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VON DER PLATTE UBER DIE<ZELLE ZUR CLUSTERANALYSE

Mit der Flowzytometrie lassen sich samtliche Zellen einer Probe minutenschnell zdhlen und zu-
satzliche Parameter je Zelle bestimmen. Die gewonnenen Daten lassen sich auf vielseitige Art und
Weise auswerten. Dank der autonomen, automatisierten Online-Flowzytometrie ist diese Methodik
in der Lage, nicht nur die mikrobiologische Uberwachung, sondern in Zukunft auch die Regelung
von Prozessen in der Trinkwasseraufbereitung zu erschliessen.

Jakob Helbing; Ulrich Bosshart, Wasserversorgung Ziirich
Frederik Hammes, Eawag

CYTOMETRIE EN FLUX EN LIGNE DANS LA PRATIQUE

CHEMINEMENT DE LA BOITE DE PETRI A LA CELLULE POUR ABOUTIR A
UNE ANALYSE DE CLUSTERS

La cytométrie en flux s’établit a une vitesse vertigineuse comme
méthode de mesure microbiologique dans le domaine de I'eau po-
table. La cytométrie en flux en ligne est le pas logique vers une
surveillance permanente des paramétres microbiologiques. Une
coopération de I'Eawag, de la ZHAW et de la WVZ a débouché sur
le développement d’un premier prototype: un «Staining Robot» de
propre conception a été connecté a un cytométre en flux commer-
cial. Ce dispositif capable de préparer un échantillon de fagon au-
tonome toutes les cing minutes et de procéder a la mesure dans le
cytometre en flux s’est avéré comme extrémement solide et a per-
mis pour la premiére fois un enregistrement a haute résolution des
processus microbiologiques. Les données réunies au moyen d’un
cytomeétre en flux peuvent étre évaluées de maniéres diverses,
offrant les possibilités suivantes: simple détermination de valeurs
moyennes de tous les évenements d’un échantillon, regroupement
d’événements individuels dans des domaines (Gates) ou encore
analyse pluridimensionnelle de clusters. Ceci permet d’estimer
la répartition des cellules bactériennes en fonction de leur tail-
le, de faire la différence entre les cellules vivantes et mortes ou
d’identifier I'origine d’un échantillon. Dans les premiers essais pré-
sentés ici, il a été possible d’enregistrer le processus dynamique
d’un rétrolavage d’un filtre a charbon actif biologique et aussi de

EINLEITUNG

Die Anzahl der im Wasser vorhandenen Bakterienzellen (Ge-
samte Zellzahl: GZZ) ist eine wichtige Messgrosse in der
Uberwachung der mikrobiologischen Qualitét in der Trink-
wasseraufbereitung. Sie kann Aufschluss iiber die korrekte
Funktionsweise technischer und natiirlicher Aufbereitungs-
stufen geben oder potenzielle Gefahren fiir den Konsumenten
frithzeitig erkennen lassen. Die GZZ in einer Wasserprobe ldsst
sich mit der Methode der Flowzytometrie in wenigen Minuten
exakt bestimmen [1].

Die Abldufe der flowzytometrischen Messtechnik erlauben
deren Automatisierung und damit den logischen Schritt hin
zur Online-Flowzytometrie, bei der in Abstdnden von wenigen
Minuten autonom Proben gezogen und analysiert werden. Der
Nutzen dieser Messanordnung ist enorm: einerseits in der For-
schung zur Messung dynamischer biologischer Prozesse und
anderseits in der Wasserwirtschaft zur Uberwachung und Steu-
erung technischer und natiirlicher Reinigungsprozesse, die zur
Verbesserung der hygienischen Wasserqualitdt dienen.

In einem gemeinschaftlichen Forschungsprojekt haben Eawag
(Wasserforschungsinstitut des ETH-Bereiches), ZHAW (Ziircher
Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften) und WVZ (Was-
serversorgung Ziirich) einen ersten Prototyp eines Misch- und
Inkubationsroboters (Staining-Robot) entwickelt, der in Kombi-
nation mit einem kommerziellen Flowzytometer (FCM) die auto-



nome Online-Messung mikrobiologischer
Parameter erlaubt [2].

