekt bei einer Einwirkzeit von 30 Minuten
erkennen. Hier zeigen Proben mit Natriumthiosulfat-Zugabe eine etwas erhohte Signalintensitat. Die
fallweise erkennbare Zunahme der Signalintensitat im Messverlauf der je sechs gemessenen Proben lasst
sich mit einer noch nicht ganz abgeschlossenen Anfarbung erklaren.
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Abbildung 61: Versuch zur Ermittlung der Wirkung von Chlordioxid auf SG1 mittels Enterococcus faecium (TCC ca.
108 Zellen pro ml, verdiinnt in physiologischer Kochsalzlésung) und variabler Chlorzugabe bzw. Chloreinwirkzeit.
Die Reihenfolge der Messungen (Accuri® C6, automatischer Messmodus) erfolgte von links nach rechts.
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Abbildung 62: Versuch zur Ermittlung der Wirkung von Chlordioxid auf SG1 mittels Enterococcus faecium (TCC ca.
108 Zellen pro ml, verdiinnt in physiologischer Kochsalzlésung) und variabler Chlorzugabe bzw. Chloreinwirkzeit.
Die Reihenfolge der Messungen (Accuri® C6, automatischer Messmodus) erfolgte von links nach rechts.

Die Versuche legen nahe, dass bei héheren Chlor-Konzentrationen mit einer Beeinflussung von SG1
gerechnet werden sollte. Dies rechtfertigt die Zugabe von Natriumthiosulfat bei Proben, bei denen eine
erhdhte Chlor-Konzentration besteht oder vermutet wird (Besmer, Sigrist, u. a. 2017). Ob eine nennenswerte
Beeinflussung schon bei noch geringeren als den getesteten Konzentration vorliegt ist nicht eindeutig,
erscheint aber eher unwahrscheinlich.
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52.3 ENZYM-AKTIVITAT
52.3.1 5(6)-CFDA

Im Rahmen von verschiedenen Versuchsreihen wurde die Anwendbarkeit von 5(6)-CFDA (5-(and-6)-
Carboxyfluoresceindiacetat) zur Ermittlung der Enzym-Aktivitat von Bakterien getestet. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff kann intakte Zellmembranen durchdringen und wird von unspezifischen Esterasen in
Diacetat und Carboxyfluorescein aufgespalten (Hoefel u. a. 2003). Nur letzteres ist dabei fluoreszierend.
Carboxyfluorescein hat gegenuiber Fluorescein den Vorteil einer verbesserten Riickhaltung in der Zelle, d.h.
einer verzogerten Ausscheidung. Die Akkumulation von Carboxyfluorescein durch fortdauernde
Aufspaltung von CFDA fuhrt zu einer Zunahme des Fluoreszenzsignals der Zelle und ist von der Aktivitat
der Zelle hinsichtlich ihrer Esterasen abhéngig. Eine weitere Voraussetzung dafiir, dass Zellen detektiert
werden konne, ist das VVorhandensein einer intakten Zell-Membran, ansonsten kann das Carboxyfluorescein
— das bei noch vorhandener Enzymaktivitat gebildet wird — aus der Zelle entweichen (Strauber und Miller
2010). Damit gibt CFDA nicht nur Aufschluss tber die Enzymaktivitat sondern auch tber den Zustand der
Zell-Membran (siehe Abschnitt 5.2.1).

Da CFDA bei natiirlichen Wasserproben erfahrungsgemar wesentlich geringere Fluoreszenzsignale erzeugt,
ist die Anwendung besonders durch eine schwierige Abtrennbarkeit der Zell-Signale vom Signalhintergrund
eingeschrénkt, wenngleich etwa die Auswirkungen einer Desinfektion deutlich sichtbar gemacht werden
konnen (Abbildung 63). Die Anwendung bei Reinkulturen, die im Labor geziichtet wurden, ist jedenfalls
wesentlich besser mdglich.

KQ, unbehandelt _ KaQ, gechlort

FL3-A
FL3-A

FL1-A FL1-A

Abbildung 63: Gegenilberstellung von Streudiagrammen der Griin- und Rot-Fluoreszenz (Férbung mit CFDA) flir
Proben vor und nach einer Chlorung (Karstquellwasser). Die Anzahl an Detektion rechts der roten Linie betragt
20 000 pro ml furr die unbehandelte Probe (TCC mit SG1: 100 000) bzw. 3 000 pro ml fiir die gechlorte Probe (TCC
mit SG1: 50 000)

53 WACHSTUMSPOTENTIAL
5.3.1 KONZEPT UND GENERELLES VORGEHEN

Mit ,,Wachstumspotential* (WP) ist in der vorliegenden Untersuchung eine auf der DFZ beruhende Methode
zur Beschreibung der bakteriellen Wachstumsdynamik von Wasserproben im Zuge eines Lagerungsversuchs
bezeichnet. Im Wesentlichen besteht die Methode aus einer moéglichst ,,sauberen* Probenahme, einer
Lagerung der Proben unter definierten Randbedingungen und der Bestimmung bzw. dem Vergleich der
DFZ-Ergebnisse vor und nach der Lagerung.
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Um unerwiinschte Einfllsse der Probenahme, des Transports und der Lagerung zu vermeiden, werden an
den gesamten Ablauf der Untersuchung besonders hohe Anspriiche gestellt. So miissen etwa die
Glasgebinde (100 ml) mit Schliffstopfen nicht nur steril sondern auch frei von organischen Riickstanden
sein, die als Nahrungsquelle fir Mikroorganismen dienen kénnten. Schon geringste Mengen an organischem
Kohlenstoff bieten Grundlage fiir eine betrdchtliche Anzahl an neuen Zellen — 1 pug AOC ergibt
gréRenordnungsmagig 107 Zellen (Hammes 2008). Dies wird durch eine griindliche Reinigung (Labor-
Spulmaschine) und Erhitzung der Glasgebinde bei 550 °C fiir mindestens finf Stunden erreicht. Die
Abfillung der Probe — im Normalfall im Mehrfachansatz — erfolgt vor Ort, die randvoll gefiillten Gebinde
werden mittels Schliffstopfen sofort (luftdicht) verschlossen und bis zum Ende der Lagerung im
Khlbrutschrank (u.U. bei verschiedenen Lagerungstemperaturen) nicht mehr getffnet. Dabei muss stets
penibel darauf geachtet werden, eine Beriihrung von mit der Probe in Kontakt kommenden Oberflachen zu
vermeiden. Um mdgliche Lichteinflisse zu vermeiden, muss auf sehr geringe Lichtexposition der Proben bei
Probenahme, Transport und Lagerung geachtet werden. Im Fall von Proben, die einer UV-Behandlung
unterzogen wurde, dient dies konkret der Verhinderung der Anregung von DNA-Reparaturmechanismen.
Die Probenahme fir die Referenzmessung (vor Lagerung) kann mittels Zentrifugenréhrchen (50 ml)
erfolgen, je nach Umfang der Untersuchungen ist hier ein Mehrfachansatz sinnvoll.

Bei biologischen Wachstumsvorgéngen ist durchaus mit einer erheblichen Streuung der Messwerte zu
rechnen. Im Regelfall sollten daher furr jeden Messpunkt (Probe, Lagerungszeit und Lagerungstemperatur)
mehrere Replikate vorgesehen werden.

Fir die DFZ-Messung nach Lagerung sollte darauf geachtet werden, dass eine gute Durchmischung der
Proben gewdhrleistet ist. Die Beurteilung der DFZ-Ergebnisse basiert in erster Linie auf dem Vergleich der
TCC nach Lagerung mit jener des Probenahmetages. Daneben konnen auch eine Anderung des HNA-Anteils
bzw. weiterfihrende Methoden zur Analyse von Signalveranderungen, wie das Cytometric Fingerprinting,
aufschlussreich sein. Damit ist in erster Linie der Einsatz von SG1 als Farbstoff angesprochen. Dartiber
hinaus kann aber auch ein Einsatz weiterer Farbemethoden angedacht werden.

Die Versuchsanordnung erlaubt keine exakte Nachbildung des Verhaltens des beprobten Wasservolumens in
seinem naturlichen Umfeld — also etwa dem Verteilnetz. Dazu ist ein Versuch unter Laborbedingungen
aufgrund der komplexen nachzubildenden Einflussfaktoren (Biofilm, Sediment, FlieRgeschwindigkeit, etc.)
nur begrenzt geeignet (Lautenschlager u. a. 2013). Nichtsdestoweniger liegt ein Zusammenhang zwischen
den beobachteten Wachstumsvorgéangen, der Menge an mikrobiell verwertbaren Wasserinhaltsstoffen, der
Lagerungstemperatur und der Zusammensetzung bzw. dem Zustand der autochtonen Bakteriengemeinschaft
sehr nahe. Damit sollte zumindest in einfacheren Féllen eine Vorhersage prinzipiell méglich sein. Im
Zentrum der Aufmerksamkeit liegt aber eher eine vergleichende Zustandsheschreibung fiir einen konkreten
Probenahmepunkt. Fir den Vergleich kommen neben gleichartigen Messpunkten vor allem auch zeitlich
versetzte Messungen der gleichen Probenahmestelle in Frage. Eine Veranderung in der Wasserressource
muss sich nicht zwingend im Ergebnis einer DFZ-Messung vom Tag der Probenahme zeigen — etwa wenn
die Beeinflussung in geringem zeitlichem Abstand erfolgt ist. So wiirde sich ein Eintrag an Nahrstoffen wohl
erst nach Tagen deutlich bemerkbar machen (Zunahme der TCC). Bei DesinfektionsmalRnahmen kann die
Methode als Viabilitatsuntersuchung angewandt werden — einerseits ist eine absolute Zunahme der TCC,
andererseits eine Erholung der ICC aufschlussreich.

5.3.2 UBERPRUFUNG DER REINHEIT DER GEBINDE

Eine wesentliche Anforderung besteht in der Reinheit der verwendeten Gebinde. Interpretiert man eine
deutliche Zunahme der TCC nach Lagerung als Hinweis auf die Verfuigbarkeit von Nahrstoffen, so ist das
Gebinde idealerweise vollstandig frei von letzteren. Ein unkontrollierter Eintrag von Néhrstoffen ist in
jedem Fall unerwiinscht. Um gereinigte Gebinde auf das Vorhandensein von Nahrstoffen zu Uberprifen,
wurden sie mit einer nativen Wasserprobe (Uferfiltrat) befullt und wie in einem normalen
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Wachstumspotential-Versuch gelagert. VVorab wurde allerdings sichergestellt, dass sich die Probe in der
stationaren Wachstumsphase befindet. Zu diesem Zweck wurde sie vorab in einem gemuffelten 5-1-Gebinde
— dem ProbenahmegefaR — bei 22 °C gelagert und im Abstand einiger Tage wiederholt mit einer sterilen
Pipette beprobt. Sobald keine Zunahme der TCC mehr zu verzeichnen war, wurde die Probe in die zu
testenden 100-ml-Gebinde umgefullt und anschlielend gelagert. Die so behandelten Proben haben im Zuge
der Lagerung nur ein geringes zusétzliches Wachstum gezeigt und insbesondere war der Zuwachs bei allen
Proben in vergleichbarem Ausmali. Daraus l&sst sich ableiten, dass bei der beschriebenen
Gebindevorbereitung mit keiner wesentlichen Kontamination (Nahrstoffeintrag) gerechnet werden muss.
Insbesondere erscheint eine Reinigung der Gebinde mit Salzsdure, wie im Zuge von AOC-Bestimmungen
durchgefiihrt (Hammes und Egli 2007), fiir den beschriebenen Untersuchungszweck nicht zwingend
notwendig, was den Arbeitsablauf erheblich erleichtert.

5.3.3 TEST ZU EINER MOGLICHEN KONTAMINATION BEI DER PROBENAHME

Im Zuge der Probenahme und ihrer Vorbereitung kann es zu einem ungewollten Eintrag von Bakterien
kommen. Gerade im Fall einer Untersuchung von Desinfektionswirkungen ist dies problematisch, da die
autochtone mikrobielle Gemeinschaft wohl meist nicht mehr vermehrungsféhig ist und sich die
eingetragenen Bakterien ohne Konkurrenz vermehren kénnen. Sollte die autochtone mikrobielle
Gemeinschaft dagegen noch intakt sein, ist dagegen eher davon auszugehen, dass sie an die vorherrschenden
Umgebungsbedingungen am besten angepasst ist. Eine einfache Maglichkeit zur Uberpriifung wurde im
vorliegenden Projekt getestet. Dabei wurde eine mit Acetat als Nahrstoffquelle versetzte Wasserprobe
hitzesterilisiert. Mit dieser Testprobe wurde am Ort der Probenahme eine Probenabfillung simuliert, d.h.
auch sie wurde in Glasgebinde abgefullt, mit Schliffstopfen verschlossen und anschlieRend gelagert. Die
Wachstumsbedingungen in der Testprobe sind aufgrund der Acetat-Zugabe verbessert, d.h. auch bei
Einbringung nur weniger Organismen sollte sich bei einer Lagerung bei 22 °C recht bald eine deutliche
Zellvermehrung zeigen. Das Ergebnis dieses Versuchs hat dabei keinen Hinweis auf eine bakterielle
Kontamination erbracht.

5.34 SAUERSTOFFEINTRAG BEI PROBENAHME

Im Rahmen der WP-Versuche kann es gewiinscht sein, den natirlichen Sauerstoffgehalt der Probe mdglichst
wenig zu verandern. Im Zuge von Abflllversuchen (Uferfiltrat-Probenahmestelle) mit Sauerstoffmessung
hat sich gezeigt, dass dies bei raschem Vorgehen mit den verwendeten Gebinden (Schliffstopfen)
einigermaBen gewahrleistet werden kann. Der vor Ort gemessene Gehalt an geléstem Sauerstoff (3 mg/l) hat
sich im Zuge von Abfillung und Transport (Messung nach Ankunft im Labor) sowie Lagerung um
insgesamt nur knapp 1 mg/l erhoht.

5.3.5 ZUGABE VON NATRIUMTHIOSULFAT BEI GECHLORTEN WASSERPROBEN

Die Zugabe von Natriumthiosulfat zur Neutralisation von Restchlor hat im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung bei verschiedenen Wasserproben zu einer starken Zellvermehrung gefiihrt. Dieser Effekt war
dabei unabhangig von der Chlorwirkung, da er auch bei nicht-gechlorten Proben aufgetreten ist, die
testweise mit Natriumthiosulfat versetzt wurden. Die Herstellung einer Natriumthiosulfat-L&sung aus einer
ungedffneten Abfullung in gemuffelten Glasgebinden hat dabei keinen Unterschied ergeben (Ausschluss
einer Kontamination). Im Zuge des bakteriellen Wachstums kam es dar(ber hinaus zu einem Verschwinden
der typischerweise durch Natriumthiosulfat hervorgerufenen Lichtabsorption (UV-VIS-Spektrometrie), was
einen Abbau der Substanz nahelegt.
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54 VERGLEICHBARKEIT DER DFZ MIT ANDEREN METHODEN
54.1 KULTIVIERUNG

Generell ist der Zusammenhang zwischen der aerob mesophilen Keimzahl — der sogenannte
Gesamtkeimzahl — und der Zellzahl der DFZ eher gering (S. Van Nevel u. a. 2017). Ein Grund dafiir ist
sicherlich, dass nur ein sehr geringer Anteil aller Bakterien Gberhaupt kultivierbar ist, wohingegen mit der
DFZ alle Bakterien erfasst werden. Im Rahmen der durchgefiihrten Messkampagne hat sich allerdings
gezeigt, dass zumindest bei bestimmten Messstellen und tiberaus starker Zusammenhang besteht. In
Abbildung 64 sind TCC-Werte gegen die KBE bei 22°C fiir eine mehrmonatige Messreihe mit taglicher
Probenahme dargestellt. Wesentlich fiir den beobachteten Zusammenhang ist sicher die Tatsache, dass das
Niveau der KBE grundsatzlich eher erhoht ist und die meisten Werte groRer null sind (dies ist bei vielen
anderen Messstellen nicht der Fall).

Korrelationskoeff. Pearson: 0.74
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Abbildung 64: Gegeniiberstellung von TCC und KBE (22 °C) fiir eine Messreihe mit taglicher Probenahme.
5.4.2 ATP-BESTIMMUNG

Um einen Vergleich der DFZ Methode mit der ATP Messung anzustellen, wurden zwei verschiedene
Systeme untersucht. Zunéchst wurde ein Inhibierungsversuch mit CIO2 Zugabe durchgefiihrt, bei dem
definierte Mengen von CIO2 (0,05 mg/L — 0,6 mg/L, sowie komplette Abtétung mittels Hitzebehandlung)
einer E.-faecium-Kultur, die sowohl in 0,9%iger NaCl-Ldsung als auch in steril filtriertem Rohwasser
eingebracht wurde (Verdiinnung), zugesetzt wurden. Dabei wurden sowohl die ATP Gehalte ermittelt, als
auch die ICC. Die Ergebnisse sind in Abbildung 65, Abbildung 66 und Abbildung 67 zu sehen. Es ist klar
erkennbar, dass beide Methoden den gleichen Effekt darstellen, die Zugabe von CIO2 bewirkt eine deutliche
Reduktion der lebenden Zellen, welche in der Reduktion des intrazellularen ATPs, bzw. in der Abnahme der
ICC zu sehen ist. Beide Untersuchungen konnten zeigen, dass die in Rohwasser kultivierten Organismen der
ClO2 Zugabe gegeniiber resistenter sind, als die in NaCl kultivierten Organismen. Aufgrund der sehr
geringen ATP Konzentrationen, insbesondere bei in Rohwasser kultivierten Organismen, ist die Abnahme
hierbei nicht ganz so klar erkennbar, wie es der Fall fr einerseits die in NaCl kultivierten Organismen ist
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(die ATP Ausgangskonzentration der unbehandelten NaCl Kultur ist etwa doppelt so hoch, wie in der
Rohwasserkultur) und andererseits fiir die durchflusszytometrisch ermittelte ICC. Dass beide Methoden
miteinander korrelieren ist dennoch erkennbar.
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Abbildung 65: ATP-Bestimmung fiir eine in 0,9%iger NaCl-Ldsung eingebrachte E.-faecium-Kultur nach Cl1O2-
Zugabe. EC ATP, extrazelluléres ATP; IC ATP, intrazellulares ATP.
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Abbildung 66: ATP-Bestimmung fiir eine in steril-filtriertes Rohwasser eingebrachte E.-faecium-Kultur nach ClIO2-
Zugabe. EC ATP, extrazelluléres ATP; IC ATP, intrazellulares ATP.
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Abbildung 67: ICC (bezogen auf TCC der unbehandelten Probe) fir eine mit ClO2 behandelte E.-faecium-Kultur.
NaCl_SG1PlI, in 0,9%iger NaCl-Loésung eingebrachte Organismen; GW_SG1PI, in steril-filtriertes Rohwasser
eingebrachte Organismen.

