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Zusammenfassung

Fiir die standig steigende Nachfrage an Fisch- und Fischprodukten ist Osterreich stark von Importen
abhingig. Die 6sterreichische Aquakulturstrategie — Osterreichische Strategie zur Foérderung der
nationalen Fischproduktion — versucht den Selbstversorgungsgrad durch Forderung von
kleinbetrieblichen Strukturen zu steigern. Konsumenten und Konsumentinnen schatzen sterreichischen
Fisch aufgrund der hohen Qualitat und der regionalen Erzeugung. Die Kennzeichnung der heimischen
Herkunft ist daher ein wichtiger Faktor fiir die Kaufentscheidung und tragt zur Férderung der Aquakultur
in den Regionen bei. Zur Unterstiitzung des Strategieplans Osterreichs zur Férderung der nationalen
Fischproduktion und zur Kontrolle einer falschlichen Verwendung von Herkunftsbezeichnungen sollte ein
zuverlassiges Analyseinstrument zum Nachweis der Herkunft dsterreichischer StiBwasserfische etabliert
werden. Das Projekt F2.4.2-01/18 ,Mikrobiomanalyse zur Bestimmung der Herkunft von Fischen" wurde
in Begleitung mit dem Bundesamt fiir Wasserwirtschaft (BAW) durchgefiihrt, die Projektlaufzeit war auf

drei Jahre festgelegt.

Ziel des Projekts war die Uberpriifung, ob die Mikroorganismen-Gemeinschaft (Mikrobiom) von Fischen
zur Feststellung der geografischen Herkunft geeignet ist. Fiir das Projekt wurden Durchflussanlagen von
funf verschiedenen Standorten in Niederdsterreich gewahlt. Die monatliche Probenziehung erfolgte am
Beispiel Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss). Als Verfahren zur Bestimmung der
Bakterienpopulationen wurde die Hochdurchsatz-Sequenzierung (NGS) eingesetzt. Die Ermittlung der
Sequenzierungsdaten folgt einer Analysekaskade bestehend aus Probenahme, DNA-Extraktion,
Sequenzierung mittels NGS und abschlieBender Auswertung mit der Open-Source Software Kraken. Die
Daten der Sequenzierung der Bakterienpopulationen von den verschiedenen Standorten diente als
Grundlage fiir eine Modellbildung und Berechnung einer Vorhersagemethode. Die Vorhersagemethode

sollte die eindeutige Zuordnung der Fischproben zu einer Teichanlage ermdglichen.

Im Zuge des Projekts wurde eine Methode zur Bestimmung der Bakterienpopulation (Mikrobiom) am
Beispiel Regenbogenforelle etabliert. Zur Dokumentation und Verarbeitung der Analysedaten wurde eine
eigene Datenbank, welche auch fiir die Berechnung der Vorhersagemethode gedient hat, entwickelt.
Aus den Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Wahrscheinlichkeit einer richtigen Vorhersage bei bis
zu 90% liegt. Das entwickelte analytische Verfahren ist in der vorliegenden Form zur Anwendung in der
Kontrolle noch nicht geeignet, kénnte jedoch mit zielgerichteter Weiterentwicklung einen wertvollen
Beitrag zum Aufspliren von Verdachtsmomenten einer falschlichen Verwendung von
Herkunftsbezeichnungen geben. Die laufenden internationalen Aktivitdten in der Methodenentwicklung
werden ebenfalls dazu beitragen, dass diese analytischen Verfahren im Riickverfolgbarkeitssystem zum

Einsatz kommen konnen.
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1. Einleitung

Fisch und Fischprodukte verzeichnen seit Jahren hohe Steigerungsraten im Verzehr. Zur Deckung dieser
Nachfrage ist Europa, aber auch Osterreich, auf Einfuhren angewiesen und einem zunehmenden

Wettbewerbsdruck ausgesetzt.

Ziel der Osterreichischen Aquakulturstrategie — Osterreichische Strategie zur Férderung der nationalen
Fischproduktion — ist es, den Selbstversorgungsgrad zu steigern, wobei die kleinbetriebliche Struktur
mit ihren regionalen, qualitativ hochwertigen Produkten beibehalten und eine 6kologisch nachhaltige,
ressourceneffiziente, innovative, wettbewerbsfahige und wissensbasierte Aquakultur geférdert werden
soll. Die Aquakultur stellt einen wichtigen Zweig in der Produktion von Fisch dar und ist ein wachsender
Bereich in der Nahrungsmittelproduktion. In Osterreich werden in Aquakulturanlagen vorwiegend

Forellen (Durchflussanlagen) und Karpfen (Naturteiche) produziert.

Osterreich hat in der Aquakultur den erfolgreichen Weg der Qualitdtsproduktion aufgebaut. Dazu
gehoren Biofische und regionale Spezialitéten. Ein nachhaltig produzierter Fisch kann beispielsweise
anhand der Kriterien Fischart, Fanggebiet und Produktionsprozess erkannt werden. Osterreichischer
Fisch steht aufgrund diverser gesetzlicher Vorgaben fiir reine Gewasser, eine gesunde, tiergerechte und
hygienische Produktion bei vergleichsweise geringen Besatzdichten und hdchste Qualitéat bei den
erzeugten und verarbeiteten Produkten. Das schatzen die Konsumentinnen und Konsumenten und
suchen gezielt regionalen, Osterreichischen Fisch, der als Qualitatsprodukt auf hdchstem Niveau
wahrgenommen wird. Zahlreiche Betriebe veredeln ihre Produkte und setzen auf Direktvermarktung.
Die Kennzeichnung der heimischen Herkunft ist ein wichtiger Beitrag zur Férderung der Aquakultur in

den Regionen.

Zur Unterstiitzung und Umsetzung des Strategieplans Osterreichs zur Férderung der nationalen
Fischproduktion soll ein zuverldssiger Nachweis der Herkunft 6sterreichischer SiiBwasserfische etabliert
werden. Ein solcher Herkunftsnachweis steigert letztendlich die Wettbewerbsfahigkeit der
Osterreichischen Aquakultur, da dadurch ein eindeutiger Nachweis der nachhaltigen hochqualitativen
heimischen Produktion und damit eine Abgrenzung zu auslandischen Importprodukten mit haufig

geringeren Produktionsstandards mdoglich ist. Damit wird die Aquakultur in den Regionen geférdert.

Das Projekt hat sich zum Ziel gesetzt ein analytisches Instrument fiir die Riickverfolgbarkeit von
Fischereiprodukten zu entwickeln. Dazu sollte ein Modell zur Bestimmung der Herkunft von Forellen aus
definierten geografischen Produktionsstétten in Osterreich auf Basis von metagenomischen Daten der
assoziierten Bakterienpopulation (Mikrobiom) berechnet werden. Wichtig erscheint dies im Lichte des
KonsumentInnenschutzes und der Starkung des Vertrauens in die heimische Produktion. In weiterer
Folge kann dieser Ansatz Basis fiir ein Kontroll- und Zertifizierungssystem (geografische Herkunft,

Produktionsprozess, Fiitterung, Biofisch etc.) sein.



Das Bundesamt fiir Erndhrungssicherheit (BAES) ist im Rahmen des Vermarktungsnormengesetzes fiir
die Uberwachung und Durchsetzung im Zusammenhang mit Fischereierzeugnissen zustindig. Diese
Tatigkeit kann durch die Entwicklung einer Methode auf Basis der Hochdurchsatz-Sequenzierung

erheblich unterstiitzt werden. Auch die Zuverlassigkeit und Durchschlagskraft wird dadurch gestarkt.

Begleitend zum Projekt wurde ein fachliches Monitoring und Einbindung in projektspezifische
Fragestellungen durch das Bundesamt fiir Wasserwirtschaft (BAW) mittels regelmaBiger

Abstimmungsbesprechungen (2x/jahrlich) durchgefihrt.

Projektlaufzeit: 01.06.2018 — 31.10.2020

2. Uberblick und Projektplanung
Das Projekt wurde in 5 Arbeitspakete (AP) strukturiert:

Arbeitspaket 1 umfasste das Projektmanagement mit allen koordinativen, berichts- und
abrechnungsrelevanten Tatigkeiten. Arbeitspaket 2 ,Sampling® umfasste alle Ressourcen fiir die
Tatigkeit der Probenahme in den Aquakulturbetrieben und anschlieBender Probenlagerung. Arbeitspaket
3 ,,DNA Bibliothek™ gliederte sich in analytische Aufgaben wie Wasseranalytik, Probenvorbereitung, DNA-
Extraktion, Erstellung einer Sequenzierungsbibliothek (DNA-Bibliothek), Hochdurchsatz-Sequenzierung
(NGS) sowie in Gerate- und Materialanschaffungen. Arbeitspaket 4 ,Sequenzanalyse™ umfasste
einerseits die Beschaffung von IT-Komponenten und Softwarelésungen und andererseits die
Datenanalyse (zB FASTQ-Dateien, KRAKEN-Ausgabedateien). Im Arbeitspaket 5 ,Aufbau
Referenzdatenbank™ wurden die molekularen Zusammenhdnge festgelegt, eine Datenbank mit einer

Uberschaubaren Anzahl an Probestellen erarbeitet sowie ein Vorhersagemodell programmiert.