Die Messgrosse der GZZ, bestimmt durch
die Flowzytometrie, etabliert sich rasant
im Bereich der Trinkwasseraufbereitung,
bringt sie doch riesige Vorteile in Bezug
auf Geschwindigkeit, Statistik und Wie-
derholbarkeit gegeniiber der herkommli-
chen Plattierungsmethode. Aus den mit
einem FCM gemessenen Daten lassen
sich aber noch weitere mikrobiologische
Parameter wie Zellgrosse, Oberfldchen-
beschaffenheit oder Intaktheit der Zelle
abschatzen. Die detaillierte Auswertung
und Interpretation dieser Daten im Be-
reich von Trinkwasser steht heutzutage
allerdings noch am Anfang. Doch schon
heute ist ersichtlich, dass die Methode
Potenzial fiir weitere detaillierte Analy-
sen und zukiinftige Einsatzgebiete bietet.
Dieser Artikel stellt die ersten Schritte in
Richtung der autonomen Online-Flowzy-
tometrie vor und gibt einen Ausblick auf
die moglichen Anwendungen.

DAS ONLINE-FCM

AUFBAU

Als erster Schritt hin zu einer automa-
tisierten Online-Messung mikrobieller
Parameter wurde von Eawag, ZHAW und
WVZ ein Staining-Robot entwickelt und
mit einem kommerziellen Flowzytome-
ter gekoppelt (Fig. ). Der Staining-Robot
iibernimmt das Aufziehen, das Mischen
der Probe mit verschiedenen Farbstoffen
und das Inkubieren der gefarbten Probe
unter thermisch stabilisierten Bedin-
gungen. Die so aufbereitete Probe wird
automatisiert an das FCM zur Messung
weitergeleitet. Mit dieser Anordnung
ist es moglich, die gesamte Zellzahl und
zusatzliche Parameter, wie Fluoreszenz,
Streulicht (Sidescatter) und Durchlicht
(Forwardscatter) zu den einzelnen Zel-
len, in einem Intervall von fiinf Minuten
zu bestimmen. Das Setup lduft autonom
ohne Eingriffe Dritter von aussen, was
erstmalig eine ununterbrochene Auf-
zeichnung mikrobiologischer Parameter
wahrend 24 Stunden ermdglicht.

Ein zusétzlicher Vorteil der automatisier-
ten Probenvorbereitung ist, dass diese
immer gleich prazise vonstatten geht und
keinen Unachtsamkeiten in der Routine-
arbeit unterworfen ist. Daher ldsst sich
eine, flir mikrobiologische Messungen
exzellente, Standardabweichung von 5%
erreichen [2]. Das Setup wurde im Labor
der Eawag griindlich getestet. Die Einzel-
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Externe Datenanalyse und Visualisierung

Fig. 1 Schematische Darstellung des Messaufbaus des Online-FCM

Schéma du dispositif de mesure pour le cytometre en flux en ligne

heiten dazu sind in [2] aufgefiihrt. Die

wichtigsten Erkenntnisse der Evaluation

sind folgende:

- Messintervall 5 Minuten

- Messdauer iiber 48 Stunden moglich
(prinzipiell auch 14 Tage moglich)

- Messbereich 1*10°-1*10° Zellen ml!

- 5% Standardabweichung fiir alle
Messparameter

- zwei Markierstoffe moglich
- optimale Inkubationszeit: 5 Minuten
- optimale Inkubationstemperatur: 40 °C

DATEN

Die Daten, die mit einem Online-FCM er-
fasst werden, sind identisch mit denen
eines klassischen FCM. Bei einem FCM
werden samtliche Bakterienzellen ei-

Laser

FL1 KA~

Events [An zah!]

FE1 [In:er_pslléit]

|
n!IE Iﬂh!u

FSC

(C)

EE
= [
m [ N
‘m“ LB
5 mew
E - EEE
= nEE EE
U EEEESN
W [ 3]

(4 %

Horoe e

FSC [Intensitst]

(B).

