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Messungen an Proben der Nationalen Grundwasserbeobachtung NAQUA ermöglichen einen ersten
landesweiten Überblick zur Zellzahl im Grundwasser der Schweiz. Damit liegt nun ein zusätzli-
ches Element zur Beschreibung des mikrobiologischen Zustands der Grundwasserressourcen vor.
Die Methodik der Durchflusszytometrie konnte im Rahmen dieser Studie nicht nur eine Datenlücke
schliessen, sondern auch ihre Anwendbarkeit in einem weiteren Bereich der Wasseranalytik unter
Beweis stellen.

Stefan Kötzsch, Eawag
Michael Sínreich, Bundesamtfür Umwelt BAFU

Résuné
NOMBRE DE CELLULES DANS LES EAUX SOUTERRAINES -
DETERMINATIUN AU MUYEN DE LA CYTUMETRIE EN FLUX
Les micro-organismes sont ubiquitaires dans l'environnement et
on les retrouve par conséquent également en grand nombre dans
les eaux souterraines.
Des mesures par cytométrie en flux réalisées sur des échantillons
de l'Observation nationale des eaux souterraines NAOUA ofirent
un premier aperçu à l'échelle du pays quant au taux de cellules
bactériennes présentes dans les eaux souterraines suisses. Le
nombre total de cellules s'élève pour les eaux souterraines à une
fourchette allant de mille à plusieurs centaines de milliers de cel-
lules par millilitre dont la majorité est viable.
ll existe désormais un élément supplémentaire pour la caractérisa-
tion de l'état microbiologique des ressources en eau souterraine.
De plus, ces résultats peuvent contribuer à définir une stabilité
microbiologique des aquifères ainsi que fournir un outil pour la
description d'un état de référence correspondant. Dans le cadre
de cette étude, le procédé de la cytométrie en flux ne permet donc
pas seulement de combler une lacune au niveau des données mais
également d'apporter la preuve de son applicabilité analytique au
domaine de l'eau souterraine.

EINLEITUNG

Mikroorganismen kommen überall in der Umwelt - und somit
auch im Grundwasser - auf natürliche Weise vor. Sie bilden die
mikrobielle Gemeinschaft des Grundwasserleiters und beeinflus-
sen die Zusammensetzung des Wassers. Während Grundwasser-
vorkommen in der Regel hydrochemisch recht gut charakterisiert
sind, fehlt es häufig an einer vertieften mikrobiologischen Kennt-
nis. Vor dem Hintergrund, dass Grundwasser die bei Weitem wich-
tigste Ressource für die Trinkwasserversorgung in der Schweiz
darstellt, spielt auch dessen Mikrobiologie eine besondere Rolle.
Die Mikroorganismen im Grundwasserleiter sind Teil der na-
türlichen Grundwasserbiozönose [1]. le nach Beschaffenheit des
Grundwasserleiters, seiner Boden- und Deckschichten mitsamt
ihrer unterschiedlichen Filterwirkung und der Art der Grund-
wasserneubildung ergibt sich zunächst der natürliche mikro-
biologische Zustand des Wassers. Durch z.B. landwirtschaftli-
che Aktivitäten im Einzugsgebiet und bei nur unzureichender
natürlicher Schutzwirkung gegenüber dem Eintrag von der
Oberfläche kann sich der mikrobiologische Zustand des Grund-
wassers verändern. Einerseits können fäkale Mikroorganismen
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ins Grundwasser gelangen, andererseits
bilden Düngemittel und organische Be-
lastungen im Grundwasser eine zusätz-
liche Nährstoffquelle mit Einfluss auf
Zelldichte und Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaft. Eine intakte
Grundwasserbiozönose gilt als Indikator
für eine gute Wasserqualität und stellt
deshalb eine der Anforderungen des
Grundwasserschutzes dar [2].
Mikrobiologische Untersuchungen des
Grundwassers beschränken sich in der
Regel auf die Analyse von Fäkalbakterien
(u. a. E. coli) im Rahmen der Trinkwasser-
kontrolle. Diese werden als lndikatororga-
nismen für potenziell krankheitserregen-
de Keime herangezogen. Aufgrund seiner
guten Qualität kann das aus Grundwasser
gewonnene Trinkwasser hierzulande zu
41% unbehandelt in die Verteilnetze ein-
gespeist werden, zu 32% wird es einer ein-
stufigen und zu 27% einer mehrstufigen
Aufbereitung unterzogen [3]. Für die Ein-
haltung der Qualitätsanforderungen des
Endproduktes Trinkwasser ist der jewei-
lige Wasserversorger unter Kontrolle der
kantonalen Fachstellen verantwortlich.
Unabhängig davon arbeiten für die Qua-
litätsbeobachtung der Ressource Grund-
wasser verschiedene Akteure auf un-
terschiedlichen Ebenen zusammen. So
werden der landesweite Zustand und die
Entwicklung der Grundwasserressourcen
gemeinsam durch Bund und Kantone im
Rahmen der Nationalen Grundwasser-
beobachtung NAOUA an mehr als 600
Messstellen in der Schweiz erfasst [4]. Da
mikrobiologische Parameter im Messpro-
gramm von NAOUA nicht routinemässig
erhoben werden, fehlte es an einer ein-
heitlichen und umfassenden mikrobiolo-
gischen Charakterisierung der schweize-
rischen Grundwasservorkommen. Diese
Lücke konnte - u. a. mithilfe der hier vor-
gestellten Studie - mittlerweile geschlos-
sen werden.