In einem weiteren Versuch wurde das Wachstumspotential einer Rohwasserprobe mittels ATP und DFZ
nach 7 und 14 Tagen Standzeit untersucht (Lagerungstemperatur 15 °C). Ergebnisse sind in Abbildung 68
und Abbildung 69 zu sehen. Auch hierbei ist grundséatzlich eine ahnliche Entwicklung erkennbar, bei beiden
Methoden ist zu sehen, dass die Zellzahl bzw. der intrazellulare ATP-Gehalt mit andauernder Standzeit
ansteigen. Die Art und Weise, mit der beide Parameter dies tun unterscheidet sich jedoch. Der Anstieg ist
durch ATP Messungen sehr viel starker erkennbar, als durch die Zellzahl.

Insgesamt ist bei beiden Versuchen erkennbar, dass die Zellzahlbestimmungen mit den ATP-Messungen
vergleichbar sind, was die Ergebnisse der Durchflusszytometrie (ICC-Bestimmung) bestétigt.
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Abbildung 68: ATP-Bestimmung fiir eine Rohwasserprobe nach 0, 7 und 14 Tagen Standzeit. EC ATP,
extrazellulares ATP; IC ATP, intrazellulares ATP.
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Abbildung 69: TCC und ICC fiir eine Rohwasserprobe nach 0, 7 und 14 Tagen Standzeit. SG1, SYBR®Green
Farbung; SG1PI, SYBR®Green+Propidiumiodid Farbung.

5.5 DATENAUSWERTUNG

5.5.1 DATENTRANSFORMATION

Durchflusszytometrische Datensétze kdnnen, basiert auf Ausfilhrungen von Finak, et al. (2010), unter
anderem Ausreif3er, asymmetrische und einander tiberlappende Zellgruppen, bzw. solche deren Varianz von
der mittleren Fluoreszenzintensitat abhangt, enthalten. Dies kann wiederum den Gatingvorgang
komplizierter gestalten und beeintrachtigen wodurch auch Analysen bzw. Auswertungen die auf diesen
Vorgang folgen beeinflusst werden. Um die Vergleichbarkeit von verschiedenen Proben zu wahren sollte
eine einheitliche Transformation inklusive dazugehériger Parameter gewahlt werden. Es ist zu beachten dass
gewisse automatische Clusteringmethoden bereits eine Art der Datentransformation inkludiert haben oder
eine solche voraussetzen.

Um die eben beschriebenen Probleme und ihre Auswirkungen zu vermindern wurden verschiedene
Transformationsarten vorgeschlagen. Grundsatzlich ist eine Transformationsart zu wahlen die die
angestrebten Arbeitsschritte wie die Erstellung von Darstellungen, Gating von Datenpunkten und dhnlichem
erleichtert, wobei dabei gleichzeitig eine gute Aufldsung der Zellgruppen tber den gesamten erfassten
Datenbereich erreicht wird.

Far Durchflusszytometrie Datensétze sind verschiedene Transformationsarten gebrduchlich, unter anderem
verschiedene Arten der logarithmischen Transformation und die Areasinus hyperbolicus Transformation.
Waéhrend die logarithmische Transformation zwar eine gute Auflésung tber beinahe den kompletten
Datenbereich liefert, kénnen allfallige negative Werte nicht transformiert werden. Diese Einschrankung
besteht nicht fur die Areasinus hyperbolicus Transformation die in der Nahe des Nullwertes eine lineare
Darstellung und eine logarithmische Darstellung flir hohere Werte liefert.

Fir die Auswertungen und Darstellungen kamen sowohl die logarithmische als auch die Areasinus
hyperbolicus Transformation zum Einsatz.

Abbildung 70 zeigt die Datenpunkte einer durchflusszytometrischen Messung in der Kanalkombination
FL1-H und FL3-H. Auf der linken Seite sind die Werte nicht transformiert. Da sich unter den Datenpunkten
auch Ausreil3er befinden, werden die Datenpunkte in der Darstellung nahe an den Koordinatenursprung
gedrickt, wodurch eine sinnvolle Darstellung nicht méglich ist. Im Vergleich dazu stellt die rechte
Darstellung in dieser Abbildung denselben Datensatz mit einer Areasinus hyperbolicus Transformation dar.
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Der Bereich tiber den die Daten hier aufgespannt sind, ist hier weitaus kleiner. Zudem sind hier die LNA und
HNA Gruppen bereits klar ersichtlich.

Data set ‘871 without transformation Data set 81 with inverse sine hyperbolic transformation

FL3H
FL3-H

:
Lr*’-’
FL1-H FL1-H

Abbildung 70: Untransformierter Datensatz (links) und gleicher Datensatz mit Areasinus hyperbolicus
Transformation (rechts).

552 GATING

Die Grundlagen des sogenannten Gatings, also der Abtrennung von bestimmten Signalbereichen (etwa der
Zell-Detektionen), wurden in Abschnitt 3.5.1 bereits erlautert. Hier sollen in erster Linie einige
datentechnische Strategien vorgestellt werden, die bei der Festlegung dieser Gates helfen kénnen. Daneben
kann aber auch eine Steril-Filtration von Proben Hinweise auf die Positionierung des Gates liefern (siehe
Abschnitt 5.5.2.4).

5521 FESTLEGUNG EINES FIXEN TCC-GATES

Das hier vorgeschlagene VVorgehen beruht auf dem Vorhandensein von vielen représentativen DFZ-
Messungen und einem zufélligen Sampling von Detektionen aus diesen Datensétzen. Auf diese Weise wird
eine Zusammenfassung aller Datensétze zu einem einzelnen, repréasentativen Datensatz erreicht. Das
Sampling kann hierbei entweder von jedem Datensatz eine fixe Anzahl an Detektionen umfassen, oder aber
eine der Gesamtanzahl an Detektionen des jeweiligen Datensatzes proportionalen Anteil. In ersterem Fall
geht jeder Datensatz mit gleichem Gewicht in die Zusammenfassung ein, in letzterem Fall wird die Summe
aller Detektionen (aller Datensatze) besser beriicksichtigt, was zu einer Dominanz von Proben mit einer
hohen Anzahl an Detektionen fuhrt. Die Anpassung einer Kerndichteschatzung an die
Parameterkombination von FL1 und FL3 erleichtert die nachfolgende visuelle Anpassung des Gates (ein
Polygon). In Abbildung 71 ist ein Beispiel fiir dieses VVorgehen zu sehen, wobei gleich mehrere verschiedene
Signalbereiche abgegrenzt wurden (Datenreihe des Online-DFZ).

-92 -



RESULTATE

Farbung mit SG1 Farbung mit SG1+PI
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Abbildung 71: Streudiagramme der Griin- und Rotfluoreszenz (links: SG1, rechts: SG1+PI) mit Giberlagerter
Kerndichteschatzung (rote Linien) und an diese angepasste Gates (griine Linien). Die jeweiligen Datensatze
reprasentieren eine Vielzahl an Datensétzen, die durch Sampling zusammengefasst wurden.

55.2.1.1 ANALYSE DER ABSTANDE DER DETEKTIONEN ZUM GATE

Eine Mdglichkeit zur Beurteilung der Gute der Gate-Festlegung besteht in der Bestimmung des minimalen
Abstandes der Datenpunkte zum Gating-Polygon (Abbildung 72). Als Kenngr6Re kann etwa ein bestimmtes
Quantil der so bestimmten Abstéande herangezogen werden. Liegt ein groRer Anteil an Detektionen in
unmittelbarer Nahe zum Gate, kénnen diese Messungen identifiziert werden. So ist es durchaus mdglich,
dass Proben bestimmter Messstellen schlecht durch das gewéhlte Gate erfasst werden (siehe etwa Abbildung
73).
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Abbildung 72: Histogramm der Minimal-Absténde der Detektionen zweier DFZ-Messungen zum Polygon des Zell-
Gates.
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Abbildung 73: Streudiagramme der Griin- und Rot-Fluoreszenz zweier DFZ-Messungen. Die eingezeichneten Werte
geben die Zu- bzw. Abnahme der TCC-Werte bei einer minimalen Verschiebung (gelber Bereich) der Gate-Grenzen
wieder.

55.2.2 VORGEHEN BEI DER FESTLEGUNG DES ICC-GATES

Die grundsétzliche Uberlegung zur Festlegung des Gates zur Abtrennung der intakten Zellen (ICC) ist jene,
die Signalverteilung von unbeschédigten Zellen, in die PI nicht eindringen kann, als Referenz zu wéhlen. Bei
der Messung von Laborstdimmen ist dabei sichergestellt, dass es sich bei unbehandelten Referenzproben
tatsachlich um vitale Zellen handelt, die auch vermehrungsfahig sind. Im Fall von natiirlichen Wasserproben
ist dies weniger eindeutig und der Nachweis einer Vermehrungsfahigkeit durch Kultivierung (gerade bei
LNA-Zellen) kaum moglich. Betrachtet man die Streudiagramme der Griin- und Rot-Fluoreszenz von
unbehandelten Proben (siehe Abbildung 71) erkennt man — insbesondere an den LNA-Zellen — ein
verstérktes Rot-Signal bei der Farbung mit SG1 und PI. Eine Schadigung der Zellmembranen eines Grofteils
der Zellen ist dabei unwahrscheinlich, schliellich handelt es sich um eine natrliche Bakterienpopulation. Es
erscheint durchaus moglich, dass der beschriebene Versatz von der Fluoreszenz des ungebundenen PI
stammt. Aus diesem Grund sollten auch die Gate-Grenzen im Vergleich zum TCC-Gate so adaptiert werden,
dass sie diesem Umstand Rechnung tragen. Eine genaue Festlegung der Grenzen kann durch den Vergleich
der mittleren Fluoreszenz-Intensitaten (etwa des LNA-Clusters) zwischen SG1-Féarbung und der
Farbstoffkombination SG1 und PI erfolgen.

5.5.2.3 VERWENDUNG DER STREULICHTKANALE

Fur das Gating stehen verschiedenen Signalkombinationen zur Verfugung. Im Zuge des Projekts hat sich
gezeigt, dass im kritischen Bereich der LNA-Zellen, die neben einem nur sehr schwachen Fluoreszenzsignal,
auch ein ebensolches Streulichtsignal aufweisen, eine Unterscheidung vom Signalhintergrund mithilfe
letzterer kaum mdglich ist. Davon abgesehen ist eine Unterstiitzung des TCC-Gatings jedoch gegeben. So
weisen bei einzelnen Messungen manche Detektionen im Fluoreszenz-Signalbereich der Zellen sehr starke
Streulichtsignale auf, die weit Uber jenen herkdmmlicher Zellen (auch Labor-Stdmme) liegen. Eine
Ausscheidung dieser Detektionen scheint daher in diesen Extremfallen gerechtfertigt. Im Zuge der
fortschreitenden Gerateentwicklung ist zu erwarten, dass die Signalauflésung und der daraus ableitbare
Informationsgehalt zunehmen.

55.24 MESSUNG VON STERIL-FILTRIERTEN PROBEN
Die Messung von gefarbten, steril-filtrierten Proben (0,1 um) kann einerseits dazu genutzt werden, zu

ermitteln, ob Detektionen im Signalbereich der Zellen aufscheinen, obwohl dies aufgrund der bekannten
BakteriengrofRen eher unwahrscheinlich ist (Duda u. a. 2012), andererseits lassen sich Informationen Gber
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den Signalhintergrund (auBerhalb des Signalbereichs der Zellen) erhalten. Im Umkehrschluss heif3t das aber
natirlich nicht, dass alles was durch die Filtration entfernt wurde, einem Organismus entspricht. Im Hinblick
auf die Festlegung des Zell-Gates gilt dabei jedenfalls, dass dieses bei einer solcherart behandelten
Wasserprobe idealerweise keine Detektionen enthdlt, da keine Bakterien in der Probe verbleiben sollten.
Andererseits ist es moglich, dass Zellen im Bereich des Signalhintergrunds aufscheinen (schwache Signale),
d.h., dass keine scharfe Abtrennung méglich ist.

In Abbildung 74 sind Streudiagramme exemplarischer DFZ-Messungen von Proben vor und nach einer
Filtration (1 | gefilterters Probenvolumen, Membranfilter PALL Supor® PES mit 47 mm Durchmesser)
dargestellt. Es zeigt sich nun, dass eine Filtration mit einem Filter von 0,1 um PorengréRRe die Detektionen
im Bereich der Zell-Detektionen der ungefilterten Probe fast vollstdndig entfernt. Lediglich in den
Randbereichen des eingezeichneten Zell-Gates sind einzelne Detektionen zu verzeichnen. Damit kann die
Aussage getroffen werden, dass praktisch alle Detektionen im Zell-Gate der unfiltrierten Probe groRer als
0,1 um sein missen. Im Fall einer Filtration mit einer Porengréfe von 0,2 um verbleiben bei der
dargestellten Messung einige Detektion im Signalbereich der Zellen. Letzteres ist eine in der vorliegenden
Untersuch hiufig gemachte Erfahrung — ein Partikel-Ubertrag von vorangegangen Messungen (Carry-Over)
kann jedenfalls als Ursache ausgeschlossen werden — und ist auch in der Literatur beschrieben (Elhadidy

u. a. 2016). Der Einfluss der Filtration auf den Signalhintergrund ist demgegentber schwieriger
festzumachen. Im Fall der Messungen aus Abbildung 74 zeigt sich fur die 0,1-um-Filtration keine
Reduktion, im Fall der 0,2-um-Filtration dagegen eine sehr deutliche Reduktion. Auch dies ist insofern eine
typische Beobachtung, als dass sich der Signalhintergrund im Zuge der gesamten Messkampagne als sehr
variabel mit bis dato nicht geklarter Ursache erwiesen hat.

RW-UF RW.-UF filtriert (0,1 um) RW-UF filtrlert (0,2 um)

Abbildung 74: Streudiagramm der Griin- und Rot-Fluoreszenz von DFZ-Messungen eines Uferfiltrat-Rohwassers
(ungefiltert, Filtration mit 0,1 zm sowie 0,2 um PorengrdfRe) mit Uberlagerter Dichteschétzung (rote Linien) und
Zell-Gate (blaue Linien).

553 VORGEHENSWEISE BEI MEHRFACHBESTIMMUNGEN

Die durchflusszytometrischen Messungen werden grundsétzlich in einer Dreifachbestimmung und in
selteneren Féllen in einer Zweifachbestimmung ausgefiihrt. Zudem bestehen fallweise aufgrund der Anzahl
der abgefullten Zentrifugenréhrchen bei der Probenahme mehrere Zwei- oder Dreifachbestimmungen. Fiir
bestimmte Auswertungen und auch Darstellungen ist es erforderlich aus den vorhandenen Zwei- bzw.
Dreifachbestimmungen eine Messung zu wéhlen, wobei hierfir drei Strategien vorgeschlagen werden.

Grundsétzlich ist darauf hinzuweisen, dass bei der Abflillung mehrerer Zentrifugenréhrchen der
Probenahmezeitpunkt nicht mehr ident ist, was unter anderem eine veranderte Wassermatrix bedeuten kann.
Ferner besteht die Moglichkeit dass ein Teil der durchgefiihrten Messungen einer Dreifachbestimmung
fehlerhaft ist. Um diesen Umstanden Sorge zu tragen und um aufgrund der zur Auswertung gelangenden
Anzahl der Messungen keinem Zentrifugenrdohrchen und somit keiner Wasserprobe héheres Gewicht
zuzusprechen, werden die einzelnen Dreifachbestimmungen zuerst isoliert voneinander betrachtet.
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5.53.1 KOMBINATION DER MESSDATEN

Hierbei werden die bei den Messungen aufgenommenen Events zu einem Datensatz zusammengefasst.
AnschlieRend erfolgt die Berechnung der Zellzahlen pro definiertem VVolumen, wobei hier auf das gednderte
Probenvolumen Riicksicht genommen werden muss. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass
beziiglich Analysen in denen die Position der einzelnen Datenpunkte eine Rolle spielt, alle aufgenommenen
Events zur Auswertung gelangen.

5.5.3.2 MITTELWERTBILDUNG AUS TCC UND ANZAHL DER HNA-ZELLEN

Diese Strategie findet beim Vorhandensein einer Zweifachbestimmung bzw. zweier Dreifachbestimmungen
nach der Auswahl der Messungen, Anwendung. Hier wird der arithmetische Mittelwert der Zellzahlen der
beiden Messungen gebildet, wodurch dem Nutzer fiir allfallige weitere Auswertungen diese Werte zur
Verfligung stehen.

5.5.3.3 DISTANZANALYSE DER MESSUNGEN ZUEINANDER

Beim Vorliegen einer oder mehrerer durchflusszytometrischen Dreifachbestimmungen einer Wasserprobe,
wird, wie zuvor beschrieben, zuerst jede dieser Dreifachbestimmungen isoliert betrachtet. Die
Vorgehensweise zielt darauf ab jene Messung zu finden die in Summe die geringste skalierte Distanz zu den
anderen Messungen aufweist. Dazu erfolgt zuerst die Berechnung der jeweiligen Total- und HNA-Zellzahlen
pro definiertem Volumen. Im Anschluss werden sowohl die Totalzellzahlen und HNA-Zellzahlen getrennt
voneinander skaliert, wodurch der Mittelwert null und die Varianz eins betrégt. Abbildung 75 zeigt
Beispielhaft die Positionen der Messungen und die jeweiligen Distanzen zueinander in zwei-dimensionaler
Darstellung. Durch Berechnung der Distanzmatrix der Punkte zueinander ergeben sich fir jede Messung die
Distanzen zu den anderen Messungen. Anhand der Summenbildung und anschlieRender Wahl der kleinsten
Summe erfolgt die Wahl der Messung.

Bestehen nun zum Beispiel zwei Dreifachbestimmungen, so wird der eben beschriebene Arbeitsablauf flr
beide Dreifachbestimmungen getrennt durchgefiihrt wobei anschlieBend fiir die zwei verbliebenen
Messungen die Mittelwertbildung erfolgt. Im Falle von drei Dreifachbestimmungen erfolgt der Vorgang
wiederum fir jedes Triplet, wobei hier schlussendlich wiederum drei Messungen verbleiben. Dadurch kann
hier auf die Mittelwertbildung verzichtet werden und wiederum die Distanzanalyse zum Einsatz kommen.
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Abbildung 75: Distanzanalyse beim Vorliegen einer Dreifachbestimmung.