FL1 [Intensitat]

Events [Anzahl]

Fig. 2 Daten aus einem FCM. Jede Bakterienzelle wird mit einem Laser bestrahlt und emittiert

die Signale Vorwértsscatter (FSC) und griine Fluoreszenz (FL1) (exemplarisch). Die Signale

werden in Histogrammen aufgezeichnet ((A) fir FL1 und (B) fiir FSC). In einem Dotplot (C)

konnen beide Signale gleichzeitig dargestellt werden. Die Farbe im Dotplot gibt die Dichte

der Events an. Im Beispiel: Orange=1; Rot=2; Blau=3 Events gleicher Intensitéten

Données d’un cytométre en flux. Un rayon laser est appliqué a chaque cellule bactérienne pour

émettre les signaux Forward Scatter (FSC) et fluorescence verte (FL1) (a titre d’exemple).

Les signaux sont enregistrés dans des histogrammes ((A) pour FL1 et (B) pour FSC). Les

deux signaux peuvent étre présentés simultanément dans un dotplot (C). La couleur dans

le dotplot indique la densité des événements. orange=1; rouge=2; bleu=3 événements

d’intensités égales



einander in einem Dotplot aufgetragen
werden (Fig. 2 C). Diese Dotplots ergeben
wolkenartige Strukturen mit einer Dichte-
verteilung der Messungen. In Figur 3 sind
verschiedene Beispiele dargestellt, wie
durch Gegeniiberstellen verschiedener
Parameter in einem Dotplot und durch
die geeignete Wahl von Bereichen (Gates)
zusatzliche Erkenntnisse gewonnen wer-
den konnen. Am einfachsten konnen die
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Mittelwerte der einzelnen Parameter be-
stimmt werden (Fig. 3 A). Tragt man FSC
gegen FL1 auf, so kann man bei der Wahl
geeigneter Gates Bereiche definieren, in
denen eher kleine (LNA) bzw. eher gros-
se (HNA) Bakterien auftreten (Fig. 3 B).
Summiert man die Events in den einzel-
nen Bereichen getrennt, so kann das Ver-
héltnis von grossen zu kleinen Bakterien
{itin (oft als der Anteil eher kleiner Bakterien
dargestellt und als «(LNA-%» bezeichnet)
i - - als weiterer Analysewert bestimmt wer-
. 8 A 50 E den. Verwendet man eine Kombination
der zwei Markierstoffe SYBR Green und
Propidium lodide und tragt FL2 gegen
- FL1 auf, so ermoglicht dies, lebende und
: tote Zellen zu unterscheiden (Fig. 3 C).
Bei geeigneter Wahl der Markierstoffe
und Darstellung lassen sich bereits aus
0 einer Messung eine Vielzahl von Parame-
tern bestimmen. Bei einer automatisier-
ten Online-FCM-Anwendung mit einem
Messintervall von fiinf Minuten fallen
uber einen Tag knapp 300 Messungen
an. Diese Datenmenge ist kaum mehr von
Hand zu bewiltigen, es gilt diese automa-
tisiert auszuwerten und aufzuarbeiten.

Fig. 3 Verschiedene Méglichkeiten, Daten eines FCM auszuwerten. Mittelwertbildung (A), Unterscheidung
zwischen eher kleinen (Low Nucleic Acid [LNA]) und eher grossen (High Nucleic Acid [HNA]) Bakterien
(B) und Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen (C).

Diverses possibilités d’évaluer les données issues d’un cytometre en flux. Détermination de la valeur
moyenne (A), différenciation entre les bactéries (B) de taille plutét petite (Low Nucleic Acid [LNA]) et
plutét grande (High Nucleic Acid [HNA]) et distinction entre les cellules vivantes et mortes (C)
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RUCKSPULUNG EINES BIOFILTERS