Abgeleitet von den festgelegten Arbeitspaketen im Projektplan wurden detaillierte Meilensteine definiert
(siehe Tabelle 1), die in weiterer Folge fiir die Bewertung des Bearbeitungsgrades und fir die
Zwischenberichte herangezogen wurden (zugrundeliegende bzw. weiterfiihrende Literaturangaben

siehe Ende des Berichts).

Wahrend der Projektlaufzeit wurden 4 Anderungsantridge eingebracht, die Personaldnderungen,
Verschiebungen in Budgetpositionen und die Verlangerung der Projektlaufzeit aufgrund der Corona-

Pandemie betrafen.



Tabelle 1: Meilensteinplan (Arbeitspaket laut Projektplan)

Meilenstein Teil-Meilenstein Kurzbeschreibung AP
M1 M1.1 Beschaffung GroB-Gerate Labor 2,3
M1.2 Beschaffung IT Hardware 4,5
Beschaffung
M1.3 Beschaffung IT Software 4,5
M2 M2.1 Probenahmeplan erstellen 2
Probenahmeplan M2.2 Probenahme durchfiihren 2
Ablauf Probenvorbereitung Labor definieren
M3.1 3
(Laborprotokoll)
M3.2 Probenvorbereitung durchfiihren 3
M3 _ M3.3 DNA-Extraktionsmethode auswahlen 3
Analytik ' (Laborprotokoll)
M3.4 DNA-Extraktion durchfiihren
M3.5 Wasseranalytik (Q-Parameter) durchfiihren
M4.1 Setup Hardware 3,4
. e % |2
DNA-Bibliothek/ P P
Sequenzierung M4.3 DNA-Bibliothek erstellen und testen 3,4
M4.4 DNA-Sequenzierung (Identitat) durchfihren 4
M5 M5.1 Softwarelésungen evaluieren 4,5
Datenanalyse M5.2 Analysepipeline erstellen und testen 4,5
NGS M5.3 Daten analysieren 4,5
M6
Referenz- M6.1 Referenzdatenbank Fischherkunft erstellen 4,5
datenbank

Als Meilenstein 1 wurde die Beschaffung einer Sequenzierungsplattform (MiSeq®, Illumina, San Diego,
CA, USA) fiir die Durchfiihrung der Experimente und einer IT-Ausstattung (Server) zur Bearbeitung der
Daten als Grundvoraussetzung der Arbeiten festgelegt. Die Anschaffung eigener Softwarelésungen war

nicht notwendig, da auf Open-Source-Software und deren Weiterentwicklung gesetzt wurde.

2.1 Probenahmeplan (M2)

Fir die Probenahme wurden fiinf Standorte, alle befinden sich in Niederdsterreich (Gostling an der Ybbs
(2x), Scheibbs (2x) und Puchberg am Schneeberg), jedoch in ortlicher Abgrenzung zueinander,
ausgewahlt. Aus Kostengriinden wurde die Anzahl der Standorte auf fiinf beschrankt. Die Standortwahl
hing mit den Kooperationsmdglichkeiten der FischziichterInnen und der geziichteten Fischart in diesen
Betrieben zusammen. Als Modellorganismus wurde die Gattung Pazifische Lachse (Oncorhynchus) am
Beispiel Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) gewahlt, da diese einerseits in den beprobten
Betrieben geziichtet werden und somit leicht verfligbar waren und andererseits im Osterreichischen
Handel eine erhebliche Rolle spielen. Damit verbunden war auch die Wahl der Aquakulturanlage fiir das
Projekt, weil die Bestimmung der Bakterienpopulation in Durchflussanlagen im Vergleich zu

Teichanlagen als schwieriger einzustufen ist (,Worst-Case-Szenario").

3



Ein Probenahmeplan wurde in Abstimmung mit dem Bundesamt fiir Wasserwirtschaft (BAW), dem
Limnologen und den Betreibern der Anlagen erstellt. Die Probennahmen wurden fiir die Dauer von zwei
Jahren (August 2018 bis 2020) in gleichmaBigen Abstanden geplant (monatlich), um etwaige saisonale
bzw. umweltbedingte Verdnderungen zu beriicksichtigen. Fir etwaige Folgeuntersuchungen (inkl.
Wiederholungen durch fehlerhafte Analysen) wurde die Bildung von vier Riickstellmustern bei Fischen
und einer Riickstellprobe bei Wasserproben vereinbart. Die Erst-Entnahme durch den Betreiber der

Anlage erfolgte unter Anleitung bzw. Aufsicht der Probenahmeverantwortlichen.

Eine Probennahme beinhaltet folgende MaBnahmen:
- Entnahme Fischproben fiir NGS inkl. Rickstellmuster (durch Betreiber der Anlage)
- Entnahme Wasserproben fiir NGS inkl. Riickstellmuster
- Vor-Ort-Wasserparameter analysieren (pH-Wert, Sauerstoff und Leitfahigkeit)
- Entnahme Wasserproben flir Laboruntersuchung auf chemische Parameter (Chlorid, Nitrat,

Ammonium, Sulfat)

Eine Ubersicht iiber die ausgewshlten Probenahmestellen der Wasserproben ist in den Tabelle 2 und 3

ersichtlich.

Tabelle 2: Ubersicht Probenahmestellen fiir Wasserproben

Probenahmestelle Geographische Lage Art der Teichanlage
Naturteich
PS1 Gostling an der Ybbs Holzbecken
Betonbecken
PS2 Gostling an der Ybbs Naturteich
Holzbecken
PS3 Scheibbs Naturteich
Kunststoffbecken
PS4 Scheibbs Naturteich 2, 3, 6
PS5 Puchberg am Schneeberg Naturteich




Tabelle 3: Ubersicht (iber die Abnahmestellen und die Anzahl an Wasserproben

Probenahme Art der Teichanlage Abnahmestelle Abktirzung Identifizierungs

stelle nummer

Wasserzufluss Pz 1
Holzbecken Wasseroberflache 1/2 01/02 2&3
Wasserabfluss PA 4
Wasserzufluss Pz 5
Betonbecken Wasserabfluss PA 6
PS1 Wasseroberflache 1/2 01/02 7&8

Wasserzufluss Pz 9
Wasserabfluss PA 10
Naturteich Wasseroberflache 1 01 11
Wasseroberflache 2 02 12
Wasseroberflache 3 03 13
Wasserzufluss Pz 14
Wasserabfluss PA 15
Naturteich Wasseroberflache 1 01 16
Wasseroberflache 2 02 17
PS2 Wasseroberflache 3 03 18
Holzbecken Wasserzufluss Pz 19

Wasseroberflache 1/2 01/02 20 & 21
Absatzbecken* Wasserabfluss PA 22
Wasserzufluss Pz 23
Wasserabfluss PA 24
Naturteich Wasseroberflache 1 01 25
PS3 Wasseroberflache 2 02 26
Wasseroberflache 3 03 27
Wasserzufluss Pz 28

Kunststoffbecken* Wasseroberflache 172 01/02 29 & 30
Wasserzufluss Pz 31
Wasserabfluss PA 32
Naturteich 2 Wasseroberflache 1 01 33
Wasseroberflache 2 02 34
Wasseroberflache 3 03 35
Wasserzufluss Pz 46
Wasserabfluss PA 47
PS4 Naturteich 3 Wasseroberflache 1 01 48
Wasseroberflache 2 02 49
Wasseroberflache 3 03 50
Wasserzufluss Pz 36
Wasserabfluss PA 37
Naturteich 6 Wasseroberflache 1 01 38
Wasseroberflache 2 02 39
Wasseroberflache 3 03 40
Wasserzufluss Pz 41
Wasserabfluss PA 42
PS5 Naturteich Wasseroberflache 1 01 43
Wasseroberflache 2 02 44

Wasseroberflache 3 03 45




* Anmerkung: Bei Probenahmestelle 2 ist das Absatzbecken das Abflussbecken des Holzteichs. Das
Kunststoffbecken der Probenahmestelle 3 hat keine eigene Abflussprobe, da das Wasser von der Quelle durch den
Kunststoffbehdlter direkt in den Naturteich flieBt. Das bedeutet der Wasserabfiuss vom kiinstlichen Becken
entspricht dem Wasserzufluss des Naturteichs.