554 CYTOMETRIC FINGERPRINTING

In Abschnitt 3.5.2 wurden die Grundlagen des Cytomteric Fingerprintings bereits vorgestellt. Die Methode
erlaubt es, die multidimensionale Datenstruktur aus Einzeldetektionen in Form von sogenannten Fingerprints
zusammenzufassen und zwischen verschiedenen Datensatzen vergleichbar zu machen. Die genannten
Fingerprints sind somit auch eine weiterfilhrende Datenverarbeitung geeignet und kénnen somit als
Zwischenschritt zwischen Rohdaten und statistischer Auswertung dienen (Rogers u. a. 2009).

Der erste Schritt in der Anwendung besteht in der Anpassung eines gemeinsamen Auszéahlrasters (,,Bin-
Modell“) an die zu vergleichenden Datensatze (siehe Abbildung 6). Die wesentliche Eigenschaft ist jene,
dass die einzelnen Bins im Schnitt die gleiche Anzahl an Detektionen enthalten. Der Algorithmus geht dabei
in der Festlegung der Bin-Grenzen rekursiv vor, indem er in jedem Teilungsschritt jenen Parameter wahlt,
der die hochste Varianz enthélt und einen Trennung im Median vornimmt. Die Bins sind dabei in der Anzahl
der Dimensionen grundsétzlich nicht beschrankt. Fir die Anpassung des Modells kann etwa aus allen
Datensétzen eine bestimmte Anzahl an Detektionen gesampelt werden. Anhand des gemeinsamen Bin-
Modells wird nun jeder Datensatz ausgezahlt. Es wird also ermittelt, wie viele Detektionen in ein bestimmtes
Bin fallen. Wenn ein Datensatz vom gemeinsamen Durchschnitt abweicht, dann enthalt sein Auszéhlungs-
Vektor (der Fingerprint) sehr unterschiedliche Werte (rote Linie in Abbildung 76). Stimmt er mit dem Bin-
Modell, das einen gemeinsamen Durchschnitt reprasentiert, (iberein, enthalt sein Fingerprint nur sehr
dhnliche Werte.
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Abbildung 76: Darstellung der normalisierten Fingerprints — das Bin-Modell basiert auf den Parametern FL1 und
FL3 der Zell-Detektionen — aller Datensétze einer Messreihe (Uferfiltrat-Standort, Farbung mit SG1). Jener
Fingerprint mit der gréfiten Abweichung ist rot dargestellt.

Durch eine Normalisierung der Auszahlungen mit der jeweiligen Gesamtanzahl an Detektionen des
Datensatzes lassen sich Unterschiede zwischen den Fingerprints als strukturelle Abweichung interpretieren.
Zwei Datensétze, deren Signalverteilungen ident sind, die sich aber in der Gesamtanzahl an Detektionen
unterscheiden, haben nach der Normalisierung einen gleichen Fingerprint.

In einem n&chsten Schritt kénnen die Fingerprints dazu verwendet werden, neue Gates zu definieren
(Roederer und Hardy 2001). Dieses kann etwa aus den Bins mit den maximalen Abweichungen bestehen
(Abbildung 77). Man kann es anschlieRend einsetzen, um in den anderen Datensédtzen nach gleichartigen
Abweichungen in diesem Signalbereich zu suchen.
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Abbildung 77: Streudiagramm der Griin- und Rot-Fluoreszenz jenes Datensatzes einer Messreihe, der die grofite
Bin-Abweichung enthalt. Je starker die Rotfarbung, desto gréRer die Abweichung vom durchschnittlichen
Fingerprint.

Eine andere Mdglichkeit die FPs zu verwenden, besteht darin mithilfe eines Clusterings — basierend auf den
Distanzen der FPs zueinander — Gruppen zu finden. Das in Abbildung 78 dargestellte Dendrogramm legt
nahe, dass die Datensétze der genannten Messreihe aus zwei groRe Gruppen und einem deutlich
unterschiedlichen Datensatz bestehen. Letzterer entspricht dem rot dargestellten Fingerprint in Abbildung
76.
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Abbildung 78: Darstellung eines auf den paarweisen Distanzen der Fingerprints beruhenden hierarchisch
agglomerativen Clusterings in Form eines Dendrogramms.

Eine weitere Mdéglichkeit eine Gruppierung mithilfe der paarweisen Distanzen (hier sind verschiedene
Distanzmal’e moglich) zu ermitteln, sind Darstellungen auf Basis einer PCA (Hauptkomponentenanalyse)
oder MDS (multidimensionale Skalierung). Zu letzterem siehe Abbildung 99.

Die Methode ist sehr sensitiv gegentber nicht-biologischen Signaldnderungen, etwa aufgrund einer
Geratealterung oder einer Anderung des Messprotokolls. Daher ist die Uberpriifung von Auffalligkeiten
bzw. eine Korrektur von Signaldnderungen hier besonders sinnvoll (siehe Abschnitt 5.1.3.1).

5.5.5 CLUSTERANALYSE ZUR LNA-HNA-ABTRENNUNG

Wie in Kapitel 3.5.1 ausgefihrt, ist es nach Kétzsch, Alisch und Egli (2012) nur in seltenen Fallen
erforderlich die Gates bzw. die Region Ranges zu korrigieren, da sich nur die Form und GroR3e der
Zellcluster dndert nicht aber ihre Position.

Die Abtrennung der LNA-Zellen von den HNA-Zellen ist, neben den in Kapitel 3.5.1 vorgestellten
Vorgehensweisen auch mittels der Software ,,R*“ mdglich, die eine automatische Abtrennung unter
Ber(cksichtigung einer Vielzahl von durchflusszytometrischen Messungen erlaubt. Hierbei bedient man sich
unter anderem der statistischen Methode des Clusterings, wodurch die sich innerhalb des Gates befindlichen
Datenpunkte in Gruppen bzw. in sogenannte Cluster eingeteilt werden. Anschliefend wird die Gerade
welche die Zentren der erhaltenen Cluster verbindet mit der Geraden die die Gruppen abgrenzt geschnitten,
wobei der FL1-H-Wert des erhaltenen Schnittpunktes die Position der Abtrennung festlegt. Diese Methode
bietet im Vergleich zu der von Kétzsch, Alisch und Egli (2012) beschriebenen VVorgehensweisen den
Vorteil, dass nicht nur die in den Optionen zur Abtrennung der LNA- von den HNA-Zellen verwendeten
Parameter FL1-H bzw. FL1-H und SSC-H genutzt werden kdnnen, sondern auch die Kanalkombination fur
das urspriingliche Gating herangezogen werden kann. Somit stehen flr die Abtrennung drei Kanale zur
Verfugung, ndmlich FL1-H, FL3-H und SSC-H. Zudem erfolgt die Abtrennung im Vergleich objektiv,
wobei hier darauf hingewiesen werden muss, dass die Art und die gewahlten Einstellungen des gewéhlten
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Clusteralgorithmus Einfluss auf die Abtrennung nehmen kann. Die automatische Abtrennung kann bei
Wasserproben bei denen eine manuelle Abtrennung mit den von Kétsch, Alisch und Egli (2012) erlauterten
Optionen auf Grund von zum Beispiel fehlenden Dichteveranderungen (Dichteminimum) im Ubergang
zwischen den zwei Gruppen durchaus zum Vorteil gereichen. Im Folgenden wird die VVorgehensweise zur
Erlangung dieser Abtrennung mit der Software ,,R“ unter der Einsetzung des Clusteringalgorithmus
»flowClust* erlautert.

Als Datengrundlage fur die Erfassung der Abtrennung wird eine durchflusszytometrische Messung
herangezogen. Im Falle des Vorliegens einer Mehrfachmessung kann wie in Kapitel 5.5.3 ausgefiihrt,
vorgegangen werden. Da flr die weitere Vorgehensweise nur die als Zellen angesehenen Datenpunkte
erforderlich sind, werden diejenigen die sich auBerhalb des vorher bestimmten Gates (siehe Kapitel 3.5.1), in
der Parameterkombination FL1-H — FL3-H, befinden vom Gesamtdatensatz getrennt (siehe Abbildung 79).

Background-Signal ~ -..:0
R

FL3-H

Gate

FL1-H

Abbildung 79: Abtrennen der Datenpunkte die sich auerhalb des Gates befinden, wobei die in Rot eingefarbten
Punkte fiir die weitere Auswertung herangezogen werden..

Es sei darauf hingewiesen, dass auch hier eine vorhergehende Transformation der Daten und der Gate
Grenzen mit der Areasinus hyperbolicus Transformation erfolgt. Zunéchst werden die Datenpunkte mit Hilfe
eines ausgewahlten Clusteringalgorithmus in Gruppen eingeteilt. Da hier die Unterteilung zwischen LNA-
und HNA-Zellen erfasst werden soll, ist es angebracht dem Algorithmus die Anzahl der gewiinschten
Gruppen bzw. Cluster, in diesem Fall zwei, vorzugeben. Das Ergebnis beinhaltet bei der Verwendung des
oben erwdhnten Algorithmus eine Zuteilung eines jeden Datenpunktes zu einer der zwei Gruppen (siehe
Abbildung 80).
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Abbildung 80: Einteilung der Datenpunkte in zwei Gruppen (Clustering).

Obwohl ab diesem Arbeitsschritt schon eine Abtrennung der LNA- von den HNA-Zellen erfolgt ist und
durch die Gruppenzuteilung eines jeden Punktes auch die Konzentrationsberechnung hinféllig ist, kann aus
Grinden der Vergleichbarkeit der Methoden und der Festlegung eines allgemein giltigen Trennungswertes
ebendieser ermittelt werden.

Dazu ist, wie bereits oben angemerkt, die Ermittlung der diese Gruppen trennenden Geraden von Noten,
welche durch die Nutzung der linearen Diskriminanzanalyse erfolgt. Diese Methode bietet laut Fisher (1936)
die Mdoglichkeit, unter Voraussetzung der Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit von Datenpunkten eine
lineare Grenze zwischen den zwei Gruppen zu finden. Durch das Vorliegen dieser Grenze kdnnen im
Anschluss wiederum Punkte deren Zugehdrigkeit unbekannt ist, zu einer dieser Gruppen zugeteilt werden.
Bei dieser Anwendung wird also eine lineare Diskriminanzanalyse der beiden Fluoreszenzkanale in
Abhangigkeit zur Gruppenzugehdrigkeit durchgefiihrt. Um nun die trennende Gerade bzw. ihre
beschreibenden Koeffizienten aus dem Ergebnis dieser R-Funktion zu ermitteln, wird zundchst ein
feinmaschiges Punktenetz Uber den gesamten Datenbereich gelegt, wobei flr jeden dieser Punkte die
Zugehorigkeit zu einer dieser Gruppen bestimmt wird (Vergleiche Abbildung 81 und Abbildung 82).
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Abbildung 81: Vorgang der Ermittlung der abgrenzenden Gerade mittels linearer Diskriminanzanalyse. Das
anschlielRend Uber den gesamten Datenbereich gelegte feinmaschige homogene Punktfeld dient zur Klassifizierung
der einzelnen Bereiche und anschlieBender Ermittlung der Geradenkoeffizienten.
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Abbildung 82: Ergebnis der Klassifizierung eines jeden Punktes des Punktefeldes zur Ermittlung der
Geradenkoeffizienten.

Durch berechnen der Konturlinie zwischen den beiden Gruppen ergibt sich der Verlauf der Trenngerade in
Form einer Vielzahl von Punkten, welche die Gerade beschreiben. Unter Anwendung eines linearen Modells
kdnnen aus diesen wiederum die Koeffizienten der Gerade berechnet werden.
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Zudem werden mit Hilfe eines weiteren linearen Modells die Koeffizienten der Gerade berechnet welche die
Zentren der LNA- und HNA Gruppen verbindet, wobei die Zentren ebenfalls aus dem Ergebnis der linearen

Diskriminanzanalyse bezogen werden kénnen. Mit der Berechnung des Schnittpunktes der beiden erhaltenen
Geraden, ergibt sich der FL1-H-Wert welcher die Trennung der LNA- von der HNA-Gruppe definiert (siehe
Abbildung 83).

FL3-H

Il
ok
o

FL1-H

Gruppe @ HNa-Zeten @ LNa-Zeten

Abbildung 83: Beispiel eines Ergebnisses der automatischen LNA-HNA-Abtrennung. Durchgefuhrt fur eine
durchflusszytometrische Messung.

Wird diese Vorgehensweise nun fur eine Vielzahl von durchflusszytometrischen Messungen durchgefiihrt,
so erscheint es durchaus logisch dass die ermittelte Grenze auf dem Kanal FL1-H fir jede dieser Messungen
leicht unterschiedlich ist. Hierbei sollte jedoch darauf geachtet werden, dass diese Messungen mit dem
gleichen Durchflusszytometer aber auch den identischen Geréte- und Messeinstellungen vorgenommen
wurden, um etwaige Grenzverschiebungen durch unterschiedliche Gerétecharakteristika zu verhindern.

Da es jedoch durchaus sinnvoll ist nur einen Wert zur Abtrennung zu verwenden, besteht die Moglichkeit

die Dichteverteilung der einzelnen Trennwerte zu betrachten und dass Dichtemaximum als Wert zu wéhlen
(siehe Abbildung 84).
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Abbildung 84: Ergebnis der LNA-HNA-Abtrennung fir vier durchflusszytometrische Messungen. Wahl der Grenze
durch Ermittlung des Dichtepeaks der einzelnen errechneten Trennwerte.

Das Ergebnis solch einer Analyse fir eine Vielzahl von durchflusszytometrischen Messungen kann auch in
Form einer Darstellung der Dichteverteilungen der einzelnen Messungen erfolgen. Zwei solche Beispiele
sind in Abbildung 85 und Abbildung 86 angefiihrt. Beim ersten Beispiel handelt es sich um Proben einer
Quellmessstelle wahrend es sich bei der zweiten um Proben einer Uferfiltrat-Messstelle handelt. Hier sei
einerseits auf den Unterschied zwischen den Trennwerten der beiden Beispiele und andererseits auf die
Unterschiede zwischen den Trennwerten der Beispiele und den von der EAWAG vorgeschlagenen
Trennwert hingewiesen, der in Form eines Auswerte-Templates fiir den Accuri® C6 zur Verfigung steht
(BD Biosciences 2018).
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Abbildung 85: Beispiel einer Dichteverteilung (FL1-A) einer Vielzahl von DFZ-Messungen einer Quellen-Messstelle
mit eingetragener LNA-HNA-Abtrennung nach der beschriebenen Methode (blau) und Vorschlag der Abtrennung
nach EAWAG (griin).
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Abbildung 86: Beispiel einer Dichteverteilung (FL1-A) einer Vielzahl von DFZ-Messungen von Proben einer

Uferfiltrat-Messstelle mit eingetragener LNA-HNA-Abtrennung nach der beschriebenen Methode (blau) und
Vorschlag der Abtrennung nach EAWAG (griin).
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5.5.6 DETAILBETRACHTUNG VON MESSREIHENABSCHNITTEN

Werden durchflusszytometrische Messungen Uber einen langeren Zeitraum durchgefiihrt, so besteht die
Mdglichkeit dass zum Beispiel die Totalzellzahl einen Peak aufweist. Die bereits vorgestellten Methoden
des Cytometric Fingerprinting (Kapitel 3.5.2) und die Clusteranalyse (Kapitel 3.5.3) ermdglichen es, fur
den/die Nutzer/in interessanter Abschnitte einer Messreihe genauer zu analysieren. Ublicherweise steht der
Zeitbereich, welcher genauer analysiert werden soll, am Beginn der Methode fest. Um die VVorgehensweise
erklaren zu kénnen, wird jedoch ein vorhergehender Schritt eingefiigt in welchem der Zeitabschnitt von
Interesse gewahlt wird.

Zu Beginn wird jeder der durchflusszytometrischen Datensétze der Messreihe dem Gating unterzogen,
transformiert und Werte wie Totalzellzahl und HNA-Anteil erfasst. Abbildung 87 veranschaulicht sowohl
Totalzellzahl als auch HNA-Anteil sowie den ausgewéhlten Zeitabschnitt.

ol by

Messung

Zellen par mi

HNA-Anteil

Abschnitt von Interesse

Abbildung 87: Zellzahlen pro Milliliter und HNA-Anteil einer Messreihe. In Rot hinterlegt der Abschnitt fiir den eine
genauere Untersuchung erfolgen soll.

Fir die weitere Auswertung werden ab diesem Zeitpunkt nur mehr die Datensatze benutzt die in den in der
vorhergehenden Abbildung Rot hinterlegten Abschnitt fallen.

Da ein Modell benétigt wird um Fingerprints von einzelnen Messungen zu erstellen, wird ein solches mittels
einer Funktion aus dem Package ,,flowFP* erstellt (Rogers u. a. 2009). Bei dieser VVorgehensweise wurde
dieses Modell fiir die Kanéle FL-A und FL3-A mit einer Gesamtanzahl von 32 Bins erstellt. Darauf folgend
werden mittels der Funktion ,,flowFP*, des gleichen Packages, Fingerprints fur die einzelnen Datensétze
generiert. Ein Ergebnis das aus diesen Fingerprints weiterverwendet werden kann, sind die sogenannten
Counts. Diese geben an, wie viele der Datenpunkte sich in jedem Bin befinden (Holyst und Rogers 2018).

Bei der multidimensionalen Skalierung handelt es sich um eine Darstellung von Ahnlichkeiten und
Beziehungen von Daten, tiblicherweise im zwei- oder dreidimensionalen Raum. Dabei handelt es sich bei
jedem der Punkte in dieser Darstellung um ein Objekt in den Ausgangsdaten, wobei die Distanzen zwischen
den Punkten die Ahnlichkeiten wiedergeben (Basalaj 2001).
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Nach der Standardisierung der fir jeden Datensatz vorliegenden Counts werden diese einer
multidimensionalen Skalierung im zweidimensionalen Raum und einer hierarchischen agglomerativen
Complete-Linkage-Clusteranalyse (siehe Kapitel 3.5.3) unterzogen, deren Ergebnis als Dendrogramm
darstellbar ist. Durch die Betrachtung des Ergebnisses des Clusterings kann ein geeigneter Punkt gewéhlt
werden, an der das Clusterdiagramm geschnitten wird. Im vorliegenden Fall scheint eine Aufteilung in drei
Gruppen passend zu sein. Die Einzelmessungen die der jeweiligen Gruppe zugehdrig sind, werden
dementsprechend eingefarbt (siehe Abbildung 88).