Die ersten Versuche mit dem Online-FCM
in der Praxis wurden an der Studienanla-
ge der WVZ durchgefiihrt. Diese Studien-
anlage kombiniert eine Membrananlage,
eine Ozonstufe und zwei Kombifilter (Ak-
tivkohle und Sand) zu einer Testanlage
zu aktuellen Methoden der Trinkwas-
seraufbereitung [3]. Die beiden Kombi-
filter unterschieden sich im Medium, mit
dem sie gefiillt waren. Ein Filter (AKF1)
war mit neuer, ungebrauchter Aktivkoh-

o

Fig. 4 Messungen im Auslauf eines AKF nach einer Riickspiilung:
AKF1: neue Kohle; AKF2: eingefahrene Kohle. Griin: Durchfluss durch den Filter, Blau: GZZ,
Rot: LNA-%, Gelb: Anzahl Partikel der Fraktion 1-2 um

Résultats de mesure a la sortie d’un filtre a charbon actif (AKF) aprés rétrolavage.
AKF1: nouveau charbon; AKF2: charbon usagé. Vert: flux a travers le filtre, bleu: nombre
total de cellules, rouge: LNA-%, jaune: nombre de particules de la fraction 1-2 ym

ner Probe einzeln durch eine Flusszelle
geleitet und dort mit einem Laserstrahl
beschossen. Je nach Grosse und Struktur
des Bakteriums und Art der verwende-
ten Markierstoffe werden Streusignale
erzeugt (Fig. 2) und aufgezeichnet. Die
generierten Signale sind der Vorwarts-
scatter (FSC), der Seitwartsscatter (SSC),

die griine Fluoreszenz (FL1) und die rote
Fluoreszenz (FL2). Fiir jede Messgrosse
des Bakteriums wird die Intensitat aufge-
zeichnet und alle Events einer Probe wer-
den fiir jede Messgrosse einzeln in einem
Histogramm zusammengefasst.

Fiir eine weiterfiihrende Datenanalyse
konnen verschiedene Parameter gegen-

le (AK) gefiillt, wohingegen der andere
Filter (AKF2) mit eingefahrener, knapp
zweijahriger AK des gleichen Typs gefiillt
war. Die Daten in Figur 4 zeigen fiir bei-
de AKFs jeweils eine Riickspiilung sowie
deren Auswirkung auf die Bakterien nach
der Spiilung. Gespiilt wurde jeweils ca.
30 Minuten mit einer kombinierten Luft-



Wasser-Spiilung. Es wurden jeweils ca. 24
Stunden aufgezeichnet, wobei die Riick-
spilung nach ein bzw. drei Stunden nach
Beginn der Messungen gestartet wurde.
Das Messintervall betrug fiinf Minuten.

Im Vergleich der Ausldufe der beiden
AKFs zeigt sich generell, dass die neue
Kohle deutlich mehr Bakterienzellen
abgab (AKF1: 110 000-150 000 Zellen
ml') als die eingefahrene Kohle (AKF2:
80 000-100 000 Zellen ml). Die aus der
neuen Kohle ausgetragenen Bakterien
waren eher grosser (AKF1: 8-10% LNA)
im Vergleich zur eingefahrenen Kohle
(50-60% LNA). Der Einfluss der Riick-
spiilung unterschied sich ebenfalls. Zwar
stieg der Anteil kleiner Zellen (LNA-%) in
beiden Fallen unmittelbar nach der Riick-
spiillung auf ca. 70% an (Dies ldsst sich da-
durch erkldren, dass in beiden Fillen mit
Netzwasser riickgespiilt wurde, das erst
aus dem Filter ausgetragen werden muss-
te.), allerdings fiel im Auslauf der neuen
Kohle der Wert der LNA-% nahezu auf den
Wert vor der Riickspiilung zuriick, wah-
rend im Auslauf der eingefahrenen Kohle
der Wert nach der Riickspililung signifi-
kant tiefer lag als vor der Riickspiilung.
Dies kann bedeuten, dass durch die Riick-
spiilung eher kleinere Zellen ausgetragen
wurden, oder dass die Bedingungen nach
einer Riickspiilung das Wachstum von
eher grossen Bakterien begiinstigte. Dies
wiirde auch erklaren, warum dieses Pha-
nomen bei der neuen Kohle nicht sichtbar
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Fig. 5 Zeitlicher Verlauf der lebenden, beschédigten und toten Bakterienzellen bei einem Experi-

ment zur Desinfektion von E.-coli-Bakterien mit UV-A-Licht. Die roten Buchstaben geben die

Zeitpunkte an, die zu den Bildern in Figur 6 korrespondieren. Figur adaptiert aus [2]

Evolution temporelle des cellules bactériennes vivantes, endommagées et mortes lors d’un essai

de désinfection de bactéries E. coli au moyen de rayons UV-A. Les lettres rouges indiquent

les moments correspondants aux images de la figure 6. Figure adaptée a partir de [2]

FL1 FL1

war, da dort von Haus aus hauptsdchlich
grossere Zellen wachsen.