Um die Proben immer von der gleichen Stelle zu entnehmen und die Probenziehung zu erleichtern,
wurden Skizzen entworfen (siehe Abbildung 1). Es wurden Proben des Zuflusses, des Abflusses und je
nach Art der Anlage (Naturteich, Holz- oder Betonbecken) bzw. Zugangsmdglichkeit des Gewadssers gab

es drei oder zwei Oberflachenproben.
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Probestelle 1: Naturteich (links), Betonbecken (Mitte), Holzbecken (rechts)
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Probestelle 2: Naturteich (links), Holzbecken (rechts) Probestelle 4: Naturteich 6 (oben), Naturteich 3 (links) ), Naturteich 2 (rechts)

Frobestelle 3: Kunststoffbecken (links), Naturteich (rechts), Probestelle 5: Naturteich

Abbildung 1: Entnahme von Wasserproben

2.2 Analytik (M3)

Der Analytik-Teil umfasst die Schritte der Probenvorbereitung und der DNA-Extraktion. Das Ergebnis
sind DNA-Extrakte fir die Erstellung der Sequenzierungsbibliotheken (DNA-Bibliotheken) und die
anschlieBende Hochdurchsatz-Sequenzierung. Zusatzlich wurden zur Dokumentation der Wasserqualitat
die Vor-Ort- und Laborparameter gemessen. Alle Daten werden auch in Form von Excel-Dateien an den

Bioinformatiker weitergegeben.
Probenvorbereitung zur DNA-Extraktion (M3.1, M3.2)

Zur Standardisierung der Probenvorbereitung und fir die nachfolgende Extraktion der bakteriellen DNA
soll ein Laborarbeitsprotokoll erstellt werden. Fiir alle Arbeitsschritte sind Einweghandschuhe zu tragen

bzw. Einwegmaterialien zu verwenden, die fiir jede Probenaufarbeitung zu wechseln sind.



Aus den einlangenden Fischproben sollen vier verschiedene Gewebeteile fiir die DNA-Extraktion
entnommen werden:

- Schuppen bzw. der auf der Haut befindliche Schleim

- ein Auge

- Kiemen

- ein Stlick Muskelfleisch.
DNA-Extraktion (M3.3, M3.4)

Zur Extraktion der bakteriellen DNA aus den Fisch- und Wasserproben soll ein bereits erprobtes bzw. in
Verwendung befindliches Verfahren verwendet werden. Das Extraktionsverfahren dient zur Isolierung

von DNA aus Bakterien und Gewebe fiir Hochdurchsatz-Sequenzierungsanwendungen.
Wasseruntersuchungen (M3.5)

Die Zusammensetzung des Mikrobioms ist stets von einer Reihe von Umweltbedingungen (z.B. Luft-
und Wassertemperatur, Feuchte) abhangig. Deshalb wird begleitend zur Mikrobiomanalyse der Fisch-
und Wasserproben auch eine Wasseranalyse (Vor-Ort- und Laborparameter) der Aquakulturen
durchgefiihrt.

2.3 DNA-Bibliothek und Sequenzierung (M4)

Die Arbeitsschritte enthalten die Erstellung von Sequenzierungsbibliotheken (DNA-Bibliotheken) aus den
Fisch- und Wasserproben und deren Hochdurchsatz-Sequenzierung. Zur Sequenzierung wurde im
Projekt ein MiSeq® Gerat von Illumina verwendet und das Ergebnis sind FASTQ-Dateien der jeweiligen

sequenzierten Proben.
DNA-Bibliothek (M4.2, M4.3)

Nach der DNA-Extraktion erfolgt die Erstellung einer DNA-Bibliothek. Im Fall der NGS-Amplikon-
Sequenzierung wird das durch eine zweistufige Polymerasekettenreaktion (PCR) erreicht, beginnend mit
der Vervielfaltigung der DNA eines Mikroorganismus (ein Abschnitt der bakteriellen 16S rDNA) und
danach das Anbringen von Adapter- und Indexsequenzen fiir die Sequenzierungsreaktion (Abbildung
2).



Erstellung der DNA-Bibliothek(en)
(2-stufiger PCR-Prozess)

Erster PCR-Prozess (Amplikon PCR) Illumina Sequenzierprimeradapter
(vorwarts: 33 nt)

. \\_ Universal Vorwartsprimer
dsDMA = (Bakterien)

b Universal Ruckwartsprimer

{Bakterien)

Tllumina Sequenzierprimeradapter
PCF{30 Zykden) {riickwarts: 34 nt)

Zwischenprodukt (PCR-Produkt)

Agarcssgelslektrophorese (apt.)

AMPure-Aufreinigung 1

Zweiter PCR-Prozess (Index PCR) THlumina Fllefzelle-Bindungsadapter mit Indax \'_
1 {vorwarts)
\,:' e " Illumina FlieBzelle-Bindungsadapter mit Index 2
TN
PCR (8 Zyklen)

Insert fiir die Amplikon Sequenzierung
{DNA-Bibliothek{en))

AMPure-Aufreinigung 2

DA-Bicliothek Quantifizierung

Herstellung der Verdiinnungen {Nomalisierung))
Agaresegelelektrophorese [opt.)

Bibliothekspoal & Quantifizierung

Danaturierung mit MatOH

Probenbiblictheken-/PhiX-Lésung (600 wl) in die MiSeg®-Kartusche laden

Hochdurehsatz-Sequenzierung

Abbildung 2: Ubersicht des zwei-stufigen PCR-Prozesses zur Erstellung der DNA-Bibliothek (Illumina)



DNA-Sequenzierung (M4.4)

Die Sequenzierungen wurden auf dem Illumina MiSeq® Gerat im paired-end Modus durchgefiihrt.
Hierbei werden die zu sequenzierenden DNA-Fragmente von jeder Seite mit einer vorher festgelegten
Leseweite (maximal 300 Basenpaare (bp)) sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung jeder

einzelnen Probe liegen als sogenannte FASTQ-Dateien vor.

Eine FASTQ-Datei, ein spezielles Dateiformat der Hochdurchsatz-Sequenzierung, besteht aus vier Zeilen
pro Datensatz. Neben dem ,Sequence Identifier" (Zeile 1 und Zeile 3) enthalt die Zeile 2 die DNA-
Sequenz und die Zeile 4 die Qualitatsbewertungen (,,quality scores"), die in ASCII-Zeichen dargestellt
werden (siehe Abbildung 3, kleiner Ausschnitt mit einem Bruchteil der Sequenzen). Diese Datei enthalt
mindestens 100.000 einzelne Sequenzen (reads), welche zur Bestimmung der Bakterienpopulation
mittels einer Analyse-Kaskade analysiert werden. Zur Absicherung der Ergebnisse werden beide FASTQ-

Dateien einer Probe herangezogen. Pro Sequenzierungslauf kénnen maximal 96 Proben sequenziert

werden.

aﬂmsx 102:000000000- JR7FHW: 1:1101:10688: 1047 1::0: 20CTACGGGAGGCTGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACGGTCC TATGGAT TGTAAACTGC TTTTGTACAGGAAGAACACTCCC TCGTGAGGGAGC TTGACGGTAC GGACAACTCCGTGCCAGCAGCCGCH A
GAGCHNNATCCGGNNTTAT GTANGCGGCTTAATAAGTCGGTGGTTHAMGTAGCAGNT TAACTGTTTTACNTGCCATCGATA e +#:CFFGGGGGGGCF #: CCCFGGLGGGGGGGGA##S: 9B <FDGGGCFG.
JR7FH:1:1101:15441:1068 1:N:0: 2CCTACGGOAGGCTGCAGTGAGGAATTTTCTGCAATGGACGAMGTCTGACAGAGCAATACCG CTACGG xu.mm(cr:nncvr TGACGTTACTTGAGGA.
TAAATCTTG6GGCOTAACC TCAAAC TGCAGT TGAAATTATTA+8BCCCGGGGGEBCFFGRGEBEFCAFF, , +CEFFFECEBBRFF<CRFE, 2F2C=FGG2F(CFg=>+47: 7F :FFCGo@7< :BCFEBBFGG, BFFIAYERGHS, COF<>+B88, , <3, ,,3:6:66,0:C78, ,, EFF @ , 1<<<:>, 3%1°*< 4 BeBRC<A>, 42, 5=*<C5C5>++0;C81
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Abbildung 3: Beispiel (Ausschnitt) einer FASTQ-Datei fiir eine Probe (unbearbeitet)

Prinzip Sequenzierung:

Gerdte, welche zur Hochdurchsatz Sequenzierung oder ,Next generation sequencing® (NGS)-
Technologie gehdéren, nutzen zur Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Fragmentes
unterschiedliche  Bibliotheksvorbereitungen  (DNA-library  preparation) und unterschiedliche
Signalerfassung. Bei der DNA-Bibliothekserstellung werden an die DNA verschiedene Adaptersequenzen
angehdngt. Bei der Sequenzierungstechnologie von Illumina werden die P5- und P7-Adaptersequenzen
fur das Clustering bzw. Clusterbildung bendtigt. Die Verwendung von Index-Sequenzen erlaubt das