Diese Abbildung zeigt die bisher erhaltenen Ergebnisse der Methode. Wie oben beschrieben, wurde das
Ergebnis der Clusteranalyse in Form von einem Dendrogramm dargestellt. Fir die Darstellung der
multidimensionalen Skalierung wurde den einzelnen Datensétzen die Farbe der Gruppenzugehdrigkeit aus
der Clusteranalyse zugeteilt. Wie sich in der Abbildung zeigt, stimmt die gewéhlte Anzahl der Gruppen gut
mit den dargestellten Gruppen der multidimensionalen Skalierung tberein. Zudem wurden die Ganglinien
der Totalzellzahl und des HNA-Anteils dargestellt wobei auch hier die gewahlte Gruppenanzahl mit den
jeweiligen Farben veranschaulicht wurde. Wie ersichtlich ist sind die Messungen die zur Roten Gruppe
gehoren vor dem TCC-Peak zu finden, wéahrend der Peak selbst bzw. der abfallende Ast zur Blauen bzw. zur
Griinen Gruppe gehort.
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Abbildung 88: Darstellung der Clusterergebnisse, multidimensionaler Skalierung, sowie der Totalzellzahl und HNA-
Anteil mit jeweiliger farblicher Zuordnung zu den bei der Clusteranalyse erhaltenen Gruppen..

Die standardisierten Counts kénnen auch in Form von Ganglinien tiber die Anzahl der Bins dargestellt
werden. Auch hier besteht die Mdglichkeit die Farbgebung der durch die Clusteranalyse erhaltenen
Gruppeneinteilung zu tbernehmen. Um den grundséatzlichen Verlauf dieser einzelnen Ganglinien darstellen
zu konnen wird flr jede Gruppe und fir jeden der Bins der Median ermittelt und dieser mit erhéhter
Strichstarke den einzelnen Ganglinien Uberlagert (siehe Abbildung 89). Es ist ersichtlich, dass sich die
Gruppen vor allem in einem Bereich in dem sich die héheren Bins-Zahlen befinden stérker unterscheiden.
Beim Blick auf Abbildung 90 wird klar, dass sich diese Bins eher im Bereich rechts oben befinden und daher
eher auf Unterschiede in den HNA-Zellzahlen reagieren.
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Abbildung 90: Verteilung und Nummerierung der Bins.
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Einen weiteren Hinweis auf die Unterschiede zwischen den gefundenen Gruppen kénnen zum Beispiel die
Dichteverteilungen geben. Um die Dichteverteilung im Kanal FL1-A der einzelnen Gruppen darzustellen,

muss darauf Ricksicht genommen werden, dass unterschiedliche Gruppen eine unterschiedliche Anzahl an
durchflusszytometrischen Messungen beinhalten kann. Da keine der Messungen gegeniiber anderen starker
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gewichtet werden soll, werden von jeder Messung exakt 1 000 Messpunkte zufallig gezogen und diese zu
einem Datensatz zusammengefasst. Im Hinblick auf die Anzahl der Messungen in einer Gruppe (siehe
Abbildung 88) besitzt die Gruppe ,,Rot* sechs Messungen und somit 6 000 Datenpunkte, wahrend Gruppe
,Griin“ und Gruppe ,,Blau” jeweils drei Messungen und somit 3 000 Datenpunkte haben. Die daraus
resultierenden Dichteverteilungen sind in Abbildung 91 ersichtlich. Vergleicht man an dieser Stelle die
Fingerprints in Abbildung 89, mit den Dichteverteilungen unter zu Hilfenahme der Binverteilung in
Abbildung 90 so sind die Gruppen vor allem im héheren Bereich der Bins klar erkennbar.
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Abbildung 91: Dichteverteilungen der bei der Clusteranalyse festgelegten Gruppen.

Um den Verlauf der Verdnderungen im gewahlten Bereich der Messreihe an Hand der durch die
Clusteranalyse gefundenen Gruppen darzustellen, wurden aus den Gruppendatensétzen nochmals aus jeder
Gruppe wahllos 1 000 Datenpunkte herausgenommen. Zudem wurden die Unterschiede zwischen den
Gruppen an Hand der Datenpunkte die sich in den jeweiligen Bins befinden berechnet. Die Ergebnisse
befinden sich in Abbildung 92, wobei sich in der ersten Zeile die Scatterplots der Gruppen, in der
Kanalkombination FL1-A und FL3-A, befinden und zwar in der Anordnung des Auftretens im gewahlten
Bereich der Messreihe. In der zweiten Zeile der Abbildung werden die Unterschiede zwischen den Gruppen
auf Bin-Ebene dargestellt. Dabei stellt zum Beispiel eine griine Einfarbung eine Abnahme an Datenpunkten
im jeweiligen Bin zwischen den zwei Uber dem Diagramm erwahnten Gruppen dar, wahrend eine rote
Einfarbung eine Zunahme darstellt. Je nach Farbséttigung kann somit zwischen einer schwacheren oder
starkeren Zu- bzw. Abnahme ausgegangen werden. Fehlt die Einfarbung, sprich der Bin bleibt weil3, so
findet zwischen den Gruppen keine Veranderung der Anzahl der Datenpunkte in diesem Bin statt. Obwohl
im ausgewahlten Zeitabschnitt kein Wechsel der Gruppe ,,Griin* auf Gruppe ,,Rot“ stattfindet, wurde dieses
Diagramm aus Grinden der Vollstandigkeit hinzugefligt um auch die Unterschiede zwischen diesen zwei
Gruppen zu veranschaulichen.
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Abbildung 92: Scatterplots der einzelnen Gruppen bzw. Darstellung der Veranderung zwischen jeweils zwei
Gruppen auf Bin-Ebene (rot: Zunahme; grin: Abnahme)

5.6 NACHWEIS EINZELNER BAKTERIENARTEN IN DER
DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit in verschiedenen Versuchsreihen getesteten Bakterienstamme —
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus carnosus, Listeria innocua, Escherichia coli, Enterococcus
faecium, Enterococcus faecalis, Microbacterium lactium —, Hefen — Rhodotorula glutinis —, Cyanobakterien
— Synechococcus nidulans — bzw. Algen — Chlorella vulgaris, Pseudokirchneriella subcapita — sind auf Basis
einer einfachen SG1-Farbung zumindest teilweise unterscheidbar. Einige der genannten Stdmme lassen sich
dabei aber nur schlecht anféarben, d.h. es wird entweder nur eine geringe Signalintensitét erzielt bzw. ist
diese sehr inhomogen tber die Zellpopulation verteilt (etwa E. coli, Abbildung 93). Die Anfarbung ist dabei
sicherlich auch vom physiologischen Zustand der Zelle abhéngig. Eine Schédigung etwa durch Erhitzen
kann dabei fiir die Anfarbbarkeit forderlich sein (beispielsweise fiir E. coli, Abbildung 93). Neben dem
Fluoreszenzsignal kann auch das Streulichtsignal des DFZ charakteristisch fiir die verschiedenen Stamme
sein. Da dieses von Grolie und Granularitat der Zelle abhé@ngt und diese Eigenschaften wiederum nicht
unabhéngig von den Umsténden der Kultivierung zu sehen sind, ist auch hier mit einer Bandbreite an
Signalintensitaten zu rechnen, die die Abgrenzbarkeit zu anderen Stdmmen erschwert.
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E.coli, unbehandelt E.coli, erhitzt
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Abbildung 93: Streudiagramme der Griin- und Rot-Fluoreszenz zweier DFZ-Messungen eines E.coli-Stammes,
sowohl unbehandelt als auch erhitzt (10 Minuten bei 70 °C). Rot eingezeichnet das TCC-Gate fiir normale
Wasserproben

Auf Basis der derzeitigen Geréatetechnik und mit dem Farbeprotokoll unter Verwendung von SG1 kann
daher wohl nicht davon ausgegangen werden, dass natiirliche, sehr vielfaltige Mischpopulationen aus
oligotrophen Grundwassern quasi in ihre Bestandteile aufgeldst werden kénnen. Dies ist aber etwa fir
biotechnologische Prozessablaufe, die nur auf einigen wenigen verschiedenen Arten basieren, vorstellbar
und wurde auch bereits beschrieben. Gleichwohl kénnen die Messungen als Rahmen fungieren, der etwa
relative Aussagen Uber bestimmte Detektionen in natiirlichen Wasserproben zulésst. So sind
Signalintensitaten, die jene von unter optimalen Bedingungen kultivierten Laborstdmmen Ubersteigen,
durchaus als auRergewdhnlich einzustufen.

MIKROBIOM (NGS) - METHODIK

DIE ANWENDUNG ERFOLGTE AUF BASIS der in Kap. 0 optimierten Vorgehensweise zur
NGS-Methode.

5.7 REPRODUZIERBARKEIT DER ERGEBNISSE

An einem Uferfiltratstandort wurden im Friihjahr 2017 zu drei Zeitpunkten aus mehreren Brunnen NGS-
Proben gezogen. In jeder dieser Proben wurde die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft dreifach
bestimmt, um die Reproduzierbarkeit der Methode beurteilen zu kénnen.

In Abbildung 94 ist die relative Zusammensetzung auf taxonomischer Phylum-Ebene fiir zwei dieser
Triplikate (selber Brunnen, unterschiedliche Zeitpunkte) fir jene Phyla die mehr als 1% der gesamten
Gesellschaft ausmachen dargestellt. Dabei wurden fiir die Proben vom 10.05.2017 (Darstellung rechts)
dieselben Phyla zwar in geringfiigig unterschiedlichen Verhéltnissen bestimmt (bis ca. 5% Unterschied),
aber es kommt zu keiner Verschiebung der Rangfolge der einzelnen Phyla zueinander. Die Proben vom
07.04.2017 (Darstellung links) beinhalten wiederum alle drei dieselben Phyla, es sind ebenfalls
Verschiebungen in den Verhéltnissen zu erkennen, allerdings ist diesmal eine Verschiebung der Rangfolge
erkennen, da das Phylum Parcubacteria in der mittleren Probe deutlich an relativen Anteil gewinnt.
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Abbildung 94: Balkendiagramme zweier Triplikate (selbe Messstelle, unterschiedlicher Zeitpunkt) auf Phylum-
Ebene.

Stellt man alle Triplikate in einem NMDS-Plot (Non-Metric Multidimensional Scaling, Abbildung 95)
gegeniiber, so lasst sich die Ahnlichkeit der Triplikate zueinander zeigen. Es gruppieren sich alle 15
Triplikate eng beieinander, und bis auf drei dieser Triplikate, sind sich die Proben der Triplikate zueinander
ahnlicher, als zu anderen Probenahmestellen bzw. Probenahmezeitpunkten.

Geringfiigige Verschiebungen innerhalb der relativen Zusammensetzung innerhalb eine Probe lassen sich
durch den semi-quantitativen Charakter der Methode erkléren. Durch jeden Teilschritt der gesamten
Probenaufbereitung (insbesondere Filtration, DNA-Extraktion, PCR und Sequenzierung) kann es zu
geringen Verschiebungen der einzelnen taxonomischen Einheiten kommen. Insgesamt kann die
Reproduzierbarkeit der angewandten Methode fiir die Bestimmung der bakteriellen Gemeinschaft aufgrund
der dargestellten Ergebnisse dennoch als hoch eingestuft werden.
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Abbildung 95: NMDS-Plot zur Darstellung der Ahnlichkeit der Triplikate.

MESSKAMPAGNE BEI WASSERRESSOURCEN

58 DURCHFLUSSZYTOMETRIE
5.8.1 ERGEBNISSE NACH RESSOURCENTYPEN

Fir die Ermittlung der Variabilitat der Totalzellzahl und der HNA-Anteile bei unterschiedlichen
Ressourcentypen wurde eine Messkampagne Uber ein hydrologisches Jahr bei unterschiedlichen Rohwassern
durchgefiihrt. In Abbildung 96 ist das Gesamtergebnis dieser Untersuchung als Box-Plot-Darstellung
zusammengestellt. Die schwarze Linie stellt den Median der einzelnen Messreihen dar, die Box stellt 50 %
der Werte zwischen dem 25% und 75 % Quantil dar. Die Messstellen wurden nach Median-Werten der
GrolRe nach gereiht aufgetragen. Mit wenigen Ausnahmen stellen die Messstellen in Porengrundwassern,
Schichtquellen und Tiefengrundwdssern jene Messstellen dar, die geringere und oftmals auch sehr konstante
Zellzahlen bis ca. 150 000 TCC (ber das Jahr aufweisen. Karstquellen und Uferfiltrate stellen Messstellen
mit etwas hoheren Zellzahlen bis ca. 250 000 TCC und oftmals gréRerer Schwankungsbreite dar. Die
Oberflachenwassermessstelle und eine oberflachenwasserbeeinflusste Uferfiltrat-Messstelle stellen
Messstellen mit doch deutlich htheren Zellzahlen und Schwankungsbreite dar. Die geringsten HNA-Anteile
konnten in der Gruppe der Quellen nachgewiesen werden, da diese sehr oft ausgepragte LNA-Anteile
aufweisen (siehe Mikrobiom-Ergebnisse in Kap. 5.10). Die Gruppe der Uferfiltrate zeigen Uber fast alle
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Messstellen einen konstanten HNA-Anteil bei knapp an 50 %. Einzelne Porengrundwasser und vor allem die
Tiefengrundwasser stellen Messstellen mit den héchsten HNA-Anteilen dar.
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Abbildung 96: Gesamtdarstellung der DFZ-Ergebnisse der durchgefiihrten Beprobung ausgewahlter
Wasserressourcen (Rohwésser). Im oberen Teil der Abbildung sind die Totalzellzahlen, im unteren Teil der
Abbildung die HNA-Anteile der einzelnen Messstellen dargestellt. Fir die einzelnen Messstellen sind die jeweilige
Anzahl der hinterlegten Messungen dazu geschrieben.

Stellt man die TCC der einzelnen Rohwaésser den jeweiligen HNA-Anteilen gegentber (Abbildung 97)
gruppieren sich die einzelnen Messstellen der jeweiligen Ressourcengruppen immer in einem Naheverhaltnis
zueinander. Eine klare Abtrennung der einzelnen Gruppen kann jedoch nur auf Basis der TCC und des
HNA-Anteils nicht durchgefiihrt werden. Diese grobe Einteilung hilft jedoch bei der Plausibilitatskontrolle
der Ergebnisse einzelner Messstellen (z.B. Uberpriifung der DFZ Ergebnisse im Laborinformationssystem
fiir einzelne beschriebene Messstellen).
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Abbildung 97: Gegeniiberstellung des HNA-Anteils und der logarithmierten Gesamtzellzahl mit Unterteilung nach

Ressourcentypen. Die eingezeichneten Ellipsen basieren auf einer Anpassung einer Normalverteilung und umfassen
50 % der Datenpunkte.

Will man eine weiterfiihrende Charakterisierung der einzelnen Ressourcengruppen erreichen, kénnen der
TCC einzelne physikalisch-chemische Parameter gegenbergestellt werden. In Abbildung 98 (links) ist die
TCC dem SAK254 gegeniibergestellt, auf der rechten Seite den ermittelten NO3-N Werten. Tiefen- und
Proengrundwasser erreichen im Normalfall deutlich geringere SAK254 Werte als Uferfiltrate und
Oberflachenwasser. Bei den Quellen kénnen vor allem Karst- und Kluftquellen Giber hohe Schwankungen

bei den SAK254 Werten erreichen. Im Gegensatz dazu erreichen vor allem die Porengrundwasser hohere
Nitrat-Werte (hier als NO3-N dargestellt).
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Abbildung 98: Gegentiberstellung von an den gleichen Proben ermittelten Ergebnissen einer UV-VIS-Spektrometrie
mit der Gesamtzellzahl (Unterteilung nach Ressourcentypen). Die eingezeichneten Ellipsen basieren auf einer
Anpassung einer Normalverteilung und umfassen 50 % der Datenpunkte.

5.8.1.1 CYTOMETRIC FINGERPRINTING

Mit Hilfe der Anwendung des Cytometric Fingerprinting kann eine vertiefende Charakterisierung
durchgefiihrt werden. Wie in Kap. 2.5.2 dargestellt, werden die einzelnen Bins in einem fixen Auszahlraster
gezahlt. In Abbildung 99 wurde dies fiir 2 043 Messungen unterschiedlicher Messstellen (Uferfiltrat und
Karstquellwasser) durchgefiihrt und farblich in einem MDS-Plot markiert (Uferfiltrat blau, Karstquellwasser
rot). Fur 80 % der Werte kann dabei eine gute Trennung der beiden Gruppen erreicht werden. Gerade bei
unterschiedlichen Events wie z.B. Hochwasser (Uferfiltrat) und Starkregen (Karstquellen) kdnnen eine breite
Streuung auch in den Fingerprints der einzelnen Gruppen festgestellt werden. Das Cytometric Fingerprinting
hilft daher nicht nur bei der Unterscheidung einzelner Rohwésser sondern kann im praktischen Betrieb der
DFZ Anwendung auch flr die Ermittlung von Ausreiern (bzw. Abweichungen von einem definierten
Normalzustand) verwendet werden (siehe Kap. 5.8.2)
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Abbildung 99: Anwendung des Cytometric Fingerprintings fur DFZ-Daten (Verwendung der Griin- und
Rotfluoreszenz) einer grofen Anzahl unterschiedlicher Proben (n=2043) und Darstellung der Fingerprint-Abstande
(Distanzmal} Bray-Curtis) mithilfe einer Multidimensionalen Skalierung. Farblich markiert sind zwei grof’e Gruppen
innerhalb der definierten Ressourcentypen. Die eingezeichneten Ellipsen basieren auf einer Anpassung einer
Normalverteilung und umfassen 80 % der Datenpunkte.

5.8.2 ERGEBNISSE FUR EINSATZ ALS PROZESSPARAMETER

Bei den Untersuchungen einzelner Messstellen wurden vielfach Beobachtungen gemacht, die die
Durchflusszytometrie als schnelle Methode zur Feststellung von mikrobiologischen Veréanderungen
bestétigt. Durch den Einsatz der Durchflusszytometrie als Prozessparameter kénnen Zusammenhénge
einfach und sensitiv erfasst werden und stellen somit eine gute Grundlage fir vertiefende Untersuchungen
mit aufwendigen Methoden dar. In den folgenden Unterkapiteln sind einzelne Fallbeispiele fiir den Einsatz
als Prozessparameter zusammengestellt.

5.8.2.1 FALLBEISPIEL EINFLUSS VON OBERFLACHENGEWASSERN

Im Rahmen der Messkampagne wurde mehrere Uferfiltrat-Standorte an der Donau beprobt. In Abbildung
100 sind die Zeitreihen der Totalzellzahlen fur die einzelnen Uferfiltrat-Standorte aufgetragen. Dem
Gegenlber wurde in der unteren Hélfte der Abbildung der Wasserstand der Donau am Pegel Korneuburg
aufgetragen. Aufgrund der unterschiedlichen Entfernungen der einzelnen Messstellen zum Pegel
Korneuburg sind einzelne Peaks deutlich verschoben, konnten aber demselben Ausldseereignis zugeordnet
werden. Besonders deutlich ist dies Ende Janner zu beobachten. Bei zwei Uferfiltrat-Standorten konnte ein
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deutlicher Anstieg der TCC im Rahmen eines Hochwasserereignisses ermittelt werden. Bei einem
Uferfiltrat-Standort konnte zusatzlich auch ein Anstieg der TCC bei héheren Donauwasserstanden im
Sommer (inkl. Betrieb wahrend eines Hochwasserereignisses) festgestellt werden. Die dritte Messstelle
(grain) zeigt hingegen nur einen geringen Einfluss durch die Wasserstande an der Donau.
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Abbildung 100: Gegeniberstellung der Ganglinien der Gesamtzellzahl von Uferfiltrat-Standorten mit der des
Wasserstandes des zugordneten Oberflachengewassers.