In beiden Fallen gleich war, dass die GZZ
nach der Riickspililung hoher waren als
vorher. Unterschiedlich dazu verhielten
sich allerdings die Partikelzahlen. Wah-
rend bei der neuen Kohle die Partikelzah-
len nach der Riickspiilung tiefer waren

Fig. 6 Einzelne Dotplots diskreter Zeitschritte aus dem Versuch in Figur 5. Die drei farbigen Gates markieren:
Intakte Zellen (blau 1), Zellen mit geschédigter Aussenmembran (rot 2) und Zellen mit geschédigter
Aussen- und beschéadigter zytoplasmatischen Membran (griin 3). Details zu dieser Methode sind in [2]
nachzulesen. Figur adaptiert aus [2]

Différents dotplots d’étapes temporelles discrétes de I'essai de la fig. 5. Les trois gates en couleur marquent:
des cellules intactes (bleu 1), des cellules avec une membrane extérieure endommagée (rouge 2) et
des cellules avec une membrane extérieure endommagée et une membrane cytoplasmique Iésée (vert
3). Cf. [2] pour de plus amples détails sur cette méthode. Figure adaptée a partir de [2]

als vorher, lagen sie bei der eingefahre-
nen Kohle wieder auf dem Wert vor der
Riickspiilung. Verglichen mit den Verlau-
fen der GZZ zeigt dies, dass ein Partikel-
zahler nicht analog zu einem Online-FCM
verwendet werden kann, da dessen Sig-
nal den Verlauf der GZZ nicht realistisch
abbilden kann.

DESINFEKTION VON E. COLI MIT UV-A

Nach eingehenden Tests beziiglich der
Langzeitstabilitdit und der Reproduzier-
barkeit mit dem Online-FCM im Labor
der Eawag wurden dort erste Langzeitver-
suche durchgefiihrt [2]. Das Beispiel in
den Figuren 5 und 6 zeigt einen Versuch
zur Deaktivierung von E. coli Bakterien

durch UV-A-Bestrahlung. Nach knapp
einer Stunde Aufzeichnung der Basisli-
nie der Bakterien wurde die Desinfekti-
on durch UV-A aktiviert; nach weiteren
sechs Stunden Aufzeichnung wurden alle
Bakterien als tot identifiziert. Die Daten
zeigen deutlich, wie nach einer kurzen
Wachstumsphase die E. coli Bakterien
durch die UV-A-Bestrahlung abgetotet
wurden: In einem ersten Schritt wurde
ihre dussere Membran zerstort und in
einem zweiten Schritt, leicht zeitlich ver-
setzt, ihre zytoplasmatische Membran
zersetzt.

Figur 6 zeigt einzelne FCM-Bilder aus-
gewahlter Proben aus dem Experiment

(deren Zeitpunkte sind mit den Buch-
staben in Figur 5 gekennzeichnet). Es
ist deutlich zu sehen, wie die Zellen von
lebenden iiber beschddigte zu toten Zel-
len iibergehen. Noch nie zuvor wurden
vergleichbare mikrobiologische Prozesse
so hochaufgelost visualisiert und nachge-
wiesen.

ERKENNEN VON KONTAMINATIONEN

Um die Detektierbarkeit geringfiigiger
Kontamination einer Wasserprobe zu tes-
ten, wurde an der Eawag ein Durchfluss-
reaktor konstruiert, dessen Volumen von
100 ml kontinuierlich mit Trinkwasser
durchflossen wurde. In diesen Reaktor



nig, auch wenn die GZZ stark anstiegen.