Mischen (,,poolen™) und die Wiedererkennung von verschiedenen Proben-DNAs (,,Multiplex-Ansatz"). Fiir
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die Sequenzierung, um DNA-Abschnitt 1 (read 1) und DNA-Abschnitt 2 (read 2) zu aktivieren, miissen
die Sequenzierprimeradaptersequenzen vorhanden sein. Nach Fertigstellung der DNA-Bibliotheken
sowie einem Pooling- und Denaturierungsschritt wird zu Beginn der Sequenzierung ein Reaktionstrager
(FlieBzelle oder Flow-cell), ist ein Glasobjekttrager, mit der DNA-Bibliothekslosung liberspiilt. Nachdem
die P5- bzw. P7-Adapter der DNA mit den immobilisierten Oligonukleotiden auf der Oberflache der
FlieBzelle interagiert haben, werden die einzelnen DNA-Bibliotheken fiir die Sequenzierungsreaktion
durch einen Polymerasekettenreaktion (PCR)-dhnlichen Schritt amplifiziert (vervielfaltigt). Dieser Schritt
wird ,,Briicken-PCR"™ genannt und am Ende werden klonale Cluster mit identen DNA-Strangen erhalten.
Nach einem Denaturierungsschritt erhalt man gebundene DNA-Einzelstrange, an welchen die
Sequenzierprimer binden und die Sequenzierung beginnt (Abbildung 4). Die ,Sequenzierung durch
Synthese" (SBS)-Methode von Illumina verwendet die reversible Terminatorchemie sowie erfolgt die
Sequenzierung zyklusweise. Die Basen der Nukleotide sind spezifisch fluoreszenzmarkiert und besitzen
am Zucker Desoxyribose am 3'-Ende eine ablésbare Schutzgruppe (Terminator). Wenn die
komplementare Base eingebaut wird, stoppt die Reaktion und die Fluoreszenzgruppe wird optisch
angeregt und pro Cluster wird eine basenspezifische Emission detektiert und das Lichtsignal wird,
zusammen mit den Koordinaten auf der FlieBzelle, gespeichert. Nach Abspaltung der Fluorophore sowie
einem Entblockungs- und Waschschritt kann die Synthese wieder fortgesetzt werden. Eine Illumina-
Software wandelt die Bilddateien in FASTQ-Dateiformate um. Im Fall des MiSeq-Gerates wird eine
Vierkanal-SBS-Chemie verwendet, d.h. ein Fluoreszenzfarbstoff je Base und 4 Bilder pro
Sequenzierungszyklus (Abbildung 5).

QI
OO

A l ‘ B: : ' C: '

Abbildung 4: Illumina’s FlieBzelle (links) und Uberblick der Clusterbildung auf der FlieBzelle (Quelle:
https://www.cegat.de/services/next-generation-sequencing/)
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Abbildung 5: Uberblick der ,Sequenzierung durch Synthese" (SBS)-Methode von Illumina (Quelle:
https://www.cegat.de/services/next-generation-sequencing/)

2.4 Datenanalyse NGS (M5)

Die Datenanalyse der Hochdurchsatz-Sequenzierung umfasst die Auswahl des geeigneten Software-
Systems und deren Einsatz zur Bearbeitung der FASTQ-Dateien. Das Ergebnis ist die Identifizierung der

Bakterien in den Wasser- und Fischproben.

Fir die Prozessierung der FASTQ-Dateien sollten bereits publizierte Softwareprogramme
(Bioinformatikprogramme) geniitzt werden. Zur Auswahl standen Galaxy, KRAKEN und Qiime. Fiir die
taxonomische Klassifizierung der Bakterien wurde schlieBlich die Open-Source Software KRAKEN
(KRAKEN 2 ist die neueste Version) verwendet, da ein Abgleich mit Referenzsequenzen binnen kiirzester
Zeit madglich ist (Hauptvorteil: Schnelligkeit). Als Ergebnis wird eine Ausgabedatei (KRAKEN-report) in
CSV-Format von vorgegebenen FASTQ-Dateien erhalten (siehe Abbildung 6).

= KRAKEN

6 1.6 1
7037107 10.7 10.7 1057 1057
68 618 618 6:8 638 638 638 6331773136/80864
£9109 159 159 159 1533006665874

¥
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15| 0415| 0015| 0015| 0.0 15| 0.0144581479

16] 0416] 0.6 16) 0.6 16| 0.6 16, 0.65181181680865
0417, 0617 0617 0,617 0.621731696183458
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|
|
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2.5 Referenzdatenbank und Vorhersagemodell (M6)

Fir die Weiterverarbeitung der KRAKEN-Ausgabedateien im CSV-Format sollten in Zusammenarbeit mit

dem Bioinformatiker Analyseprogramme/-algorithmen entwickelt, modifiziert und erstellt werden.

Zur Erfassung, Speicherung, Verwaltung und weiteren Analyse (KRAKEN-reports) der seit August 2018
gesammelten Daten zu den Wasser- und Fischproben soll eine Webapplikation und ein Algorithmus zur
Herkunftsbestimmung (im weiterer Folge als ,Schatzer® bezeichnet), basierend auf der
Programmiersprache Python, entwickelt und an die Datenbank angebunden werden. Damit soll es

mdglich sein, eine unbekannte Fischprobe einer Teichanlage zuordnen zu kdnnen.

Fir die Modellbildung und Vorhersage (Algorithmus zur Herkunftsbestimmung) werden zuerst Zieldaten
bendtigt. Diese Zieldaten sollen aus den gewonnenen Rohdaten (KRAKEN-reports im CSV-Format)

gewonnen und ebenfalls in der Referenzdatenbank persistiert, d.h. in Tabellen gespeichert, werden.

Folgende Schritte zur Datenaufbereitung (Rohdaten zu Zieldaten) sollen hierfiir durchgefiihrt werden:
- Bestimmung von Attributen (features aus den KRAKEN-reports) und Filterungen von
Datensatzen, die fiir eine Modellbildung und Vorhersage bendétigt bzw. nicht benétigt werden
- Ableitung von neuen Attributen aus bestehenden Attributen, um diese fiir eine Modellbildung

nutzen zu koénnen

Fiir eine Vorhersage wurde ein statistisches Modell gewahlt, das grob in drei Schritte unterteilt werden
kann:

1) Berechnung der Attribute (features aus den KRAKEN-reports)

2) Berechnung von statistischen MaBzahlen (z.B. Mittelwert, Median)

3) Datenabstraktion (d.h. Daten und Algorithmen werden getrennt behandelt)

Die Aufgabe des Schatzers besteht darin, eine konkrete Fischprobe mit den Daten aus dem statistischen
Modell zu vergleichen und zu ermitteln, aus welcher Teichanlage dieser stammt. Hierzu verwendet der
Algorithmus zur Vorhersage ,Statistical Learning". Dieser Begriff bezeichnet eine bestimmte Variante
aus dem ,supervised Machine Learning" und der Begriff ,supervised" (unterstitzend) sagt aus, dass
dieses Modell nach jedem neuen Datensatz aktualisiert und trainiert werden muss. Nach jedem
Hinzufiigen von Daten wird gepriift, ob das Modell noch zu den Daten passt. Sollte dies nicht mehr der

Fall sein, muss es nachjustiert werden.
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3. Ergebnisse

Die abgebildeten Ergebnisse des Projektes sind eine Zusammenfassung der im Laufe des Projekts

erstellten Meilensteinberichte.
3.1. Ergebnisse Probenahme
Entnahme Fischproben fiir NGS inkl. Riickstellmuster

Im genannten Projektzeitraum wurden 900 Exemplare gezogen. Pro Naturteich, Holz- oder Betonbecken
wurden flnf Fische (ganze Fische) durch den Betreiber der Anlage vorab entnommen und von Innereien
befreit. Fir den Transport wurden die Fische einzeln in Folie eingeschweiBt und gekiihlt nach Wien
transportiert. Vor Ort wurden die jeweiligen Fischproben (eine von den fiinf) entweder gleich am nachsten
Tag bearbeitet (Lagerung bei 4°C) oder bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren (-20°C). Die vier

Riickstellmuster wurden bei -20°C gelagert.
Entnahme Wasserproben fiir NGS inkl. Riickstellmuster

Im Zeitraum von August 2018 bis August 2020 wurden insgesamt 974 Wasserproben entnommen. Die
Wasserproben wurden am Tag der Fischprobenentnahme gezogen. Jede einzelne Wasserprobe wurde in
sterile 250 ml-Flaschen abgefiillt, mit dem Datum, der genauen Probenahmestelle und einer
Identifizierungsnummer versehen (laut Tabelle 3). Die Probenahme des Oberflachenwassers erfolgte in
einer Tiefe von 10 cm unter der Wasseroberflache, um keine groben Verunreinigungen mitaufzunehmen.
Die Wasserproben wurden ebenfalls gekihlt transportiert und bis zur weiteren Verarbeitung im Labor der
Osterreichischen Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit (AGES, Wien) im Kiihlschrank bei 4°C

bzw. ca. 150 ml als Rickstellmuster bei -20°C gelagert.

Anmerkung: Finf Probenziehungen konnten nicht stattfinden (krankheitsbedingt Oktober 2018 und August
2019, witterungsbedingt November 2019 und Corona-bedingt (Marz und April 2020)).