5.8.22 FALLBEISPIEL BIOLOGISCHE STABILITAT

In Abbildung 101 und Abbildung 102 sind die DFZ Ergebnisse eines Wachstumsversuchs bei zwei
unterschiedlichen Netzstellen (Einspeisepunkt nach Desinfektion bzw. Netzstelle nach Gegenbehélter bei
gleicher Wasserressource) einmal als TCC (Abbildung 101) und einmal als ICC (Abbildung 102) fur den
Tag der Probenahme (Tag 0, links), den dritten Tag der Lagerung (Tag 3, Mitte) und den sechsten Tag der
Lagerung (Tag 6, rechts) dargestellt. Der jeweils obere Bereich der Abbildungen stellt die Netzstelle
unmittelbar nach Desinfektion, der untere Bereich die Netzstelle nach Behélter dar. Sowohl fur die TCC als
auch fur die ICC konnten unmittelbar nach der DesinfektionsmaBnahme kein Wachstum (Vermehrung)
festgestellt werden, wéhrend bei der Messstelle nach Behélter ein deutliches Wachstum festgestellt werden
konnte, welche auf Méngel beim Behalter zurlickzufiihren waren.
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Abbildung 101: Streudiagramme der Griin- und Rotfluoreszenz von DFZ-Messungen im Rahmen eines
Wachstumspotentialversuchs von 2 Proben aus einem Versorgungsnetz (Farbung mit SG1).
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Abbildung 102: Streudiagramme der Griin- und Rotfluoreszenz von DFZ-Messungen im Rahmen eines
Wachstumspotentialversuchs von 2 Proben aus einem Versorgungsnetz (Farbung mit SG1 und PI).
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5.9 MIKROBIOM - NEXT GENERATION SEQUENCING
59.1 BAKTERIELLE DIVERSITAT IN RESSOURCENTYPEN

Um die bakterielle Alpha-Diversitét (Diversitat innerhalb einer Probe) in den verschiedenen Ressourcen-
bzw. Wassertypen zu bestimmen, wurden fir alle Proben, mit mehr als 50 000 Reads (d.h. detektierte
bakterielle 16S Sequenzen), vier klassische dkologische Parameter bestimmt. Dabei wurden die Anzahl an
OTUs (Operational Taxonomic Units) herangezogen, um die Anzahl detektierter bakterieller Arten
(observed richness) anzugeben. Da nie alle vorkommenden Arten detektiert werden kénnen, wird die
Gesamtanzahl an vorkommenden Arten mit dem Chaol-Schétzer (chaol richness) geschétzt. AuRerdem
wurden zwei weitere Diversitatsparameter bestimmt (Shannon Diversitat und Inverser Simpson Index),
welche neben der Anzahl an Arten auch die GleichméaRBigkeit der Verteilung dieser Arten berlicksichtigt. In
Abbildung 103 sind diese vier Parameter als Boxplot fuir Uferfiltrat-, Grundwasser-, Quellen-, Karstquellen-
und Netzstellenproben dargestellt.

Dabei zeigt sich, dass die grolte Anzahl an verschiedenen bakteriellen Arten in den Karstquellproben
gefunden wurde. Die Proben von Uferfiltrats- bzw. Quellstandorten zeigen im Mittel niedrigere Werte,
streuen dabei aber deutlich mehr. Die geringste Artenanzahl weisen Grundwasserproben, aber insbesondere
Netzstellenproben auf. Die Werte fiir die geschatzte Gesamtanzahl an Arten zeigt fiir alle Typen das gleiche
Muster, ist aber um etwa 500 bis 2 000 Arten erhoht.
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Abbildung 103: Boxplot der Diversitdtsparameter nach Ressourcentyp.

Der Inverse Simpson Index stellt ein starkes MaR fur die Gleich- bzw. UngleichmaRigkeit der Verteilung der
Arten dar. Dabei weisen insbesondere die Karstwasserquellen hohe Werte auf, was auf eine gleichméBigere
Verteilung der bakteriellen Arten hinweist. Zusammen genommen zeigt die Shannon Diversitat ein &hnliches
Bild wie die bloRe Anzahl an detektierten Arten fiir Karstquellen, Uferfiltrate, Quellen und Grundwaésser.
Auffallend sind allerdings die niedrigen Werte flir Netzstellen, die auf eine starke VVerarmung der
Artenanzahl, und zusétzlich eine grofRe UngleichmaRigkeit in ihrer Zusammensetzung hindeuten. Dieser
Umstand ist vermutlich einem starken Selektionsdruck durch DesinfektionsmaBnahmen geschuldet.

5.9.2 BAKTERIELLE GEMEINSCHAFTEN IN RESSOURCENTYPEN

Um die Beta-Diversitat (Ahnlichkeit zweier Proben zueinander) findet in der mikrobiellen Okologie die
Bray-Curtis-Ahnlichkeit haufig Anwendung. Dieses DistanzmaR kann verwendet werden, um in einem
PCoA-Plot (Principal Coordinates Analysis — Haupt-Koordinaten-Analyse) diese Unterschiede in einer
Ebene darzustellen. Je ahnlicher sich zwei Proben in ihrer bakteriellen Zusammensetzung sind, desto néher
gruppieren sie sich in diesem in Abbildung 104 dargestelltem Plot.

Dabei ist zu erkennen, dass sich die bakteriellen Gemeinschaften klar nach Ressourcentyp aufteilen.
Insbesondere die Gruppe der Uferfiltrate bildet einen von allen anderen Typen abgegrenzten Cluster. Die
drei Netzstellenproben die in den Uferfiltrat-Cluster eindringen, sind von einer Netzstelle die unmittelbar
einem Uferfiltratbrunnen folgen. Die mikrobiellen Gemeinschaften in Karstquellen bilden, mit zwei Proben
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als Ausnahme, einen weiteren, sehr kompakten Cluster. Die beiden Karstwasser-Proben die sich in Nahe der
Grundwasser-Proben anordnen stammen aus einem eigenen Quellgebiet mit sehr speziellen
hydrogeologischen Eigenschaften. Leitfahigkeit und pH-Wert dieser Quelle entsprechen der tblichen

GroRenordnung fir Porengrundwasser.

Die Proben aus Porengrundwaéssern ordnen sich ebenfalls nahe zueinander an, bilden aber keine scharfe
Grenze zu den Proben der Netzstellen aus. Quellwésser bilden einen losen Cluster, der aber aufgrund der
unterschiedlichen Quellarten nicht zuverldssig erscheint.

Principal Coordinates Analysis
Distanzmaf: Bray Curtis
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Abbildung 104: PCoA-Darstellung der bakteriellen Gemeinschaften nach Ressourcentyp.
5.9.3 BAKTERIELLE GEMEINSCHAFTEN IN EINZELNEN PROBEN
59.3.1 RELATIVE UND HOCHGERECHNETE ABSOLUTE ABUNDANZEN

Innerhalb einer Probenahmestelle oder auch entlang eines Aufbereitungs- oder Versorgungsweges kann die
Zusammensetzung bakterieller Gemeinschaften eine starke zeitliche, bzw. rdumliche Verénderung
aufweisen. Exemplarisch dafiir, wurde in Abbildung 105 das Mikrobiom auf Phylum-Ebene fiir ein
Karstquellwasser zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. In der linken Halfte der Abbildung sieht man die
relative Zusammensetzung, und kann erkennen dass der grofte Teil der Phyla in ihrem relativen Anteil
wenig andern, bzw. die Rangfolge sehr dhnlich ist. Die Ausnahme davon bilden allerdings die beiden
dominanten Phyla, Parcubacteria und Planctomycetes. Wéhrend im Juni 2016 noch Parcubacteria die
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Mehrheit darstellen, andert sich diese Dominanz im Jahresverlauf kontinuierlich zugunsten der
Planctomycetes.

Betrachtet man diese Veranderung jedoch im Kontext der durchflusszytometrisch bestimmten Zellzahlen,
ergibt sich ein anderes Bild. In der rechten Hélfte von Abbildung 105 sind die hochgerechneten absoluten
Abundanzen dargestellt. Dadurch ist zu erkennen, dass im Verlauf des Jahres zwar die Planctomycetes etwas
zunehmen, aber wie die anderen Phyla auch eine relativ geringe Anderung in den totalen Zellzahlen
aufweisen, und dass die starken relativen Veranderungen in der Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaft auf eine starke Verminderung der Parcubacteria zuriickzufiihren sind.

Dadurch wird ersichtlich, dass die mittels NGS-Methoden erhaltenen, relativen Verhaltnisse bakterieller
Gemeinschaft immer auch im Kontext der Totalzellzahl betrachtet werden mussen. Starke Verschiebungen
in der relativen Zusammensetzung miissen nicht zwangslaufig auf eine vollstandige Anderung des
Mikrobioms bedeuten, sondern kénnen auch durch das Aufwachsen bzw. Verschwinden eines einzelnen
Taxons hervorgerufen werden. Dieser Effekt wurde auch in einer Publikation néher erldutert (Props u. a.
2017).
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Abbildung 105: Zeitliche Verénderung eines Karstquellwassers (links relative, und rechts hochgerechnete absolute
Abundanz in Balkendiagramm).

5.9.3.2 ZEITLICHE VARIANZ

Die zeitliche Varianz innerhalb einer Probe wurde bereits im vorherigen Abschnitt anhand von Abbildung
105 klar verdeutlicht. Dabei wurde die Verschiebung der zwei prominentesten Phyla beobachtet. Allerdings
kann es auch zum Aufkommen vorher vollig unauffalliger Taxa kommen. In Abbildung 106 sind die
hochgerechneten absoluten Abundanzen aller Phyla einer Grundwasserprobe zu zwei unterschiedlichen
Zeitpunkten dargestellt. Dabei ist in der Probe vom Mai das Phylum Actinobacteria stark in den
Vordergrund getreten (zweit haufigstes Phylum), welches zuvor an Stelle 15 der haufigsten Phyla rangiert
hat.

Eine starke zeitliche Verénderung innerhalb einer Probenahmestelle, insbesondere das fast vollstandige
Aufkommen bzw. Wegfallens eines Taxas kdnnen als Indikatoren flir verdnderte Lebensbedingungen der
Mikroorganismen gedeutet werden. Diese Veranderungen kdnnen z.B. die Verfligbarkeit eines zusétzlichen
Né&hrstoffes, das Wegfallen eines Inhibitors, oder physikalische Ursachen wie z.B. Temperaturdnderungen
sein.
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Abbildung 106: Zeitliche Verénderung eines Grundwassers (hochgerechnete absolute Abundanz in
Balkendiagramm).

5.9.3.3 RAUMLICHE VARIANZ

Neben der zeitlichen Dynamik der mikrobiellen Gemeinschaft, ist auch die raumliche Verédnderung mittels
Sequenzierungsverfahren verfolgbar. So sind fiir einen Uferfiltratsstandort die mikrobiellen Gemeinschaften
unmittelbar aus dem Brunnen, direkt nach Aufbereitung dieses Wassers, und in einer darauf folgenden
Netzstelle in Abbildung 107 in hochgerechneten absoluten Abundanzen dargestellt.

Dabei ist zu erkennen, dass die jahreszeitliche Dynamik der bakteriellen Gemeinschaften zum Teil geringer
ist, als die raumliche Anderung entlang der Aufbereitung bzw. Verteilung des Wassers. Es zeigen sich zwar
zeitliche Verénderungen, welche sich auch teilweise entlang des Versorgungsweges durchschlagen. So
nimmt beispielsweise das Phylum Planctomycetes im Jahresverlauf an jeder Probennahmestelle stark zu.

Es zeigen sich aber insbesondere Anderungen, die unabhingig von der Jahreszeit zwischen den
Probennahmestellen stattfinden. So nimmt zu allen drei Jahreszeiten nach Aufbereitung (Probe UF_5_B) die
Anzahl an Actinobacteria ab, und jene der Omnitrophica zu. Der stérkste Umschwung in der mikrobiellen
Gemeinschaft ist allerdings zwischen der sauerstoffangereicherten Probe und jener aus der Netzstelle
(N_5_C) zu beobachten. So dominiert das Phylum Proteobacteria zu jeder Jahreszeit (im Sommer sogar
mehr als die Halfte aller detektierten Sequenzen), obwohl es in den vorangestellten Stellen zu den weniger
auffélligen Phyla zahlt.
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Abbildung 107: Raumliche Verdnderung eines Uferfiltrates entlang der Verteilung (hochgerechnete absolute
Abundanz in Balkendiagramm).

5.9.4 VERTEILUNG AUSGEWAHLTER TAXA

Die Verteilung der bakteriellen Gemeinschaften aller untersuchten Proben auf Phylum-Ebene sind in
Abbildung 108 dargestellt. Alle Phyla die mehr als 0,1% in 10% der Proben ausmachen sind mit in relativen
Abundanzen dargestellt, um die Vergleichbarkeit zwischen den Proben zu gewéhren. Dabei ist zu erkennen,
dass verschiedene Phyla unterschiedlich stark in verschiedenen Ressourcentypen vertreten sind. So sind
Parcubacteria beispielsweise in den Proben der Karstquellen am stérksten vertreten, Acidobacteria in jenen
von Uferfiltraten. Das Phylum Proteobacteria ist ebenfalls in allen Proben, dominant werden sie aber nahezu
ausschliel’lich in Netzstellen, hier aber nicht in jeder.
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Abbildung 108: Verteilung aller Phyla mit mehr als 0,1% in 10% der Proben (relative Abundanz in
Balkendiagramm).

Nimmt man einzelne taxonomische Einheiten aus der Gesamtheit der mikrobiellen Gemeinschaften heraus,
zeigt sich, dass diese eine sehr unterschiedliche Verteilung innerhalb der untersuchten Proben aufweisen.
Abbildung 109 ist die relative Verteilung fiir das Phylum Parcubacteria fiir alle untersuchten Proben
dargestellt. Dabei ist sofort zu erkennen, dass dieses Phylum sehr unterschiedlich dominant in verschiedenen
Wassertypen auftritt. So ist dieses Phylum in der Mehrheit der Karstquellen-Proben mit 50% oder mehr
vertreten, wahrend es in den Ubrigen Wasserarten mit wenigen Ausnahmen unter 30 Prozent liegt.
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Abbildung 109: Relativer Anteil an Parcubacteria innerhalb aller Proben als Balkendiagramm.

Allerdings kann sich auch hier ein komplett anderes Bild, wenn man die relativen Anteile innerhalb einer
Probe in Zusammenhang mit den totalen Zellzahlen setzt. Die dadurch gewonnene hochgerechnete
Abundanz fur das Phylum Parcubacteria ist in Abbildung 110 dargestellt. Dabei zeigen sich zwar immer
noch sehr hohe Werte fiir Parcubacteria in den Karstgellen-Proben, allerdings weisen speziell eine
Uferfiltrats-Probe aufgrund der hohen Totalzellzahl eine sehr hohe absolute Anzahl an Parcubacteria auf,
wahrend z.B. in Grundwasserproben oder auch fast allen Netzstellen nur eine sehr geringe absolute Anzahl
an Parcubacteria aufkommt.
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Abbildung 110: Hochgerechnete Absolute Abundanz an Parcubacteria innerhalb aller Proben als Balkendiagramm.
5.10 NGS UND DFZ - METHODENKOMBINATION

In einer Publikation aus 2017 wurden LNA und HNA-Zellen durch Filtration voneinander getrennt, und
anschlielend die jeweiligen Fraktionen mittels NGS-Verfahren sequenziert (Proctor u. a. 2018). Dabei
konnte gezeigt werden, dass es Taxa gibt, die in einzelnen Proben ausschlieBlich in der HNA bzw. der LNA-
Fraktion vorkommen. Unter den Phyla die ausschlieRlich in der LNA-Fraktion gefunden wurden, befinden
sich viele sogenannte Candidate Phyla, ohne bisher kultivierte Reprasentanten.

Diejenigen Phyla, die in der zuletzt genannten Publikation als Bakterien der LNA-Fraktion dargestellt
werden (Parcubacteria, Gracilibacteria, Saccharibacteria und SR1) wurden fiir die nachfolgende Darstellung
als ,,Kleine Phyla* zusammengefasst (Abbildung 108). Ein verhéltnismaRig schwacher Pearson-
Korrelationskoeffizient von 0,42 zeigt, dass in den fir diesen Bericht untersuchten Proben kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Summe dieser Phyla und dem Anteil an LNA-Zellen besteht.

Allerdings zeigt sich, dass es keine Proben gibt in denen die genannten Phyla einen hohen Anteil der
mikrobiellen Gemeinschaft ausmachen, und der LNA-Anteil niedrig ist. Es kann dadurch zwar nicht von
einem hohen LNA-Anteil auf diese Gruppe an Phyla riickgeschlossen werden, der umgekehrte Schluss, dass
ein hoher Anteil an den oben genannten ,,Kleinen Phyla“ einen hohen LNA-Anteil (und damit niedrigen
HNA-Anteil) bedingt, ist sehr wohl moglich.
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Abbildung 111: LNA-Anteil und Anteil bekannter LNA Phyla (Proctor u. a. 2018) als Scatterplot dargestellt.

Um den Zusammenhang einzelner Phyla, und dem LNA-Anteil weiter zu untersuchen, wurden flr alle Phyla
die Pearson-Korrelationen zwischen ihrer relativen Abundanz und dem LNA-Anteil bestimmt. In Tabelle 6
sind alle oben genannten ,,Kleinen Phyla“, und alle jene Phyla die eine erhéhte Signifikanz aufweisen,
zusammengestellt. Dabei wurden nur jene Phyla berlicksichtigt die zumindest 0,1% in der Halfte der Proben
ausgemacht haben, was dazu flihrte, dass das Phylum SR1 ausgeschlossen wurde. —

TABELLE 6 KORRELATION AUSGEWAHLTER PHYLA UND LNA-ANTEIL

Phylum Pearson Korrelation p-Wert
Parcubacteria 0,40 4,7%10°®
Chlamydiae 0,36 1,1*10°®
Gracilibacteria 0,32 1,6*10°
Saccharibacteria 0,26 4,6*10*
Proteobacteria -0,47 7,1%101!