T40000: 1 ST -z T 100 g Die unterschiedliche Reaktion der gemes-
= 120000 E. &al B senen Parameter auf die verschiedenen
E ) 4 FL g Kontaminationen ldsst darauf schliessen,
§ 100000 e Flusswasser 5 dass sich mit diesen einfachen Analysen
N s E bereits die Art der Verunreinigung erken-
§ E nen ldsst.

&
g 60000 g
g g FINGERPRINTING VON FCM-DATEN

40000 | E

g @
N 20000 & Wie im Beispiel oben gezeigt, lassen sich
% verschiedene Wisser anhand einfacher
0 1 o
o 25 s e s R e 3i5 = Parameter aus FCM-Analysen klassifizie-
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fiir unterschiedliche Wasser jeweils FSC
gegen FL1 aufgetragen ist. Es ldsst sich
bereits visuell erkennen, dass verschiede-

Fig. 7 Ein Reaktor wird kontinuierlich von Trinkwasser durchflossen und drei plétzliche Kontaminationen (E.
coli, Flusswasser und Teichwasser) werden simuliert. Nach jedem Versuch wurde so lange gewartet,
bis die Kontamination ausgewaschen war. Die Grafik zeigt den zeitlichen Verlauf der GZZ, FL1 und FSC ne Wisser sehr unterschiedliche Dotplots

gemessen direkt im Reaktor. Figur adaptiert aus [2] ergeben oder eben Ahnlichkeiten aufzei-

De I‘eau potable traverse un réacteur et on simule trois contaminations soudaines (E. coli, eau de riviére et gen. So sind Flusswasser, Grundwasser,

eau d‘étang). Aprés chaque essai, on a attendu que la contamination soit lixiviée. Le graphique montre Trinkwasser und Teichwasser dhnlicher

I’évolution temporelle du nombre total de cellules, du FL1 et du FSC directement mesurés dans le als Evian bzw. Abwasser oder mit E. coli

réacteur. Figure adaptée a partir de [2] versetztes Wasser, dies aufgrund der Zu-

wurden verschiedene Kontaminationen
schlagartig mit einer Spritze eingebracht
und deren Auswaschen aus dem Reaktor
aufgezeichnet. Im Fiinf-Minuten-Takt wur-
den die GZZ und die Mittelwerte der FL1
und des FSC aufgezeichnet. Fiir die Ver-
suche wurden drei verschiedene Events
simuliert: die Kontamination mit 100 ul
(0,1%) E. coli Losung (1*10° Zellen ml?),
2 ml (2%) Flusswasser (2*10° Zellen ml')
und 2 ml (2%) Teichwasser (8*10¢ Zellen
mlt).

Der Versuch zeigt deutlich, dass das Sys-
tem in der Lage war, auch geringfiigige
Kontaminationen iiber dem Hintergrund
eines Trinkwassers zu detektieren (Fig.
7). Die relativ grossen E. coli Bakterien
liessen nicht nur die GZZ ansteigen, son-
dern auch den FSC in die Hohe schnellen,
der ein Indikator fiir die Zellgrosse ist. Da
die Bakterien in Fluss- bzw. Teichwasser
eher in der Grossenordnung von Trink-
wasserbakterien liegen, verdnderten sich
dort die Signale des FSC und der FL1 we-

sammensetzung der Bakterienkulturen
in der Wasserprobe.

Diese visuelle Klassifizierung lasst sich
verfeinern, indem weitere Parameter, wie
in Figur 3 aufgezeigt, mit berlicksichtigt
werden. Berechnet man fiir die verschie-
denen Wasser die Mittelwerte von FL1,
FL2, FSC und SSC und den Anteil klei-
nerer Bakterien (LNA %), so kann man in
einem Netzdiagramm sehr deutlich sdmt-
liche Wisser unterscheiden (Fig. 9). De
Roy et al. [4] haben gezeigt, wie durch sta-
tistische Methoden verschiedene Wéasser

Trinkwasser

FSC

Teichwasser

FSC

Flusswasser 1

Levian

FSC

FL1 FL1 =5 FL1
Abwasser E. coli
Al 2 3
s i w w
FL1 FL1 FL1 FL1

Fig. 8 Dotplots von FSC gegen FL1 fiir unterschiedliche Wéasser

Dotplots de FSC contre FL1 pour eaux différentes



anhand ihres FCM-Fingerprints eindeutig
identifiziert werden konnen.