Vor-Ort-Wasserparameter

Bei jeder Probenahme bzw. Probenahmestelle wurden die Parameter Wassertemperatur, pH-Wert,
Sauerstoffgehalt und -sdttigung und Leitfahigkeit direkt vor Ort gemessen und dokumentiert. Die
Messungen erfolgten mit einer kalibrierten Messsonde der AGES. Insgesamt wurden 162 Vor-Ort-
Messungen durchgefiihrt und anschlieBend in das Laborinformationsmanagementsystem (LISA) der AGES

Ubertragen.

Anmerkung. Zusadtzlich zu den fehlenden Daten wegen des Ausfalls der Probenahmen gibt es aufgrund

eines Gerdteausfalls fir Mai und Juni 2019 keine Messwerte.
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Laborparameter

Zur Beobachtung der Wasserqualitédt wurden seit Janner 2019 eigens gezogene Wasserproben auf die
chemischen Parameter Chlorid, Nitrat, Ammonium und Sulfat Gberprift. Insgesamt wurden 144

Wasserproben entnommen und im Labor der AGES analysiert.

Anmerkung. Die Ergebnisse der Wasserparameter wurden im Rahmen des Projekts fiir die Ermittiung der

Vorhersagemethode nicht berdicksichtigt.
3.2 Ergebnisse Analytik
Probenvorbereitung zur DNA-Extraktion

Aus den einlangenden Fischproben wurden je vier verschiedene Gewebeteile fiir die DNA-Extraktion

entnommen und in ein 50 ml-Zentrifugenrdhrchen Gberfiihrt. Die einzelnen Bearbeitungsschritte eines

Fisches sind in den Abbildungen 7-10 dargestellt. Es wurden insgesamt 706 Fischproben bearbeitet.

ol
),

Abbildung 7: Probenahme der Schuppen
Nach Entfernen der Verpackung wird der Fisch mit der Flosse nach rechts auf ein Papier gelegt. Mit einem

neuen Einwegmesser wird der Lange nach Uber die Schuppen hin und her gestreift. Hierbei ist es wichtig,

den Fisch nicht zu schneiden, sondern nur die Schuppen und Schleimhaut als Probe zu gewinnen.
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Zur Entfernung des Auges wird der Sehnerv durchtrennt und in einem Stiick in das Zentrifugenréhrchen

gegeben.

N

Abbildung 9: Entnahme der Kiemen

Die Kiemen werden mit dem Zeigefinger entfernt und in ein Zentrifugenréhrchen lberfiihrt.

Abbildung 10: Entnahme eines Stiick Muskelfleisches

Ein Quadratzentimeter-groBes Stiick wird entlang der Seitenflosse entnommen und in ein

Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt.
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Die Probenvorbereitung der Wasserproben im Labor erfolgte innerhalb von 48 Stunden, um den
mikrobiellen Abbau oder andere mdgliche Veranderungen der Mikroorganismen-Gemeinschaft zu
verhindern. Bei den Wasserproben (974) wurden die im Wasser vorhandenen Mikroorganismen durch
Zentrifugation angereichert (50 ml-Aliquote, 20 Minuten, 4130 x g), um die Ausbeute an DNA zu erh&hen.

Der jeweilige Uberstand wurde abdekantiert und der Riickstand fiir die DNA-Extraktion eingesetzt.

DNA-Extraktion

Zur Extraktion der bakteriellen DNA aus den Fisch- und Wasserproben wurde der kommerzielle Kit
+MagAttract HMW DNA Kit" von Qiagen verwendet, es basiert auf der Magnetpartikel-Technologie. Zum
Waschen der DNA werden alkoholhaltige Puffer verwendet. AnschlieBend erfolgt die Elution der DNA durch

Zugabe von bidestilliertem Wasser.

Die DNA-Extraktion mit dem ,MagAttract HMW DNA Kit" erfolgte gemaB dem Herstellerprotokoll fiir
Gewebeproben bei Fischen (706 Stiick) und fiir grampositive Bakterien bei den Wasserproben (974 Stiick).

Wasseruntersuchungen

Die nachstehenden Abbildungen (11-19) zeigen beispielhaft die Ergebnisse der Wasseranalyse (Vor-Ort-
und Laborparameter). Die Ergebnisse der Wasseruntersuchungen dienten der Kontrolle der Wasserqualitat

und wurden fiir die Berechnung der Modelle im Rahmen des Projekts nicht berticksichtigt.
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Abbildung 11: Temperatur des Teichwassers nach Probestelle
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Abbildung 12: pH-Wert des Teichwassers nach Probestelle
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Abbildung 13: Sauerstoffkonzentration des Teichwassers nach Probestelle
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Abbildung 14: Sauerstoffsattigung des Teichwassers nach Probestelle
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Abbildung 16: Chloridgehalt des Teichwassers nach Probestelle
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Abbildung 17: Nitratgehalt des Teichwassers nach Probestelle
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3.3 Ergebnisse DNA-Bibliothek und Sequenzierung

Die Erstellung der DNA-Bibliotheken wurde unter Anleitung des ,,16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation®-Protokolls von Illumina durchgefiihrt, wobei die PCR-Zykluszahl von 25 auf 30 erhéht wurde.
Es waren keine weiteren Optimierungsschritte notwendig. Die erfolgreiche Durchfiihrung der PCR-
Reaktionen bzw. die Bibliothekserstellung wurde mit Gelbildern (Gel-Elektrophorese) bzw. mit Einsatz eines
interkalierenden Farbstoffs (real time PCR) bestdtigt. Die Ergebnisse der Sequenzierung jeder einzelnen
Probe liegen als sogenannte FASTQ-Dateien vor.

Insgesamt wurden fiir das Projekt 974 Wasserproben und 706 Fischproben sequenziert.

3.4 Ergebnisse Datenanalyse NGS

Die KRAKEN-Ausgabedatei zeigt die Zuordnung der Bakterien nach einem hierarchischen System (kann
unter Umstanden mehrere 1000 Zeilen lang sein), deren oberste Einstufung die Domane und die unterste
die Art ist (Taxonomie), sowie den prozentualen Anteil (relative Haufigkeit) der verschiedenen
Bakteriengruppen sowie die Ubereinstimmung mit der Referenzsequenz (covered/assigned, siehe
Abbildung 20).

Taxonomie Ebene & Wissenschaftlicher Name

Einfigen Seitenlayout Formeln Daten

X, = - - - -
B b - - wekEa— IE’

e, [cotr 1A A = & & Ubereinstimmung mit
Erftgenlge |F X U~ |H- |24~ == Referenzsequenz
Zwischenabl... Schriftart [ Ausri Ha ufig keit
A1 - fe 5.8416371637U0unclassified A | =

A B C D E :
- L ABl 8 [ c|p| E F

1 | 5.84163716;.[7U0unclassnf\ed
Pl 94.16263754R1root 1 5,841 1637 1637 U 0 unclassified

- 2 | 94,16 26378 4R 1 root
3 | 94.12263694R1131567 cellular organisms

.u gan 3 | 94,12 26369 4 R1 131567 cellular organisms

4 | 93.7626266708D2 Bacteria 4 | 93,76 26266 708 D 2| Bacteria
5 | 43.181209868P1224 Proteobacteria s 43’18 12098 68 P 1224 Proteobacteria
j igi::;i:‘;gz;z;z B;’ai:tlz"b?cl‘e”a 61485 4159 42C 28216  Betaproteobacteria

: : HIEho) e”ades 71026 2875 250 80840  Burkholderiales
[ O:351773130E80868  Comamonacaceac 8| 633 1773 136F 80864 Comamonadaceae
9 | 1.534300G665874 lenghabltanf ol 153 43 __0G__ 6ASR74 Limnohahitans
10] 1.4641041051678129 _Limncheblitans sp. 1030PR2 10| 1,46 410 410S 1678129 Limnohabitans sp. 103DPR2
jilll 0.07202051678128 Limnohabitans sp. 63ED37-2 17007 N LS 1678128 LiMNONabitans sp. 63ED37-2
12]] 0.91255245G28065 Rhodoferax 12| 091 255 245G 28065 Rhodoferax
13 | 0.02605192843 Rhodoferax ferrireducens 13/ 002 6 0S 192843 Rhodoferax ferrireducens
14 | 0.026651338969 Rhodoferax ferrireducens T118 14| 0,02 6 6S1 338969 Rhodoferax ferrireducens T118
15| 0.0144581479 Rhodoferax antarcticus 15| 0,01 4 as 81479 Rhodoferax antarcticus
16| 0.65181181G80865 Delftia 16| 0,65 181 181G 80865 Delftia
17 | 0.62173169F1834%4 unclassified Comamonadaceae 17| 062 173 169 F1 83494 unclassified Comamonadaceae
18 | 0.012251458425 Comamonadaceae bacterium Al 18| 0,01 2 2S 1458425 Comamonadaceae bacterium Al
19 | 0.012251458426 Comamonadaceae bacterium B1 19| 0,01 2 2'S 1458426 Comamonadaceae bacterium B1
20 | 0.601675G34072 Variovorax 20 0,6 167 5G 34072 Variovorax
21| 0.3610010052126319 Variovorax sp. PMC12 21| 0,36 100 100S 2126319 Variovorax sp. PMC12
22 | 0.21606051795631 Variovorax sp. PAMC 28711 22| 0,21 60 60S 1795631 Variovorax sp. PAMC 28711