Von den beschriebenen ,,Kleinen Phyla® ist dieser Korrelationskoeffizient fir das Phylum Parcubacteria am
hdchsten. Auch fir Gracilibacteria und Saccharibacteria kann dieser Zusammenhang bestatigt werden. Als
zusétzliches, vorher nicht beschriebenes Phylum, kann eine Verbindung zwischen LNA-Anteil und dem
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Phylum Chlamydiae gezeigt werden. Besonders auffallig ist zudem der negative Korrelationskoeffizient
zwischen LNA-Anteil und dem Phylum Proteobacteria. Dieser lasst darauf schlieRen, dass Proben mit
erhdhtem Anteil an Proteobacteria auch einen reduzierten LNA-Anteil, und damit einen erhohten HNA-
Anteil aufweisen.

5.10.1 GEMEINSAME AUSWERTUNG DFZ UND NGS (WACHSTUMSPOTENTIAL)

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Ableitung qualitativer Information iber die Zusammensetzung der
bakteriellen Gemeinschaft und die genaue Bestimmung der bakteriellen Zellzahlen zeitnah und in sehr hoher
Messdichte. Somit kann eine Messstelle stets im Auge behalten und etwa der Zeitpunkt einer NGS-
Probenahme bestmdglich geplant werden. Die dadurch ermdglichte ereignisbasierte Beprobung einerseits,
und die Ausweitung der relativen NGS-Ergebnisse zu Absolutwerten andererseits, liefern einen wertvollen
Beitrag zu einer umfassenden Optimierung bzw. Risikobetrachtung der Prozesse in
Wasserversorgungsanlagen.

Zwar erlaubt die Durchflusszytometrie allein keine genaue Aussage Uber die jeweilige Zusammensetzung
der in einer Wasserprobe vorhandenen Taxa, jedoch kdnnen mit ihrer Hilfe starke Indizien fur eine
Anderung der mikrobiellen Gemeinschaft gewonnen werden. Mit Hilfe von Abbildung 112, die die
Veranderung einer mit UV behandelten Wasserprobe zwischen Anfang und Ende eines Lagerungsversuchs,
zur Bestimmung der biologischen Stabilitat zeigt, kann diese Mdglichkeit besonders deutlich gemacht
werden. Dargestellt sind neben zwei Streudiagrammen einer durchflusszytometrischen Messung - jeder
Punkt entspricht dabei einer detektierten Zelle - Ergebnisse einer DNA-Sequenzierung. Die Anderung der
taxonomischen Zusammensetzung spiegelt sich in den Ergebnissen der Durchflusszytometrie wieder. Der
am Tag 14 der Lagerung ersichtliche, scharf abtrennbare Cluster besteht insbesondere aus Proteobacteria.

Durchflusszytometrie Sequenzierung
Tag 0 : -1

e
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Abbildung 112: Gegentiberstellung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie und DNA-Sequenzierung.
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6 DAS OSTERREICHISCHE PROTOKOLL

IM FOLGENDEN SIND die einzelnen Erkenntnisse der methodischen Entwicklungen auf Basis
der umfassenden Analyse 6sterreichischer Grund- und Trinkwaésser als Methodensammlung dargestellt. Die
fiir die erfolgreiche Anwendung der Durchflusszytometrie in der Wasserversorgung notwendigen Prozesse
und Schritte sind in standardisierte Arbeitsanweisungen (SOP) in Abschnitt 6.2 dargestellt. In Abbildung
113 (Abschnitt 6.1) ist ein Uberblick tiber die einzelnen Prozesse und Schritte der durchflusszytometrischen
Anwendung als FlieRdiagramm dargestellt. Abschnitt 6.4 enthélt eine standardisierte Arbeitsanweisung
(SOP) zum im FloWRes-Projekt optimierten Verfahren zur Bestimmung des Mikrobioms in Wasserproben
auf Basis des ,,Next-Generation-Sequenzing” (NGS).

DURCHFLUSSZYTOMETRIE

6.1 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE MESSUNG VON GRUND- UND
TRINKWASSER

Wie aus Kapitel 5.1 ersichtlich kénnen unterschiedliche Faktoren (Prozesse und Schritte) einen Einfluss auf
das Ergebnis der durchflusszytometrischen Messung bei Wasserproben aufweisen. In Abbildung 113 ist ein
FlieRdiagramm mit den wichtigsten Faktoren zusammengestellt. Wie bei vielen anderen Analysen spielt
auch in der Durchflusszytometrie die Probenahme, Transport und Lagerung der Wasserprobe bis zur
tatséchlichen Messung im Labor eine zentrale Rolle. Fehler in der Probenvorbereitung kénnen meist mit
Hilfe der Datenanalyse (z.B. fehlender Farbstoff in der Probe) einfach erkannt bzw. mit Mehrfachmessungen
ausgeschlossen werden. Die Messungenauigkeit der Messung an sich (Gerat) ist im Vergleich zu Fehler bei
der Probenahme, Transport und Lagerung verschwindend gering. Da das Wasser bei der Messung mit einem
DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff in Verbindung gebracht wird, ist fiir eine entsprechende Handhabung
im Labor (Labor mit Sicherheitslevel 1), den persénlichen Schutz (Schutzbrille, Labormantel,
Laborhandschuhe, etc.) und fiir die entsprechende Entsorgung der Riicksténde (z.B. Autoklavierung) zu
sorgen.

Bei der durchflusszytometrischen Messung kdnnen drei Prozessbereiche mit unterschiedlichen
Arbeitsschritten und Faktoren identifiziert werden:

e Vorbereitung: Diese umfasst die Uberpriifung des Gerats und die Probenvorbereitung bis zur
Messung.

e Messung: Die Messung an sich umfasst die Messeinstellungen und die Uberpriifung des
Messvorgangs, die jedoch auch entsprechend in der Datenanalyse automatisiert durchgefuhrt
werden kann.

e Datenanalyse: Die mit Hilfe der Durchflusszytometrie ermittelten Signale (Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften) stellen die Basis fiir die Ermittlung des Ergebnisses dar (z.B.
Totalzellzahl). Diese kénnen zusatzlich noch weiterfiihrend einzeln (z.B. Clusteranalyse) oder im
Vergleich (z.B. Cytometric Fingerprinting) beschrieben werden.
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Abbildung 113: Uberblick tiber die einzelnen Prozesse und Schritte der Anwendung der Durchflusszytometrie als
FlieRdiagramm dargestellt.

6.1.1 KRITISCHE PUNKTE UND EMPFEHLUNGEN ZUM EINSATZ DER
DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass die Bestimmung der Totalzellzahl auf Basis einer Farbung
mit SYBR® Green 1 eine dulRerst robuste und zuverlassige Methode darstellt und daher auch von Laboren
angewandt werden kann, die noch wenig Erfahrung im Umgang mit Durchflusszytometrie besitzen. Die
Madglichkeit der Verwendung eines Auto-Loaders zur automatischen Abarbeitung einer Vielzahl an Proben
erbringt erhebliche Arbeitserleichterungen und ermdglicht die Verdichtung von Probenahmestellen

und -intervallen. Der Einsatz der Online-Durchflusszytometrie gestattet das mikrobiologische Monitoring
von sensiblen Wasserressourcen in hdchster Auflésung, erfordert dabei aber mehr Erfahrung durch den
Anwender. Aus Sicht der Autoren kdnnen folgende Punkte als allgemeine Empfehlungen und insbesondere
als Empfehlungen zur Bestimmung der Totalzellzahl ausgesprochen werden:

— Fr die Probenahme sind sterile Einweg-Zentrifugenréhrchen sehr praktikabel und geeignet,
sofern die Proben zeitnah gemessen werden. Eine Lagerungsdauer von bis zu 48 Stunden stellt
kein Problem dar. Aber auch bei einer Uberschreitung ist — sofern eine gute Kiihlung der Proben
sichergestellt ist — noch mit verwertbaren, allenfalls etwas erhéhten TCC-Ergebnissen zu rechnen.
Gemuffelte Glasgebinde lassen eine etwas langere Lagerungsdauer zu.

— Eine Verdlnnung oder Filtration der Proben ist nur in Ausnahmeféllen (Oberflachenwasser)
notwendig. Eine Anpassung des pH-Werts einer Probe muss nicht erfolgen. Bei hohen Chlor-
Konzentrationen kann eine Beeintrdchtigung der Anfarbung (SG1) eintreten und eine Zugabe von
Natriumthiosulfat zur Chlor-Neutralisation ist angebracht. Natriumthiosulfat selbst hat keine
Auswirkung auf die Anfarbung (SG1).

— Bei der Verwendung von DMSO als Farbstoffldsungsmittel ist mit starkem Signalhintergrund zu
rechnen. Eine Alternative stellt die Verwendung von TRIS-HCI-Puffer dar. Die Entscheidung,
welche Variante gewahlt wird, sollte am Beginn einer Messkampagne getroffen werden, um ein
Hochstmal an Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten.

— Das verwendete Messgebinde hat Einfluss auf das Ergebnis, daher sollte dieses aus Griinden der

Vergleichbarkeit einheitlich gehalten werden. Bei einem Wechsel sollte der Einfluss mittels
Vergleichsuntersuchungen quantifiziert werden.
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— Die Verwendung eines Auto-Loaders in Verbindung mit Mikrotiterplatten im 96er-Format bringt
wesentliche Arbeitserleichterungen.

— Eine Inkubationszeit von 13 Minuten sollte jedenfalls eingehalten werden. Bei natirlichen
Wasserproben ist nur in seltenen Fallen mit einer geringen Zunahme der Signalintensitat bei noch
langerer Einwirkzeit zu rechnen.

— Auf das Setzen von Waschschritten zwischen einzelnen Messungen kann u.U. zur (deutlichen)
Beschleunigung des Messvorgangs verzichtet werden. Der TCC-Ubertrag (Carry-Over) vom
Vorgénger betrégt dabei etwa 1 %.

— Die Durchfiihrung der Messung mit einer hohen Flow-Rate bedingt nur geringe Einbul3en
hinsichtlich Genauigkeit, erbringt aber eine deutliche Zeitersparnis.

— Das gemessene Probenvolumen sollte bei Proben mit sehr geringer TCC angepasst werden, da
eine verbesserte Aussage hinsichtlich der Signalverteilung der Zelldetektionen zu erzielen ist.

— Die Messungen sollten praventiv abgedunkelt stattfinden, wenngleich keine besondere
Beeinflussung durch Labor-Beleuchtung festgestellt wurde.

— Bei einem Wechsel des verwendeten Durchflusszytometers oder dem Arbeiten an verschiedenen
Gerdaten sind Vergleichsmessungen durchzufiihren. Auch nach Reparaturen am Gerat ist neben der
Signalstabilitat auch die Volumenbestimmung zu uberprifen.

— Wenngleich die TCC-Bestimmung mittels SG1 nicht besonders anféllig beziglich der
Gesamtmessdauer einer Messsequenz ist, sollte diese mdglichst kurz gehalten werden.

— Die Festlegung eines einheitlichen Gates fir alle Wasserproben stellt einen einfachen und robusten
Weg dar, im Rahmen der Datenauswertung die TCC zu bestimmen. Die Festlegung der Grenzen
dieses Gates sollte auf Basis einer groflen Anzahl unterschiedlicher Proben getroffen werden. In
Einzelfallen — etwa bei desinfizierten Wasserproben — kann es nichtsdestoweniger notwendig sein
die Ergebnisse kritisch zu hinterfragen und Anpassung vorzunehmen. Die Hinzuziehung von
Messungen steril-filtrierten Proben zur Gate-Festlegung zeigt jene Detektionen, die jedenfalls
keine Zell-Signale sind.

— Die Einbeziehung von Streulichtparametern kann bei der Interpretation von auffalligen
Detektionen helfen — so kdnnen etwa Luftblasen identifiziert werden. Beim Auflésungsvermégen
der Streulichtsignale bestehen groRRe Unterschiede zwischen verschiedenen Gerdtemodellen.

Im Falle der Bestimmung des LNA- bzw. HNA-Anteils auf Basis einer Farbung mit SYBR® Green 1 gelten
etwas abweichende Empfehlungen:

— Die Anfalligkeit dieses Parameters hinsichtlich der Lagerungsdauer ist erhdht. Ein Anstieg des
HNA-Anteils geht der Zunahme der TCC typischerweise voraus.

— Gleichfalls wird dieser Parameter durch die Gesamtmessdauer einer Messsequenz stérker
beeinflusst. Geringfiigige Anderung der Signalintensitit betreffen die TCC nicht, bewirken aber
gerade bei Proben mit einer schlechten Unterscheidbarkeit der beiden Zell-Cluster eine deutliche
Verschiebung des HNA-Anteils.
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— Die Festlegung der Grenze zwischen beiden Gruppen erfolgt am einfachsten anhand von
Dichteschatzungen der Griin-Fluoreszenz der Zell-Detektionen. Die Hinzunahme eines
Streulichtsignals bietet meist nur wenig Unterscheidungsmdglichkeit, wenngleich diese
Informationsquelle jedenfalls hinzugezogen werden sollte.

Die Bestimmung der Intaktzellzahl auf Basis der Farbstoffkombination aus SYBR® Green 1 und
Propidiumiodid unterliegt einer wesentlich erhdhten Farbedynamik. Daraus leiten sich spezifische
Anforderungen an das Vorgehen bei der Messung ab:

— Die Lagerungsdauer bis zur Messung kann das Ergebnis bei desinfizierten Wasserproben erheblich
beeinflussen.

— Die Verwendung von TRIS-HCI-Puffer als Farbstofflésungsmittel verringert den
Signalhintergrund und ergibt im Vergleich zu DMSO zum Teil deutlich héhere ICC-Werte. Die
langerfristige Farbedynamik wird durch die Wahl des Farbstoffldsungsmittels wesentlich
beeinflusst.

— Fr eine genaue Quantifizierbarkeit der ICC-Werte missen hinsichtlich der Einwirkzeit des
Farbstoffs genaue Vorgaben gemacht werden. Es ist mit einer wesentlich verringerten ICC bei
Zunahme der Einwirkzeit zu rechnen. Damit sind Messsequenzen unter Verwendung eines Auto-
Loaders Grenzen gesetzt.

— Auch die Fluoreszenz-Signale intakter Zellen sind im Vergleich zur reinen SG1-Féarbung etwas
ins Rot verschoben. Im Hinblick auf die Anpassung eines ICC-Gates sollte dies Beriicksichtigung
finden. Davon ist in erster Linie die Abtrennung der LNA-Zellen vom Signalhintergrund
betroffen.

6.1.2 ONLINE-DURCHFLUSSZYTOMETRIE (ONLINE-BACTERIA-ANALYZER,
METANOR)

Fir den Einsatz der Online-Durchflusszytometrie sind keine allgemein giltigen Aussagen maoglich, da das
Vorgehen stark von den jeweiligen Geratemodellen, die sich in der Bauart stark unterscheiden kénnen, und
von standortspezifischen Besonderheiten gepragt ist. Ein wesentlicher Vorteil der Online-
Druchflusszytometer besteht im Entfall der manuellen Probenvorbereitung sowie der Probenahme, des
Probentransports und der Lagerung. Die Messeinstellungen gewahrleisten dariiber hinaus ein hohes Mal§ an
Konstanz der Messbedingungen (Farbstoffeinwirkzeit). Aus Basis der Erfahrungen der Autoren mit Online-
Bacteria-Analyzer (Metanor) gilt zu beachten:

— Ein Intervall der Waschzyklen von 24 Stunden ist ausreichend. Innerhalb dieser Zeitspanne ist
nicht mit einer Verénderung der TCC-Ergebnisse zu rechnen.

— Die Inkubationsdauer kann fur den jeweiligen Einsatzweck optimiert werden. Fiir mikrobiologisch
variable Probenahmestellen kann ein minimaler Wert und damit eine erhdhte Messfrequenz

angestrebt werden.

— Die Gate-Festlegung muss je nach gewahlten Einstellungen angepasst werden. Eine verkirzte
Inkubationszeit fihrt tendenziell zu einer geringeren Signalintensitét.

— Datenspeicherung und Dateniibertragung miissen durchdacht werden, da gréfRere Datenmengen
anfallen.
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— Eine regelmé&Rige Betreuung (Nachfiillen der Betriebsmittel) des Gerétes etwa alle 1-2 Wochen ist
je nach Intensitét des Betriebs erforderlich.

6.2 SOP DURCHFLUSSZYTOMETRIE
6.2.1 PROBENAHME

Die Probenahme erfolgt unter Verwendung von sterilen Einweg-Zentrifugenrdhrchen oder mittels
gereinigten, sterilen Glasgebinden mit Schraubverschluss, wobei das Probenvolumen mindestens 50 ml
betragt. Ein Spiilen des Probenahmehahns durch mehrmaliges volles Offnen und SchlieRen des Ventils und
anschlielender langerer Spllung bei méRiger Ventiloffnung ist notwendig, um den Einfluss stagnierenden
Wassers in Hahn und Leitung auszuschlieBen (bei einem stdndig durchflossenen Probenahmehahn ist dieses
Vorgehen dementsprechend nicht notwendig). Die Dauer des Spilvorgangs richtet sich nach den értlichen
Gegebenheiten und der Absicht der Probenahme, sollte aber zumindest einige Minuten betragen. Ein
Abflammen oder eine chemische Desinfektion des Probenahmehahns ist fur die Bestimmung der TCC und
anderer Summenparameter mittels DFZ normalerweise nicht notwendig. Fir eine sehr genaue Bestimmung
der ICC kann das Einschleppen einzelner lebender Zellen aus dem Hahn allerdings stdrend sein. Auch bei
Versuchen, die eine Probenlagerung (Biostabilitat) beinhalten, sollten sterile Verhéltnisse sichergestellt
werden. Schopfproben sind in einer Tiefe von ca. 25 cm unter der Wasseroberflache zu nehmen.

6.2.2 TRANSPORT UND LAGERUNG

Der Probentransport und die anschlieRende Lagerung erfolgen lichtgeschitzt bei 4 °C. Eine Erwérmung der
Proben ist jedenfalls auszuschlieRen. Die Lagerungsdauer sollte prinzipiell so kurz wie méglich sein. Je nach
gewunschtem DFZ-Parameter sind unterschiedliche maximale Lagerungsdauern zu beachten. Die
Bestimmung der TCC und des HNA-Anteils ist bei oligotrophen Wasserressourcen bis zu 48 Stunden
mdglich. Ist eine dariiber hinausgehenden Lagerungsdauer nicht zu vermeiden, kann der Einfluss mittels
eines Lagerungsversuchs (Vorversuch) ermittelt werden. Die Bestimmung der ICC und anderer
Viabilitatsparameter sollte unmittelbar nach Probennahme erfolgen.