AUSBLICK

Das beschriebene Beispiel zeigt, dass
durch die Berechnung einfacher Para-
meter unterschiedliche Wasser eindeutig
klassifiziert werden konnen. Bisher hat
die fehlende Standardisierung der FCM-
Messungen einen direkten Vergleich
verschiedener Messungen verschiedener
Labors fast unmoglich gemacht. In einem
laufenden Projekt soll eine Standardme-
thode fiir die FCM-Messung etabliert wer-
den. Damit wachst der Datensatz, der zur
Erkennung entscheidender Analysepa-
rameter wichtig ist. Es ist auch denkbar,
dass in Zukunft eine mehrdimensionale
Clusteranalyse herangezogen werden
kann. Mit diesen Analysemethoden wire
es in Zukunft moglich, auch geringfiigige
Abweichungen von einem «Standardwas-
sery zu detektieren und die Sensitivitat
der Methode drastisch zu erh6hen. Damit
ware es erstmalig moglich, die Mikrobio-
logie eines Wassers, trotz ihrer fast gren-
zenlosen Vielfdltigkeit, spezifiziert zu
erfassen und fiir die Uberwachung sowie
die Regelung von Aufbereitungsprozes-
sen noch selektiver verfiigbar zu machen.
Als Beispiele seien genannt die Uberwa-
chung einer Desinfektionsanlage mithilfe
der Online-FCM-Messung von lebenden
und toten Zellen, die Uberwachung der
Integritdt von Membranverfahren, die Re-
gelung des Verwurfs nach der Riickspii-
lung eines Biofilters, die Uberwachung
von Hochwasserereignissen bei der Ufer-
filtration, die Steuerung des Verwurfs
von Quellwasser bei Regenereignissen
(in Karstgebieten) oder die Uberwachung
eines Verteilnetzes auf mikrobiologische
Kontamination.

Der Staining-Robot hat die Moglichkeiten
der Online-FCM aufgezeigt. Allerdings
steht diese Technik noch in der Anfangs-
phase und die Entwicklung eines integ-
rierten Online-FCM fiir die Anwendung
im Wasserbereich ist vonnoten. Als ersten
Schritt haben die Eawag und WVZ zusam-
men mit der Fachhochschule Buchs SG
(NTB) und dem Geratehersteller Metanor
AG ein KTI-Projekt zur Realisierung eines
miniaturisierten Staining-Robots bewil-
ligt bekommen, auf dessen Grundlagen
ein integriertes Online-FCM aufgebaut
werden soll. Die Arbeiten zum weiterent-
wickelten Staining-Robot werden noch
dieses Jahr abgeschlossen. Ebenso sollen
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Fig. 9 Netzdiagramm der unterschiedlichen Wésser aus Figur 8. Die einzelnen Parameter sind

Jjeweils mit dem maximal auftretenden Wert skaliert

Diagramme des différentes eaux de la figure 8. Les différents paramétres sont mis a I’échelle

avec la valeur maximale survenue
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Das Projekt konnte nur dank dem be-
herzten Einsatz von vielen Personen in
so kurzer Zeit realisiert werden. Spe-
zieller Dank geblhren: Tobias Broger,
Pascal Huber, Bernhard Sonnleitner, Ma-
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maoglichst viele Daten aus FCM-Messun-
gen aufbereitet werden, um das Verstiand-
nis fiir die Clusteranalyse zu vertiefen.
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suivre de maniere détaillée le processus
lent de la désinfection de bactéries E. coli
avec des rayons UV-A sur une période de 7
heures. Le dispositif de mesure a également
permis de détecter des contaminations mi-
nimes dans un réacteur a flux. Ces premiers
essais montrent des champs d’application
possibles pour un cytometre en flux en li-
gne. Cette technique n’en est qu’a ses dé-
buts, mais avec I'expérience, une méthode
standardisée et des statistiques complexes,
elle pourra étre fortement développée.