Abbildung 20: Beispiel einer KRAKEN-Ausgabedatei (links) und eine vergroBerte Ansicht (rechts)

Fiir Wasserproben liegen jeweils KRAKEN-Ausgabedateien fiir den Zufluss, Abfluss und fiir zwei bzw. drei
Oberflachen vor. Fiir die Fischproben sind diese jeweils flir Schuppen, Auge, Kiemen und Muskelfleisch
vorhanden. Insgesamt wurden 1680 KRAKEN-Ausgabedateien erhalten und standen fiir die
Modellberechnung zur Verfligung. Zur Programmierung wird die Programmiersprache Python genutzt, da

sich Programme mit Python schnell und einfach entwickeln lassen und individuelle Anpassungen mdglich
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sind. In diesem Zusammenhang wurde auch das automatisierte Abarbeiten der erhaltenen FASTQ-Dateien
(3360) mittels Python Skript realisiert.

3.5 Ergebnisse Referenzdatenbank und Vorhersagemodell

Referenzdatenbank

Eine Evaluierung der verfiigbaren Softwares/Programme miindete in der Entwicklung eines neuen Systems,
da die vorhandenen Software-Systeme und ,tools" nicht alle Anforderungen zur Bearbeitung des KRAKEN-
reports (z.B.: Differenzierung der Bakterien auf Spezies-Ebene, Betrachtung der Haufigkeit eines
Bakteriums, Ubereinstimmung mit Referenzsequenzen), einer Modellbildung und der Erstellung von
Vorhersagemodellen erfiillten. Es handelt sich hierbei um das Probenanalyse- und Statistiksystem (kurz
ProbASS, siehe Abbildung 21).

ProbASS Administration  authentifizierung und Autorisierung = Stammdaten = Proben~  Vorbereitung = Sequenzierung~  Datenverarbeitung = Workflow = « Stefanie
Proben Analyse und Statistik System

Neueste Aktionen
Benutzer Hinzufiigen Andern

Gruppen Hinzufiigen Andemn Meine Aktionen
Keine vorhanden

Stellen Hinzufiigen Andern

Stellen mit Sub-Stellen Hinzufiigen Andern

Sub-stellen Hinzufiigen Andern

Probensets Hinzufiigen Andern

Probensets mit Proben Hinzufiigen Andern

Wasserproben Hinzufiigen Andern

Fischproben Hinzufiigen Andern

Vorortparameter Hinzufiigen Andern

Laborparameter Hinzufiigen Andern

Abbildung 21: Startseite der ProbASS-Webapplikation

Die KRAKEN-Ausgabedateien werden als Rohdaten bezeichnet, da diese noch nicht weiter
bearbeitet/verarbeitet wurden. Diese Ausgabedateien wurden in ProbASS importiert und bildeten die Basis

fir untenstehende Tabellen, sowie fiir die Modellbildung und die konkrete Vorhersagemethode.

Die Rohdaten wurden zunachst in einer Referenzdatenbank persistiert. Dazu wurden die entsprechenden
Rohdaten der Wasser- und Fischproben in Tabellen, die aus Zeilen und Spalten bestehen, abgelegt. Dieser
Schritt ist notwendig, um Daten automatisiert analysieren und auswerten zu kénnen. In Tabelle 4 und 5

sind je ein Beispiel fir eine Wasser- und Fischprobe gezeigt.
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Tabelle 4: Beispiel eines Datensatzes einer Wasserprobe

Haufigkeit Covered Assigned Taxonomie 1D Name Stelle Substelle Subprobe  Datum
Datenbank
Homo
881 18124 18124 S 9606 . PS1  Beton PA 22.08.2018
Sapiens

Tabelle 5: Beispiel eines Datensatzes einer Fischprobe

1D
Haufigkeit Covered Assigned Taxonomie Name Stelle Substelle Subprobe  Datum
Datenbank
Homo
439 5591 5591 S 9606 . PS1  Beton Auge  22.08.2018
sapiens

Die Wasser- und Fischdatensatze haben dieselben Attribute (z.B. Haufigkeit, covered/assigned, Taxonomie-
Ebene, ID Datenbank, Mikroorganismus, Probenahmestelle), aber mit unterschiedlicher Auspréagung der
Werte.

Die Analyse der Daten hinsichtlich der Verteilung auf die einzelnen Probenahmestellen (PS1 bis PS5) ergibt
eine ungleichmaBige Verteilung der Daten, da Probenahmestellen neben einem Naturteich ggf. noch
weitere Naturteiche oder zusatzlich ein Holz- und Betonbecken besitzen (PS1, PS2, PS3, PS4). Die
nachfolgenden Tabellen (6-9) und Abbildungen (22-25) zeigen die Verteilung der Rohdaten von Wasser-

und Fischproben auf die einzelnen Probenahmestellen und Substellen.

Tabelle 6: Verteilung der Rohdatensatze von Wasserproben auf Stellenebene

Probenahmestelle Anzahl der Datensatze (Wasser)

PS1 809692
PS2 564705
PS3 472059
PS4 970482
PS5 344708
Summe 3161646
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EPS1 mPS2 mPS3 mPS4 mPS5

Abbildung 22: Grafische Darstellung der prozentualen Verteilung der Wasser-Datensatze (Rohdaten) pro

Tabelle 7: Verteilung der Rohdatensdtze von Fischproben auf Stellenebene

Probenahmestelle Anzahl der Datensatze (Fische)

PS1
PS2
PS3
PS4
PS5

371201
219444
114350
258063
127169

Summe
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Abbildung 23: Grafische Darstellung der prozentualen Verteilung der Fisch-Datensdtze (Rohdaten) pro
Stelle

Tabelle 8: Verteilung der Rohdatensdtze von Wasserproben auf Substellenebene

Stelle Substelle Anzahl der Datensatze (Wasser)
Holzbecken 246043
PS1  Betonbecken 259539
Naturteich 304110
Naturteich 311387
PS2  Holzbecken 188774
Absatzbecken 64544
pS3 Naturteich 304666
Kunststoffbecken 167393
Naturteich 2 321738
PS4  Naturteich 3 319237
Naturteich 6 329507
PS5  Naturteich 344708
Summe 3161646
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PS5 Naturteich PS1 Holzbecken

PS4 Naturteich 6 “'

PS4 Naturteich 3
PS4 Naturteich 2
PS2 Holzbecken

PS3 PS2 Absatzbecken
PS3 Naturteich

PS1 Betonbecken

PS1 Naturteich

PS2 Naturteich

Kunststoffbecken
= PS1 Holzbecken = PS1 Betonbecken = PS1 Naturteich
PS2 Naturteich m PS2 Holzbecken = PS2 Absatzbecken
= PS3 Naturteich m PS3 Kunststoffbecken = PS4 Naturteich 2

m PS4 Naturteich 3 m PS4 Naturteich 6 m PS5 Naturteich

Abbildung 24: Grafische Darstellung der prozentualen Verteilung der Wasser-Datensatze (Rohdaten) pro
Substelle

Tabelle 9: Verteilung der Rohdatensétze von Fischproben auf Substellenebene

Stelle Substelle  Anzahl der Datensatze (Fische)

Holzbecken 115708

PS1 Betonbecken 134142
Naturteich 121351

PS) Naturteich 112026
Holzbecken 107418

PS3 Naturteich 114350
PS4 Naturteich 3 128117
Naturteich 6 129946

PS5 Naturteich 127169
Summe 1090227
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PS5 Naturteich PS1 Holzbecken

PS4 Naturteich 6 “" PS1 Betonbecken
PS4 Naturteich 3 . PS1 Naturteich
PS3 Naturteich PS2 Naturteich

PS2 Holzbecken

m PS1 Holzbecken = PS1 Betonbecken = PS1 Naturteich
m PS2 Naturteich = PS2 Holzbecken = PS3 Naturteich
m PS4 Naturteich 3 = PS4 Naturteich 6 = PS5 Naturteich

Abbildung 25: Grafische Darstellung der prozentualen Verteilung der Fisch-Datensdtze (Rohdaten) pro
Substelle

Im einem nachsten Schritt wurden die Daten auf die Haufigkeit des Vorkommens von Sequenzen je
Teichanlagen analysiert. Die folgenden Tabellen (10-11) zeigen je ein Beispiel fiir das Auftreten von

Sequenzen in einer Teichanlage und von einem Fisch, der aus dieser Entnahmestelle stammt.