6.2.3 MESSVORBEREITUNGEN

6.2.3.1 PROBENVORBEREITUNG
Eine Verdinnung von Proben ist normalerweise — gerade bei Proben aus einem oligotrophen Milieu — nicht
notwendig. Sollte die maximal erlaubt Detektionsrate des Gerats wider Erwarten iberschritten werden, ist
eine erneute Messung der nun verdunnten Probe mit vertretbarem Aufwand durchzufthren.
Eine Filtration der Proben zur Entfernung grof3er Partikel, die zu geratetechnischen Problemen fiihren
konnten, ist nur in Ausnahmefallen (Oberflachenwasser) notwendig und mittels 30-um-Schdttfiltern

moglich.

Eine Anpassung des pH-Werts einer Probe muss bei Verwendung von SYBR® Green 1 fiir natlrliche
Wasserproben in der Regel nicht erfolgen.

Bei Proben mit einer hohen Chlor-Konzentration ist die Zugabe von Natriumthiosulfat zur

Chlorneutralisation sinnvoll. Dabei wird eine Natriumthiosulfat-pentahydrat-Lésung (18 mg/ml) im
Verhaltnis 1:1 000 zugegeben.
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6.2.3.2 FARBSTOFFVORBEREITUNG

Das Arbeiten mit hochkonzentrierten Farbstofflésungen stellt ein mogliches Sicherheitsrisiko dar, daher
missen die in den jeweiligen Sicherheitsdatenblattern angeflihrten VVorgaben strikt eingehalten werden.

6.2.3.2.1 SYBR® GREEN 1 - ARBEITSLOSUNG

Fir die Herstellung einer Arbeitslésung aus der vom Hersteller ausgelieferten, hochkonzentrierten
Stammldsung — SG1 ist in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st — wird letztere im Verhdltnis 1:100 mit steril-
filtriertem (Bestandigkeit des Filtermaterials muss Uberprift werden) DMSO verdiinnt. Als Gebinde
kommen Mikroreaktionsgefale (,,Eppi*) aus Polypropylen in Frage. Die Lagerung der Stamm- und
Arbeitslosung erfolgt lichtgeschiitzt bei -18 °C.

6.2.3.2.2 FARBSTOFFKOMBINATION SYBR® GREEN 1 UND PROPIDIUMIODID —
ARBEITSLOSUNG

Die Herstellung einer Arbeitslosung aus der Stammlésung von SG1 (siehe auch Abschnitt 6.2.3.2.1) und Pl,
das sowohl in Pulverform als auch gel@st in Reinstwasser erhaltlich ist, erfolgt durch die gemeinsame
Verdinnung beider Farbstoffe in einer steril-filtrierten TRIS-HCI-Pufferlésung (10 mM, pH 8,1). Dabei wird
SG1 im Verhaltnis 1:100 verdunnt und PI in einer Konzentration von 600 uM beigegeben. Bezliglich
Gebinde und Lagerung gelten die Ausfiihrungen aus Abschnitt 6.2.3.2.1.

6.2.3.3 FARBSTOFFZUGABE ZUR PROBE UND INKUBATION

Die Zugabe von Farbstoff (Arbeitsldsungen aus Abschnitt 6.2.3.2) zur Probe, die Raumtemperatur aufweisen
sollte, erfolgt im Verhéltnis 1:100. Damit betrégt die Konzentration des Farbstoffs in der Probe im Fall von
SG1 1:10 000 (bezogen auf die Konzentration der Stammlésung) und im Fall von P1 6 uM.

Das benétigte Probenvolumen ist vom Geratemodell, dem Messgebinde sowie den gewéhlten
Messeinstellung abh&ngig und betrégt typischerweise einige Hundert Mikroliter. Hier sind die
Herstellerangaben einzusehen. Das gewéhlte Messgebinde sollte idealerweise geringe Bindungskrafte auf
Farbstoff und Zellen austiben (,,low bind*).

Eine Inkubationszeit von 13 Minuten bei 37 °C sollte eingehalten werden. Dabei ist zu beachten, dass je
nach verwendetem Inkubator und Probenvolumen die Zeit bis zum Erreichen der Zieltemperatur leicht
variieren kann.

6.234 MEHRFACHMESSUNGEN EINER PROBE

Um einzelne abweichende Messungen auszuscheiden bzw. die Genauigkeit des Resultats zu erhéhen, ist die
Mehrfachmessung einer Probe (Dreifachansatz) sinnvoll. Die Analyse von Mehrfachmessungen ermdglicht
die (teilweise) Abschatzung der Variabilitat der Messergebnisse.

6.2.4 MESSEINSTELLUNGEN UND -DURCHFUHRUNG

Die Empfehlungen zu den Messeinstellungen sind zumindest teilweise vom jeweils verwendeten
Geratemodell abhdngig. Die Empfehlungen des Geréteherstellers zur Erzielung mdéglichst préaziser
Messresultate (Streuung der Signalintensititen, Bestimmung des gemessenen Volumens) sind zu
berucksichtigen. Bei allen Messungen, bei denen ein gegenseitiger Vergleich beabsichtigt ist, sollten die
gewdhlten Einstellungen so wenig als moglich variiert werden.
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6.2.4.1 FLUORESZENZ-KOMPENSATION

Weder fiir die Messung mit SG1 noch fiir die Messung mit der Farbstoffkombination aus SG1 und Pl ist eine
Fluoreszenz-Kompensation notwendig.

6.2.4.2 GEMESSENES PROBENVOLUMEN

Das gemessene Probenvolumen (sollte dies wahlbar sein) sollte groR genug sein, ein reprasentatives Abbild
der bakteriellen Gemeinschaft einer Wasserprobe unter Beriicksichtigung von Stérsignalen
(Grundkontamination, Carry-Over) zu erhalten. Eine Mindestanzahl an Detektionen l&sst sich bei manchen
Geraten auch durch andere Kriterien als das Volumen (bzw. eine Kombination von Kriterien) erreichen, d.h.
etwa, dass der Messvorgang entweder nach dem Erreichen eines bestimmten VVolumens oder nach dem
Erreichen einer definierbaren Anzahl an Detektionen in einem ebenfalls definierbaren Signalbereich (Gate)
beendet wird (je nachdem welches Kriterium friiher erreicht wird).

6.2.4.3 DURCHFLUSSRATE

Der Einfluss der Durchflussrate (,,flow rate*) — etwa in Hinblick auf die Streuung der Messwerte — kann in
einem Vorversuch durch mehrmaligem Messen der gleichen Probe (native Proben, Reinkulturen oder Beads)
mit verschiedenen Einstellungen ermittelt werden.

6.2.4.4 THRESHOLD

Fir die Messung von Proben unter Verwendung von SG1 sowie Fall der Farbstoffkombination aus SG1 und
Pl wird der Threshold bei natlirlichen Wasserproben im Griin-Fluoreszenz-Kanal definiert. Werte geringerer
Fluoreszenzintensitéten als jener des Thresholds werden nicht erfasst. Die genaue Grol3e des Thresholds
muss in einem Vorversuch (natirliche Wasserproben) getestet werden. Hierbei wird der Threshold-Wert
ausgehend von sehr geringen Werten solange gesteigert, bis nur noch ein kleiner Anteil jenes Bereichs mit
extrem hoher Detektionsdichte erfasst wird, der im Bereich geringer Fluoreszenzintensitét typischerweise zu
sehen ist (Hintergrundrauschen). Die Zelldetektionen weisen davon typischerweise eine sichtbare Trennung
durch erhthte Fluoreszenzintensitaten auf. Eine ,,Abschneiden* von Zellsignalen durch eine zu hohe
Festlegung des Thresholds kann nicht mehr riickgéngig gemacht werden.

6.2.45 MESSDAUER

Die Messdauer, d.h. die Dauer zwischen Beendigung der Inkubation und Beendigung der tatsachlichen
Messung einer Probe, sollte grundsétzlich gering und insbesondere einheitlich sein. Dies gilt insbesondere
flr die Verwendung der Farbstoffkombination aus SG1 und PI zur Bestimmung einer Membranschéadigung
(Ico).

Bei Verwendung eines Auto-Loaders zur automatischen Abarbeitung einer groen Anzahl an Proben kann
diese Forderung nicht erfallt werden. Fir die Bestimmung der TCC ist eine Messdauer bis zu 80 Minuten
aber nicht als kritisch einzustufen.

6.2.4.6 PROBENABFOLGE UND ZWISCHENREINIGUNG

Hinsichtlich der Messreihenfolge von Proben und einer allfalligen Zwischenreinigung ist der Ubertrag von
Partikeln und Farbstoff zu beriicksichtigen. Proben mit geringer Zellzahl sollten nicht, bzw. nur nach einer
Zwischenreinigung, nach Proben mit wesentlich héherer Zellzahl positioniert werden. Gleichfalls ist nach
einem Wechsel des verwendeten Farbstoffs ein Reinigungsschritt zu setzen.
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6.2.4.7 LICHTSCHUTZ

Die Lichtexposition der gefarbten Proben sollte gering gehalten werden. Eine Abschattung des Messbereichs
des DFZ bei Verwendung eines Auto-Loaders (Messserien) ist sinnvoll.

6.25 MESSUNGEN ZUR QUALITATSSICHERUNG
6.2.5.1 BEADS

Eine regelmalige, zumindest wochentliche Kontrollmessung mit Beads (,,quality control beads*) muss
durchgefiihrt werden. Die Beurteilung der Messergebnisse sollte unmittelbar erfolgen. Der Einsatz von
Counting-Beads zur Uberpriifung der Volumenmessung des Geréts bzw. zur Sicherstellung der Stabilitét der
Volumenmessung tber langere Zeitrdume ist sinnvoll.

6.2.5.2 VERGLEICHSPROBEN

Die Messung von ungeférbten oder gefarbten Reinstwasserproben (oder steril-filtrierter Wasserproben) nach
der Messung einer normalen Probe (gleicher Farbstoff) gibt Aufschluss tiber den zu erwartenden Ubertrag
von Partikeln. Die Messung geférbter (SG1) Reinstwasserproben (oder steril-filtrierter Wasserproben) kann
Aufschluss Uber eine mdgliche Verschmutzung des Gerats liefern und Anlass zu einer erweiterten
Geratereinigung sein. Die Messung von gefarbten, steril-filtrierten Wasserproben kann Informationen iber
Ausmal und Signalbereich von unspezifischen Hintergrundsignalen liefern, und eine genauere Identifikation
von Zell-Signalen in der zugeordneten geféarbten, nicht-filtrierten Wasserprobe erméglichen.

6.2.5.3 VERDUNNUNGSREIHEN
Mit Hilfe von Verdunnungsreihen, d.h. mit definierten Verdiinnungsstufen einer Probe

(Verdinnungsmedium ist die steril-filtrierte Probe) oder Beads, kann die Messgenauigkeit in niedrigen oder
hohen Konzentrationsbereichen bewertet werden.

6.2.6 DATENAUSWERTUNG

6.2.6.1 QUALITATSSICHERUNG

6.2.6.1.1 BEADS
Im Rahmen der Datenauswertung sollten Beads-Messungen zeitnah bearbeitet werden. Hier geht es
inshesondere um die Entdeckung von Sprungstellen und l&ngerfristigen Trends in der Signalintensitat. Flr
die einzelnen Beads-Populationen ist neben dem Median der Signalintensitét auch die Streuung (,,median

absolute deviation®) zu beachten.

6.2.6.1.2 MESSVERLAUF
Die regelméRige Kontrolle von ausgewahlten, méglichst vergleichbaren Messverlaufen (z.B. der Beads-

Messungen) hinsichtlich der Anzahl der Detektionen und des Median der Fluoreszenz-Signale gibt
Aufschluss Uber mogliche gerétetechnische Probleme.

6.2.6.2 GATING

Die Festlegung eines einheitlichen Gates fiir verschiedene Wasserproben basiert idealerweise auf einer
groBeren Anzahl von Messungen verschiedener Proben. Die wesentlichste Zielsetzung ist die Separation von
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Zell-Signalen von Hintergrundsignalen. Dazu sind Beispiele aus der Fachliteratur heranzuziehen. Falls keine
klare Trennung definiert werden kann, besteht eine Mdglichkeit in der Messung steril-filtrierter Proben
(PorengréRe von 0,1 um), deren Detektionen jedenfalls keine Zell-Signale sind. Eine wesentliche
Hilfestellung in der Festlegung eines Gates bieten dichte-basierte Darstellungen. Eine Sensitivitatsanalyse,
die in der Anwendung mehrerer Gate-Varianten besteht, gibt Aufschluss tiber die Anderung der ermittelten
GroRen (TCC, ICC, HNA-Anteil) in Abhé&ngigkeit vom jeweiligen Gate.

MIKROBIOM — NEXT GENERATION SEQUENCING

6.3 OPTIMIERTES VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG DES MIKROBIOMS IN
WASSERPROBEN AUF BASIS DES ,,NEXT-GENERATION-SEQUENCING*-
VERFAHRENS (NGS)

Trinkwasserproben zeichnen sich aufgrund ihrer physikalisch-chemischen Beschaffenheit durch eine geringe
Zellzahl und in weiterer Folge einen geringen DNA Gehalt aus, weshalb die Anwendung von etablierten
Extraktions- und Aufbereitungsverfahren oft nicht zielfuhrend ist. Aus diesem Grund wurde das Verfahren
zur Vorbereitung von Wasserproben bis zur Sequenzierung auf verschiedenen Ebenen optimiert:

— Steigerung des Gehalts an extrahierter DNA (Ausgangs-DNA)

— Verbesserte Amplifikation der DNA wahrend der PCR

— Reduktion unerwiinschter PCR Nebenprodukte

Zur Steigerung des DNA-Gehalts wurden zwei Methoden parallel angewendet, einerseits die Erhéhung des
Volumens, welches filtriert wurde, andererseits die Optimierung der Extraktion selbst. Folgende Punkte
kénnen empfohlen werden:

— Die Verwendung von 5 L Probevolumen ist ausreichend zur DNA Extraktion und aus logistischer

Sicht gut handhabbar, eine Steigerung auf bis zu 200L konnte keine Erhéhung der extrahierten
DNA bewirken.

— Eine Steigerung der ,,beads* Einwirkungsdauer auf die Filter auf 10 Min., sowie die
Inkubationszeit der IRS Losung des Kits erhdhen den Ertrag der extrahierten DNA.

In weiterer Folge wurde die Vervielfaltigung der DNA optimiert, da aufgrund der Ausgangs- DNA
Konzentrationen keine Amplifikation nach Herstellervorgabe maglich ist. Es konnte gezeigt werden, dass

— Eine Erhéhung der Ausgangs-DNA im PCR Ansatz durch mehr VVolumen hilfreich ist
— eine Konzentration der Primer von 2 uM die Ergebnisse verbessert
— eine Erhdhung der Zyklenzahl auf bis zu 40 Zyklen mdéglich ist

— ein séulenbasiertes Clean-up Kit (nach Optimierung) eine bessere Aufreinigung ermdglicht, als
eine Aufreinigung mittels magnetic beads

Durch Optimierung der Methode konnte die mikrobielle Zusammensetzung fast aller untersuchten Proben
erfolgreich durchgefiihrt werden.
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6.4 SOP SEQUENZIERUNG ZUR BESTIMMUNG DES WASSERMIKROBIOMS
6.41 PROBENAHME

5 L Probe werden in gereinigte, gemuffelte (550°C, 5 h) mit Aluminiumfolie verschlossene Glasflaschen
steril abgeflllt, Transport erfolgt gekuhlt (4°C).

6.4.2 FILTRATION
Die Probe wird innerhalb von 24 h (iber einen Membranfilter (PALL Supor® 200 PES Membranfilter, 0,2
um PorengroBe, 47 mm Durchmesser) steril filtriert. Dabei wird die Probe regelmifBig geschwenkt, um auch
abgesetzte Partikel zu filtrieren. Das Leerlaufen des Trichters muss vermieden werden. Anschlielend wird
der Trichter steril in ein Extraktionsréhrchen tberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

6.4.3 DNA-EXTRAKTION

Die DNA Extraktion wird mit dem DNA lIsolations Kit (DNeasy® PowerWaterKit, Qiagen, USA) nach
Herstellerangaben, mit folgenden Adaptionen durchgefihrt:

— 10 Min. Ausschlagedauer der Filter und anschlieBende Zentrifugation fir 4 Min.

— 10 Min. Inkubation bei 4°C nach Zugabe der IRS Ldsung

— Verwendung von 50 pl EL-Lésung zur Eluierung
Anschlielend erfolgt eine fluorometrische Messung der extrahierten DNA mittel Qubit® 2.0 Fluorometer
und dem QubitTM dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Oregon, USA). Die DNA Extrakte kénnen bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.

6.4.4 AMPLIFIKATION DES 16S-RRNA-GENS
Fir den PCR Ansatz der Amplikon PCR werden folgende Reagenzien verwendet:

— 3,5 ul DNA Extrakt

— jeweils 5 ul forward und reverse Primer (c=2 uM) 341F (5'-CCT ACG GGN GGC WGC AG-3")
und 802R (5-GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC-3')

— 12,5 pl Mastermix "KAPA HiFi HotStart Ready Mix“

Bei jeder PCR wird zur Qualitatskontrolle eine Blindprobe mit Ultra-Reinstwasser statt des DNA Extrakts
mitgefiihrt. Die PCR besteht aus folgenden Zyklen:

— 95°C 4 min. anfangliche Denaturierung
— 32-40 Wiederholungen der Abfolge: 98°C 20 sek., 65°C 20 sek. und 72°C 15 sek.
— 72°C 5 min. finale Extension

— 4°C bis Abschalten
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AnschlieRend werden die PCR Produkte mit dem peqGOLD Cycle-pure Kit (Safety line, peglab,
Deutschland) folgendermalen aufgereinigt:

— Volumen der PCR Reaktion mit gleichem Volumen CP-Puffer versetzen und griindlich vortexen
— Ansatz auf einen Spin Filter laden und 1 min. bei 10.000 g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
— 2 mal mit 750 pl Waschpuffer waschen, 1 min. bei 10.000 g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
— 5 min. bei 10.000g zum Trocknen zentrifugieren
— Spin Filter in ein neues Tube tiberfithren, mit 40 pl Elutionspuffer versetzen und 5 min. inkubieren
— 2 min. bei 5.000 g zentrifugieren, Spin Filter entsorgen.
Die erhaltenen PCR Produkte werden anschlieBend mit einer Gelelektrophorese inklusive Blindprobe und
Basenpaarleiter Uberprift und die DNA Konzentration mittels Qubit® 2.0 Fluorometer gemessen.
Konzentrationen sollten bei 1 — 8 ng/ul liegen, ansonsten wird die PCR mit angepasster Zyklenzahl
wiederholt. Es darf nur eine einzelne Bande bei ca. 550 bp auftreten. Die PCR Produkte kénnen bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.
6.45 INDEX-PCR UND LIBRARY-ERSTELLUNG
Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir die Index PCR lautet wie folgt:
— 1 - 15 pl DNA aus aufgereinigter Amplicon PCR
— 5 pl Nextera XT Index Primer 1 (N7xx)
— 5 pl Nextera XT Index Primer 2 (S5xx)
— 25 pl KAPA HiFi Hot Start ReadyMix
— 0 - 14 pl Wasser, PCR-Grad
Fur jede einzelne Probe wird eine andere Primerkombination verwendet.
Die PCR wird folgendermal3en durchgefiihrt:
— 95°C 4 min. anfangliche Denaturierung
— 7 Wiederholungen der Abfolge: 98°C 20 sek., 65°C 20 sek. und 72°C 15 sek.
— 72°C 5 min. finale Extension

— 4°C bis Abschalten

Abhangig von der DNA Konzentration wird der verwendete DNA Gehalt erhéht und der Wassergehalt des
Ansatzes so verringert, dass 30 ng DNA im Ansatz enthalten sind.
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Die Index-PCR Produkte werden erneut, wie oben beschrieben aufgereinigt und die DNA Konzentration
gemessen (Zielwert 10-30 ng/ul). Bei einer DNA Konzentration <10 ng/ul wird die PCR mit mehr DNA
(und entsprechend weniger Wasser) wiederholt. Die PCR Produkte kénnen bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C gelagert werden.