27



28

Tabelle 10: Die Haufigkeiten von Sequenzen am Beispiel der Probestelle 1 (Beispielausschnitt)

DNA-Sequenz (Bakterium) Anzahl
Acidihalobacter ferrooxidans 235
Acidihalobacter prosperus 225
Acidjpropionibacterium acidjpropionici 11
Acidipropionibacterium jensenii 37
Acidjpropionibacterium virtanenif 9
Acidisphaera sp. G45-3 245
Acidithiobacillus caldus 103
Acidithiobacillus ferridurans 2
Acidithiobacillus ferrivorans 4
Acidithiobacillus ferrooxidans 7
Acidobacteriaceae bacterium SBC82 36
Acidovorax carolinensis 249
Acidovorax cattleyae 7
Acidovorax citrulli 7
Acidovorax sp. 1608163 30
Acidovorax sp. J542 3
Acidovorax sp. KKS102 31
Acidovorax sp. RACO1 135
Acidovorax sp. T1 24
Acinetobacter baumannii 219
Acinetobacter calcoaceticus 26
Acinetobacter defluvii 110
Zobellia galactanivorans 14
Zymobacter palmae 11
Zymomonas mobilis 234




Tabelle 11: Die Haufigkeiten von Sequenzen am Beispiel der Fischprobe aus Probestelle 1

(Beispielausschnitt)
DNA-Sequenz (Bakterium) Anzahl

Acanthamoeba polyphaga mimivirus 1
Acanthamoeba polyphaga moumouvirus 17
Acetoanaerobium sticklandii 22
Acetobacter aceti 31
Acetobacter ascendens 13
Acetobacter ghanensis 9
Acetobacter orientalis 9
Acetobacter oryzifermentans 1
Acetobacter pasteurianus 4
Acetobacter persici 25
Acetobacter pomorum 1
Acetobacter senegalensis 2
Acetobacter tropicalis 4
Acetobacterium sp. KB-1 4
Acholeplasma axanthum 22
Acholeplasma brassicae 1
Acholeplasma hijppikon

Acholeplasma laidlawii 7
Yersinia ruckeri 105
Yersinia similis 3
Yoonia vestfoldensis 13
Zhihenglivella sp. ISTPL4 14
Zhongshania aliphaticivorans 81
Zobellella denitrificans 92
Zobellia galactanivorans 6
Zoogloeaceae bacteirum Par-f-2 9

Vorhersagemethode (,, Schatzer™)

Fir die Vorhersagemethode wurde vorab ein statistisches Modell erstellt, wobei aus den Rohdaten durch
Bestimmung von Attributen und Filterung von Datensdtzen die Zieldaten zur Modellbildung generiert

wurden.

Die Entwicklung des Modells kann grob in drei Schritte unterteilt werden:
1) Berechnung der Attribute (features aus den KRAKEN-reports)
2) Berechnung von statistischen MaBzahlen (z.B. Mittelwert, Median)

3) Datenabstraktion (d.h. Daten und Algorithmen werden getrennt behandelt)

Es wurden folgende Attribute fiir die Modellbildung verwendet:
- Taxonomie (hierarchische Einteilung von Organismen in Gruppen)

Die Filterung der Daten erfolgte nur auf Spezies-Ebene (S)
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- Ubereinstimmung mit Referenzsequenzen (covered/assigned) auf Spezies-Ebene

- Zur Datenbereinigung (z.B. Extremwerte) wurden die Attribute LCovered und LAssigned definiert
(Werte stammen von log(Covered) bzw. log(Assigned))

- Festlegung eines numerischen Mindestwertes (Threshold) fiir die neuen Attribute (Wegfall von zu
minimalen Werten/Auspragungen)

- Definition eines ,AhnlichkeitsmaBes" (Similarity, Wert zwischen 0 und 1; je héher der Wert ist,

umso besser ist dieser Datensatz geeignet)

Die Zieldaten wurden akkumuliert (Metadaten) und ebenso in der Datenbank persistiert. Die Tabellen sind
hierarchisch strukturiert und in mehrere Ebenen gegliedert. Auf der ersten Ebene wird zwischen Wasser-
und Fischdaten differenziert. Die zweite Ebene beinhaltet Daten zur Probenahmestelle und die dritte Ebene
beinhaltet Daten zu den Substellen. Es existieren somit dieselben Tabellen je einmal fir die Wasserproben
und je einmal fir die Fischproben. Dieses statische und hierarchische Modell wurde ausgewahlt, da die
gemeinsame Verwaltung und statistische Ableitung von Ergebnissen der Wasser- und Fischdaten nicht in

einer Tabelle abgehandelt werden kann, da die Daten zu unterschiedlich ausgeprégt sind.

Da sich alle Daten (Rohdaten, Zieldaten und das Modell) in einer Datenbank befinden, wurde auch der
Schatzer mittels Datenbankmethode realisiert. Dies hat zum Vorteil, dass keine zusatzliche Software erstellt
werden muss, da alles mit Abfragen (Queries) und Prozeduren innerhalb der Datenbank realisiert werden

kann.

Zur Vorhersage des wahrscheinlichsten Herkunftsortes einer Fischprobe wurden zwei Ansatze verfolgt, da

sich die Wasser und Fischdaten sehr unterschiedlich verhalten:

1) Zuordnung eines Fisches anhand der Fischdaten (,,Fisch-Schatzer™)

2) Zuordnung eines Fisches anhand der Wasserdaten (,Wasser-Schatzer")

Sie verwenden dasselbe Modell, unterscheiden sich jedoch in der Verwendung unterschiedlicher
statistischer MaBzahlen. Die Vorhersage wird in zwei Schritten durchgefiihrt, zuerst erfolgt die
Bestimmung (Schatzung) der Probenahmestelle und anschlieBend die Bestimmung (Schatzung) der

Substelle, woher der Fisch stammt.

Ergebnis Fisch-Schatzer:

Die Ergebnisse des Fisch-Schatzers analysiert flir 177 Fischproben gegen alle Fischprobendatensatze ist in
Tabelle 12 gezeigt. Von 177 Proben konnten 160 richtig zugeordnet werden, was der Wahrscheinlichkeit

einer richtigen Vorhersage von 90% entspricht.
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Tabelle 12: Ergebnis einer Schatzung der Probestelle je Fischprobe

Vorhersage Vorhersage

Stelle Anzahl an Proben (korrekt) (nicht korrekt) Genauigkeit [%]
Stelle #1 60 54 6 90
Stelle #2 39 36 3 92
Stelle #3 20 18 2 20
Stelle #4 40 37 3 93
Stelle #5 18 15 3 83
Gesamt 177 160 17 20

Ergebnis Wasser-Schétzer:

Beim Wasser-Schatzer miissen die Daten von Fischen und Wasser kombiniert werden. Dies kann mit einem
Overlapping (Schnittmenge) der Namen der DNA-Sequenzen erfolgen, stellt jedoch eine gewisse
Herausforderung dar, weil diese eine zu unterschiedliche Auspragung haben. Fiir den Wasser-Schatzer
wurden von 177 Fischproben im Vergleich mit allen Wasserprobendatensdtzen 40 bzw. 20 richtig
zugeordnet werden. Die Probenahmestelle 5 ist innerhalb des gesamten Datensatzes unterreprasentiert,
klammert man die Daten dieser Probenahmestelle aus, wird eine Wahrscheinlichkeit einer richtigen

Vorhersage von bis zu 70 % erreicht (siehe Tabelle 13 und 14).

Tabelle 13: Ergebnis einer Schatzung der Probestelle je Fischprobe

Anzahl an Proben Vorhersage (korrekt) Vorhersage (nicht korrekt) Genauigkeit [%]

177 40 137 23

Tabelle 14: Ergebnis einer Schatzung der Substelle je Fischprobe

Anzahl an Proben Vorhersage (korrekt) Vorhersage (nicht korrekt) Genauigkeit [%]

177 20 157 11
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Anwendungen des Schiatzer-Algorithmus auf bestimmte Fragestellungen

Im Zuge der Entwicklung des statistischen Modells und des Algorithmus zur Bestimmung der Herkunft,

traten folgende Fragstellungen/Uberlegungen auf:

1. Beeinflussen Wasserproben von Naturteich 2, Kunststoffbecken den Schatzer?

2. Bendtigt man zwei bzw. drei Oberflachenwasserproben eines Gewassers?

3. Welchen Einfluss haben Zufluss- und Abflussproben auf den Schatzer-Algorithmus?

4, Genlgt eine Muskelfleischprobe eines Fisches, um deren Herkunft zu bestimmen?

5. Kann die Herkunft einer neuen Fischprobe ohne die Entnahme von Wasserproben bestimmt

werden?

Je nach Fragestellung/ Uberlegung bzw. zur Beantwortung wurde ein eigenes Datenset fiir den jeweiligen

Testfall erstellt.
Ein Datenset in der Referenz-Datenbank beinhaltet folgendes:

- KRAKEN-Ausgabedateien (Rohdaten)
- Zieldaten

- Metadaten (statistisches Modell und den dazugehdrigen Algorithmus)

Testergebnisse zu Frage 1:
Beeinflussen Wasserproben von Naturteich 2, Kunststoffbecken den Schatzer?