Anschlieend werden Aliquote jeder Probe mit TRIS/HCI Puffer (10 mM) auf eine Konzentration von 12
ng/pl verdiinnt. Bei einer DNA Konzentration von 10 — 12 ng/pl wird die Probe unverdiinnt verwendet.
Zuletzt wird ein finaler Pool erstellt, welcher 5 ul jeder normalisierten Probe enthdlt. Die Sequenzierung
erfolgt auf einem Illumina MiSeq (Reaktionskit V3, 2x300 bp).

7 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

DIE MIKROBIOLOGISCHE BEURTEILUNG von Grund- und Trinkwasser ist auf wenige
aufwandig zu bestimmende meist kultivierungsabhangige Standardparameter beschréankt. Die
technologischen Entwicklungen in den letzten Jahren und Jahrzehnten und die daraus gewonnenen
Erkenntnisse zeigen deutlich, dass die tatsachliche Dynamik der Mikrobiologie aquatischer Systeme mit den
konventionellen Parametern nicht oder nur unvollstandig abgebildet werden kann. Die Durchflusszytometrie
(DFZ) ist eine Methode, die genau dies leistet, da sie die Anzahl der in einer Wasserprobe enthaltenen Zellen
in klrzester Zeit und ohne aufwéndige Kultivierung prazise quantifizieren kann. Die Mdglichkeit, dariiber
hinaus qualitative Informationen iber die mikrobielle Gemeinschaft zu ermitteln, erweitert das
Einsatzspektrum der Methode betréachtlich.

Ziel dieses Projekts war es, das vielféltige Potential der DFZ zur mikrobiologischen Charakterisierung von
Einflussfaktoren und Zustandsveranderungen in der Wasserversorgung zu erheben und eine
Wissensplattform zur breiten Anwendung in der dsterreichischen Wasserversorgung zu etablieren. Ein
besonderer Fokus lag dabei auf:

— der Untersuchung von kritischen Aspekten der methodischen Qualitatssicherung
— der Datenauswertung zur vollen Ausschépfung des Informationsgehaltes von DFZ-Messungen

— der Untersuchung und Optimierung von DFZ-Vibilitats-Assays zur Erfassung physiologischen
Zustandes einer Zelle

— der Kombination der DFZ mit weiteren mikrobiologischen bzw. molekularbiologischen Methoden
zur Gewinnung eines umfassenden Abbilds des mikrobiologischen Zustandes einer Wasserprobe

— der umfassenden Erhebung von Vergleichsdaten im Rahmen einer Messkampagne in Kooperation
mit verschiedenen Wasserversorgern

Uber die Gesamtprojektlaufzeit wurden insgesamt tiber 40 000 Einzelmessungen - darunter 10 000
Mehrfachbestimmungen - durchgefiihrt und 4 700 Proben gezogen. Insgesamt konnten Wasserproben aus
sieben Bundeslandern erhalten und untersucht werden. Daneben wurde im Rahmen von Laborversuchen
auch eine Vielzahl kiinstlich hergestellten Probenmatrices analysiert.

Aufbauend auf vorhandenen Studien aus der internationalen Fachliteratur stand die VVerwendung des
Nukleinséurefarbstoffes SYBR® Green 1 (SG1) im Mittelpunkt der Bearbeitungen. Seine hauptsachliche
Anwendung besteht in der Ermittlung der Totalzellzahl (TCC) und des Verhéltnisses von High-Nucleic-
Acid-Zellen (HNA) zu Low-Nucleic-Acid-Zellen (LNA). Hier wurde jene Aspekte im Ablauf Probenahme-
Messung-Datenauswertung beleuchtet, die als kritisch hinsichtlich einer methodischen Qualitatssicherung
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eingeschatzt wurden. Dazu zéhlen neben den Einfliissen Probenahme, Transport und Lagerung insbesondere
die Probenvorbereitung, die Durchfiihrung der Messung und die Geratekontrolle. Die Beurteilung einer
tolerierbaren Abweichung bzw. erhéhten Streuung ist schwierig und ist nicht zuletzt mit dem jeweiligen
Untersuchungsziel eng verbunden. Grundsétzlich sind neben einem moglichsten genauen und
reproduzierbaren Ergebnis auch eine gewisse zeitliche Flexibilitat, eine minimale Probenvorbereitung und
ein hoher Probendurchsatz wiinschenswert. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Methode zur
Ermittlung der Totallzellzahl als &ulerst robust eingestuft werden kann und bei den meisten Anwendungen
im Routinebetrieb auch bei geringfligigen Abweichungen (Lagerungs- und Messdauer) einer strikt
einheitlichen Probenbehandlung zu aussagekréftigen Ergebnissen fiihrt. Die Bestimmung des Anteils der
LNA- bzw. der HNA-Zellen ist in dieser Hinsicht dagegen als anfélliger zu sehen, da die Signalintensitat der
Grin-Fluoreszenz einer grofReren Dynamik unterliegt. Gerade auch geratetechnische Einflisse sind bei
langfristigen Messreihen zu erwarten. Anderungen im Messergebnis fiir eine bestimmte Ressource miissen
daher genau analysiert und nicht-erwiinschte Ursachen ausgeschlossen werden.

Andere Farbemethoden der DFZ — etwa die Farbung mit der Kombination aus SG1 und Propidiumiodid (PI)
zur Detektion von Schéden der Zellmembran (Intaktzellzahl ICC) — weisen hinsichtlich Qualitatssicherung
eigene, grundsétzlich scharfere Anforderungen auf. So ist der Einfluss der Lagerungsdauer einer Probe (bis
zur eigentlichen Messung) bei gechlorten Proben von groRer Bedeutung. Dariiber hinaus ist der Einfluss der
Messdauer, d.h. die Zeitspanne von der Anfarbung bis zur tatsachlichen Messung durch das Gerét,
wesentlich zu beriicksichtigen und stellt damit eine Einschréankung hinsichtlich eines hohen
Probendurchsatzes durch die Verwendung eines Auto-Loaders dar.

Als Technologie die einzelne Zellen vermisst (,,single cell analysis*), stellt die DFZ fur jeden Partikel bzw.
jede Zelle Messwerte der einzelnen Messkanéle (Fluoreszenz- und Streulicht) zur Verfugung. Im Idealfall
nimmt jede Zelle nach ihren jeweiligen Eigenschaften (Bakterienart, physiologischer Zustand) eine
reproduzierbare Position im Parameterraum ein. Diese Aussage sollte auch fiir Gruppen von Bakterien
gelten, die &hnliche Eigenschaften aufweisen, und u.U. — wie im Fall der LNA- und HNA-Zellen — gut
unterscheidbare Gruppen bzw. Cluster bilden. Die Untersuchungen zu weiterfiihrenden Techniken der
Datenauswertung, die im Rahmen dieses Projekts durchgefihrt wurden, hatten zum Ziel, diesen
Informationsgehalt zu erfassen. Clustering-Verfahren sind dafiir ausgelegt Gruppenstrukturen zu finden. Sie
sind dabei auch relativ robust gegenuiber Signalverschiebungen aufgrund von Messungenauigkeiten, da sie in
erster Linie auf der relativen Position einzelner Detektionen zueinander beruhen. Einen etwas anderen
Ansatz verfolgt das Cytometric Fingerprinting, bei dem ein angepasstes Auszéhlraster eine einheitliche
Grundlage zur Zusammenfassung multidimensionaler Messergebnisse zu einem Fingerprint-Vektor liefert.
Uber Ahnlichkeitsbetrachtungen dieser Fingerprints zueinander erhilt man ein sehr sensitives Werkzeug zur
Detektion von Signalverschiebungen bzw. Auffalligkeiten (auch in einzelnen Signalbereichen) von DFZ-
Datensétzen. Fir beide Methoden wurden im vorliegenden Projekt sinnvolle Verwendungsmdglichkeiten
definiert.

Fir den Nachweis unterschiedlicher spezifischer Bakteriencluster in der DFZ wurde eine Reihe von
Bakterienstdimmen getestet, fir die allerdings mit dem Férbeprotokoll unter Verwendung von SG1 derzeit
nicht davon ausgegangen werden, dass natiirliche, sehr vielféltige Mischpopulationen aus oligotrophen
Grundwaéssern auf dem Wege der Datenanalyse in ihre Bestandteile aufgeldst werden kdnnen.

Daruber hinaus sind verschiedene Techniken der Datenauswertung unverzichtbare Werkzeuge zur
Qualitatssicherung (Analyse von Beads-Messungen), auf deren Einsatz gerade bei langfristigen
Messprogrammen nicht verzichtet werden sollte. Die relativ einfache Probenvorbereitung und die kurze
Messdauer der DFZ erlauben umfangreiche Messprogramme mit entsprechendem Datenaufkommen. Die
Anwendung von flexiblen, erweiterbaren Methoden, die auch eine Neuanalyse von Datensétzen (Archiv)
erlauben, sollte angestrebt werden. Die Verwendung der Programmiersprache R, deren vielfaltige
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Funktionalitaten kostenfrei zur Verfligung stehen, hat sich als sehr geeignet — bei vertretbarem Lernaufwand
— herausgestellt.

Der Vergleich der DFZ mit weiteren mikrobiologischen bzw. molekularbiologischen Methoden
(Kultivierungsmethoden, ATP-Messung, DNA-Sequenzierung) hatte neben der Ermittlung von
Korrelationen und der Einordnung der DFZ-Ergebnissen selbst, gerade auch die Bewertung und Empfehlung
einer kombinierten Anwendung vor Augen. So besticht die DFZ durch hohen Probendurchsatz und préazise
Quantifizierung, deren Ergebnisse jedoch (zumindest in der hier angewandten Form) als Summenparameter
anzusehen sind, die keinen direkten Aufschluss uber die in einer Probe vorhandenen Bakterienarten
erlauben. Diesen vertiefenden Einblick in die bakterielle Zusammensetzung bietet die Erfassung des
Mikrobioms mittels Next-Generation-Sequencing-Verfahren (NGS), deren methodische Arbeitsschritte im
Rahmen des vorliegenden Projektes fiir Proben mit teilweise sehr niedrigen DNA Gehalte in den einzelnen
Wassermatrices optimiert wurden. Der Abgleich von DFZ-Daten (Signalverschiebungen, Anderungen des
LNA- bzw. HNA-Anteils, TCC-Veranderungen) mit NGS-Ergebnissen zeigt, dass Anderungen in der
Wasserressource mit beiden Methoden in charakteristischer Weise nachvollzogen werden kénnen. Darauf
aufbauend lassen sich fiir bestimmte Wasserressourcen und Betriebsbedingungen Félle definieren, in denen
die DFZ als Ersatz fur eine aufwandige Bestimmung des Mikrobioms im Sinne eines Monitorings dienen
kann. In Erweiterung davon kann die DFZ jene Grundlage bieten, nach der eine NGS-Probenahme geplant
werden kann, da nicht davon auszugehen ist, dass eine malgebliche VVeranderung der bakteriellen
Zusammensetzung ohne Auffalligkeit in den DFZ-Resultaten vonstattengeht. Die Methodenkombination
DFZ (Quantifizierung, Zellviabilitat) und NGS (Zusammensetzung der Arten) ist in der Lage eine
umfassende mikrobielle Charakterisierung zu liefern.

Im Zuge einer Messkampagne zur Erhebung von DFZ-Grundlagendaten wurden von verschiedenen
Wasserversorgern Roh- und Reinwasserproben aus 58 Probenahmestellen unterschiedlicher
Wasserressourcen iber zumindest ein Jahr zur Verfligung gestellt. Dies stellt die erste umfassende
Untersuchung zum Zustand 6sterreichischer Wasserressourcen mittels DFZ dar. Hinsichtlich der
GroRenordnung der TCC fiir bestimmte Ressourcentypen hat sich eine plausible Ubereinstimmung mit
internationalen Studien gezeigt, wenngleich nur sehr wenige Daten verfiigbar sind. Dies ist ein starkes Indiz
dafiir, dass die Methode der DFZ in der beschriebenen Form sehr zuverléassige und reproduzierbare Resultate
liefert. Die Spannweite der in der vorliegenden Messkampagne ermittelten TCC reicht von wenigen Tausend
bis einigen Hunderttausend Zellen pro ml. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass eine Abhangigkeit vom
Ressourcentyp (Uferfiltrat, Quellen, Porengrundwasser) hinsichtlich TCC und Anteil an HNA-Zellen
gegeben ist. Dabei sind einzelne Messstellen als duBerst stabil zu bezeichnen (Variationskoeffizient der
jahrlichen TCC-Reihe von anndhernd 0,1), andere zeichnen sich durch typische, oft mit
Niederschlagsereignissen assoziierte Schwankungen aus (beispielsweise Karstquellen). Fiir bestimmte
Uferfiltrate ist der Einfluss von Wasserspiegelschwankungen des Oberflachengewéssers nachweisbar. Die
Kombination aus TCC und HNA-Anteil ist furr viele Messstellen charakteristisch und erlaubt eine sehr
sensitive Erfassung von ungewohnlichen Abweichungen.
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Abbildung 114: Gesamtdarstellung der DFZ-Ergebnisse (TCC und HNA-Anteile) der durchgefiihrten Messkampagne
von ausgewahlten Wasserressourcen (Rohwésser), zusammengefasst nach Ressourcentyp (basierend auf den
Median-Werten der einzelnen Probenahmestellen)

Das Konzept der biologischen Stabilitat gewinnt im Rahmen der Trinkwasserversorgung zunehmend an
Bedeutung und beinhaltet die Forderung, dass es wéhrend der Verteilung zu keinen negativen
Veranderungen der mikrobiologischen Beschaffenheit des Wassers kommt. Im vorliegenden Projekt wurden
neben Rohwasserproben auch einige Reinwasserproben untersucht. Dabei zeigten einzelne Proben aus dem
Verteilnetz charakteristische Muster in den Signaldetektionen, die eine Verfolgung einer Nachverkeimung
mittels DFZ als &ulRerst vielversprechend erscheinen lassen. Dariiber hinaus wurde im vorliegenden Projekt
ein Vorgehen zur Ermittlung der biologischen Stabilitat im Labor-Lagerungsversuch definiert.

Als Hauptergebnis des Projekts konnte Folgendes erarbeitet werden:

— Die Darstellung der Situation bei unterschiedlichen dsterreichischen Grund- und Quellwéssern und
deren Variabilitat (ber zumindest ein hydrologisches Jahr, die sehr charakteristische Resultate in
Abhangigkeit vom Ressourcentyp (Uferfiltrat, Porengrundwasser, Quellen) ergeben hat.

— Die Festlegung von Einflussfaktoren auf die DFZ-Analyse durch Probenahme, Transport und
Lagerung der Probe sowie durch die VVorbereitung und Durchfiihrung der Messung und bei der
Datenanalyse.

— Die Ausarbeitung eines ,,0sterreichischen Protokolls* zur Anwendung der DFZ in der
Wasserversorgung anhand unterschiedlicher Standardarbeitsanweisungen (SOP) fiir die
Bestimmung der TCC, ICC, sowie der HNA- und LNA-Anteile. Zusatzlich konnten Hinweise fiir
die Mikrobiom-Bestimmung mittels NGS sowie fiir die Anwendung der Online-DFZ ermittelt
werden.

Zusammenfassend stellen die erreichten Ergebnisse eine gute Basis fiir die breite Anwendung der Methode
in der sterreichischen Wasserversorgung dar, um anwenderunabhéngig, vergleichbare Ergebnisse zur
Beurteilung der mikrobiologischen Charakteristik und von Zustandsverédnderungen erfassen und
interpretieren zu kdnnen.

Die DFZ zeichnet sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus, die schnell verfligbaren
Resultate — im Fall der online-Durchflusszytometrie nur wenige Minuten — erlauben eine bisher nicht
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erreichte Reaktionszeit und eine hohe zeitliche Auflésung des mikrobiologischen Zustands. Diese
Eigenschaften begriinden die besondere Eignung der DFZ als Steuerungsparameter im Rahmen des
Wasserwerksbetriebs.

Auf internationaler Ebene spielen neue Methoden zur Erfassung und zur Beurteilung des gesamten
mikrobiologischen Spektrums eine immer wichtigere Rolle. Die Anwendung der DFZ und anderer
Schnellmethoden gewinnt an Bedeutung und wird dabei kultivierungsabhéngige Methoden sinnvoll
erganzen sowie in verschiedenen Bereichen zu einer wesentlich detaillierter mikrobiologischen
Entscheidungsgrundlage fiihren.
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CF Cytometric Fingerprinting
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DFz Durchflusszytometrie
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DOC Geloster organischer Kohlenstoff

EC ATP Extrazellulares ATP

FL1 Fluoreszenz-Detektor — griin
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FL3 Fluoreszenz-Detektor — rot

FP Fingerprinting

FSC Vorwaértsstreuung

HNA Zellen mit hohem Gehalt an Nukleinséuren
IC ATP Intrazelluléres ATP

ICC Intaktzellzahl
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LNA Zellen mit niedrigem Gehalt an Nukleinsduren
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NGS Next Generation Sequencing

OBA Online Bacteria Analyser
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SG1 SYBR® Green 1

SIP Sample Injection Port

SSC Seitwartsstreuung

SOP Standardarbeitsanweisung
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UF Uferfiltrat
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