Im Zuge der Probenahme wurden Wasserproben aus Gewassern gezogen, die keine Fische enthielten.

Bei diesem Testfall wurde untersucht, ob diese Daten den Wasser-Schatzer beeinflussen und somit eine

andere Vorhersage getroffen werden wiirde.

Als Ergebnis konnten wiederum nur 11% der Fischproben der korrekten Substelle zugeordnet werden. In
diesem Fall konnten die zusatzlichen Wasserproben bzw. die gewonnenen Datensdtze daraus nicht als

Storfaktor in diesem Modell nachgewiesen werden.
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Testergebnisse zu Frage 2:
Bendtigt man zwei bzw. drei Oberflachenwasserproben eines Gewassers?

Es wurden Wasserproben des Zuflusses, Abflusses und an zwei bzw. drei unterschiedlichen Punkten auf
der Wasseroberflaiche entnommen. Die Wasseroberflachenproben bekommen somit eine andere

Gewichtung als jene Proben vom Zu- oder Abfluss.

Bei diesem Testfall wurde das Modell so angepasst, dass die zwei bzw. drei Wasseroberflachenproben
jeweils zu einer Probe zusammengefasst wurden, d.h. es gab eine Zuflussprobe, eine Abflussprobe und

eine Oberfldchenprobe.

Das Ergebnis des Wasser-Schatzers blieb auch mit nur drei Proben unverandert. Prinzipiell muss jedoch
angemerkt werden, dass die Genauigkeit eines Schatzers umso besser wird, je mehr Daten zur Verfligung

stehen.

Testergebnisse zu Frage 3:
Welchen Einfluss haben Zufluss- und Abflussproben auf den Schatzer-Algorithmus?

Eine weitere Frage war, ob die Wasserdaten von Zufluss und Abfluss (befinden sich in einem standigen

Austausch) einen Einfluss auf den Wasser-Schatzer haben im Gegensatz zu den Oberflachenproben.

Nach Ablauf der Analyse konnte keine Beeinflussung der Daten von Zu- und Abfluss auf das Modell und

den Schatzer-Algorithmus festgestellt werden.

Testergebnisse zu Frage 4:
Geniigt eine Muskelfleischprobe eines Fisches, um deren Herkunft zu bestimmen?

Eine aus dem Handel (z.B. ein Fischfilet) enthnommene Probe wird mittels Schatzer-Algorithmus analysiert.
Hierflir wurde ein Datenset erstellt, welches nur die Datensatze des Muskelfleisches (Datensdtze von

Schuppen, Auge, Kiemen fehlen) enthielt.

Es kdnnen 85% der Fischproben der korrekten Probenahme- und Substelle nach Abgleich mit Fischdaten
zugeordnet werden (siehe Tabelle 15 und 16). Der Abgleich mit allen Wasserdaten ergab wieder eine
Zuordnung von 11%. Bei diesem Testversuch verfiigen das Modell und der dazugehdrige Algorithmus Gber

weniger Daten und somit ergibt sich eine héhere Ungenauigkeit.

Tabelle 15: Ergebnis einer Schatzung der Probestelle je Fischprobe

Anzahl an Proben Vorhersage (korrekt) Vorhersage (nicht korrekt) Genauigkeit [%]
177 151 26 85

Tabelle 16: Ergebnis einer Schatzung der Substelle je Fischprobe

Anzahl an Proben Vorhersage (korrekt) Vorhersage (nicht korrekt) Genauigkeit [%]
177 151 26 85
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Testergebnisse zu Frage 5:

Kann die Herkunft einer neuen Fischprobe ohne die Entnahme von Wasserproben bestimmt
werden?

Das hier angewendete statistische Modell muss permanent auf dem aktuellen Stand gehalten werden. Nach
jeder Probenahme, Analyse der FastQ-Dateien mittels KRAKEN und dem Import der KRAKEN-
Ausgabedateien ins ProbASS dndern sich die Rohdaten, die Zieldaten, sowie die Metadaten und das Modell
muss aktualisiert werden. Da dies mit einem gewissen Aufwand einhergeht, ergab sich die Frage, ob diese
Schritte immer notwendig sind. Weiters stellt sich die Frage, wie genau der Schatzer-Algorithmus im
zeitlichen Verlauf bleibt.

Der Schatzer-Algorithmus kann mit einem bestimmten Modell eine neue Probe korrekt bestimmen, aber
die Genauigkeit der Vorhersage sinkt, je weiter man in die Zukunft gehen wiirde und das Datenmodell
dabei nicht aktualisiert (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: Ergebnis einer Schatzung der Probestelle je Fischprobe

Anzahl an Proben Vorhersage (korrekt) Vorhersage (nicht korrekt) Genauigkeit [%]
133 121 12 91
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4. Schlussfolgerungen

Im Zuge des Projekts wurde eine Methode zur Bestimmung der Bakterienpopulation (Mikrobiom) von Fisch
etabliert. Die Analysekaskade besteht aus Probenahme, DNA-Extraktion, Sequenzierung mittels NGS und
der Datenanalyse mit der Software Kraken 2 und liefert die Grunddaten fiir die Referenzdatenbank, die
Modellbildung und fiir die Vorhersagemethode. Die Methode kann auch fiir andere Fragestellungen, wo
Sequenzierungsdaten von Bakterien relevant sind (z.B. Analyse von environmental DNA, eDNA), eingesetzt

werden.

Zur Dokumentation und Verarbeitung der Analysedaten wurde eine eigene Datenbank entwickelt
(Probenanalyse- und Statistiksystem, ProbASS), da die am Markt verfligbaren Programme und Algorithmen
nicht alle Anforderungen zur Analyse der Daten, zur Klassifikation der Bakterien und fiir die Erstellung von
Vorhersagemodellen erfiillten. Neben der Datenspeicherung von Sequenzierungsergebnissen der
Bakterienpopulationen dient ProbASS auch zur Datenanalyse und der Berechnung der Modelle fiir die
Vorhersagemethode. Das entwickelte Probenanalyse- und Statistiksystem kann jederzeit fiir die Analyse

von Daten aus alternativen Datenquellen erweitert werden.

Fir die Entwicklung der Vorhersagemethode wurde ,Statistical Learning" verwendet. Grundsatzlich Iasst
sich aus den Ergebnissen ableiten, dass der Vergleich einer konkreten Fischprobe mit anderen Fischproben
sehr gut vorausgesagt werden kann. Die Wahrscheinlichkeit einer richtigen Vorhersage liegt bei 90%, selbst
dann noch, wenn eine neue Probe in der Referenzdatenbank noch gar nicht erfasst wurde und sich somit
noch nicht im Modell befindet. Die Vorhersage der Herkunft einer Fischprobe ausschlieBlich anhand von
Wasserdaten ist mit dem gewahlten statistischen Modell schwieriger und fiihrte zu einer richtigen

Vorhersage von maximal 70 %.

Das liegt vor allem an folgenden Tatsachen, die bei den Daten des Projektes beobachtet werden konnten:
« Unterschiedliche Verteilung der Wasser- und Fischdaten
« Unterschiedliche Verteilung der Wasserdaten in den Probestellen
»  Wenig Méglichkeiten, Wasser- und Fischdaten zu verkniipfen

«  Wenige Merkmale (,features"), welche in den Rohdaten zur Verfligung stehen.

Zur Verbesserung der Vorhersagemethode kénnten folgende Faktoren in Betracht gezogen werden, die im
vorhandenen Projekt nicht umgesetzt wurden bzw. beinhaltet waren:
« Verbesserung der Modelldatensatze durch Einsatz von alternativen software-Losungen
+ Einbeziehen zusatzlicher bzw. neuer Daten/Merkmale, ggf. aus alternativen Methoden zur
Herkunftsanalytik (z.B. Isotopenanalytik)
» Einsatz von alternativen Methoden aus dem Bereich des ,Maschinellen Lernens" fir effektivere
Vorhersagen

« Ausweitung des Datenpools fiir die Referenzdatenbank auf spezifische geografische Gebiete.
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Das entwickelte analytische Verfahren zur Vorhersage der geografischen Herkunft von Regenbogenforellen
ist in der vorliegenden Auspragung zur Anwendung in der Kontrolle noch nicht geeignet, kénnte jedoch mit
zielgerichteter Weiterentwicklung wertvolle Hinweise auf etwaige Verdachtsmomente von falschlicher
Verwendung von Herkunftsbezeichnungen geben. Laufende internationale Aktivitdten in der
Methodenentwicklung und Optimierung werden ebenfalls dazu beitragen, dass diese analytischen
Verfahren als Teil der Umsetzung von erforderlichen Riickverfolgbarkeitsaktivitdten zum Einsatz kommen

konnen.
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