PROJEKTBESCHRIEB

Um die lnformationslage auf dem Gebiet
der Mikrobiologie zu verbessern, führte
das Bundesamt für Umwelt BAFU in den
lahren 2009/2010 ein Pilotprojekt zum
mikrobiologischen Zustand des Schwei-
zer Grundwassers durch. Dazu wurden
die 50 Messstellen des NAOUA-Moduls
TREND (Fig. 1) in der Regel je zweimal
beprobt und neben den chemischen auch
auf spezifische mikrobiologische Para-
meter untersucht. Der Grossteil dieser

Ergebnisse bezieht sich auf Fäkalorga-
nismen und wurde in Pronk et al. bereits
publiziert [5].
Unabhängig vom Auftreten fäkaler oder
krankheitserregender Mikroorganismen
ist auch die Mikrobiologie in ihrer Ge-
samtheit von Interesse. Summenparame-
ter bilden in diesem Zusammenhang eine
wichtige Komponente zur mikrobiologi-
schen Charakterisierung des Grundwas-
sers. lm Rahmen einer Zusammenarbeit
von BAFU und Eawag innerhalb des Pilot-
projekts konnte dafür neben etablierten
Routinemethoden auch das Vergleichs-
weise neue Verfahren der Durchfluss-
zytometrie angewendet und auf seine
Tauglichkeit hin geprüft werden. Klassi-
scherweise wird als Summenparameter
für die Anzahl von Bakterienzellen in
Wasserproben die aerob mesophile Keim-
zahl bestimmt. ln der vorliegenden Studie
wurde die Zelldichte der Grundwasser-
proben nun auch durchflusszytometrisch
untersucht. Das Verfahren eignet sich als
Ergänzung zu den etablierten Methoden
und wird diesen als komplementäres
Analyseelement gegenübergestellt.
Die im Rahmen des Pilotprojekts ent-
nommenen Proben wurden an der Eawag
mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Die Ergebnisse liefern Werte zur Total-

zellzahl (TZZ) einer Wasserprobe sowie
zellspezifische Zusatzinformationen und
zeigen das hohe quantitative und qualita-
tive Potenzial dieser Methode auf. Details
zur Durchführung des Projekts sowie An-
gaben zu Probenentnahme und -lagerung
sind zusammen mit der Auswertung hin-
sichtlich Fäkalorganismen beschrieben
(siehe [5]) und können dort entnommen
werden.

ANALYTIKMETHODEN

GRUNDLAGEN
Grundsätzlich stellt die mikrobiologi-
sche Analyse von Wasserproben sowohl
für Routine- als auch Forschungslabors
nach wie vor eine Herausforderung dar.
Allerdings konnte sich mit der Weiter-
entwicklung neuer Methoden - wie der
Durchflusszytometrie - während der
letzten lahre ein neues Verständnis im
Bereich der mikrobiologischen Wasser-
analytik entwickeln und zunehmend an
Akzeptanz gewinnen [ó, 7, 8, 9]. Es muss
zwischen Analyseverfahren auf der Ebe-
ne von Summenparametern und den
spezifischen Nachweisverfahren unter-
schieden werden. Während ein Summen-
parameter einen generellen Überblick
zum mikrobiologischen Zustand eines
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Fig. I Übersicht der beprobten Messstellen des Moduls TREND der Nationalen Grundwasser-
beobachtung NAOUA hinsichtlich Grundwasser/eitertyp, Messstellentyp und Hauptboden-
nutzung der Einzugsgebiete

Aperçu des stations de mesure du module TREND de l'Observation nationale des eaux souter-
raines NAOUA échantillonnées, représentées en fonction du type d'aquifère, du type de
station et de l'utilisation du sol dans le bassin d'a/imentation



Wassers liefern soll, also z.B. wie viele
Bakterien gesamthaft im jeweiligen Was-
ser vorhanden sind, bieten spezifische
Nachweisverfahren die Möglichkeit, ein-
zelne Bakterienarten - wie z. B. bestimm-
te Krankheitserreger - aus einer mikro-
biologischen Gemeinschaft zu selektieren
und zu quantifizieren.
Seit mehr als 100 lahren stellen die ae-
rob mesophilen Keime (AMK) den Stan-
dardparameter für die Bestimmung der
gesamthaft im Wasser lebenden Bakte-
rien dar. Zur Ermittlung der Keimzahl
wird die Wasserprobe auf einem Nähr-
stoffboden ausplattiert und bei 30 °C für
mindestens zwei Tage inkubiert. An-
schliessend erfolgt die Auszählung der
sichtbaren koloniebildenden Einheiten
(KBE), die sich aus je einer teilungsfähi-
gen Bakterienzelle entwickelt haben [10,
11]. Der Vorteil dieser Methode ist das
untrügliche Zeichen einer koloniebilden-
den Einheit für Leben in der Wasserpro-
be respektive die Teilungsfähigkeit der
analysierten Mikroorganismen. Aller-
dings gelingt es mit dieser Methode nur
einen Bruchteil (weniger als 1%) der tat-
sächlich im Wasser lebenden Bakterien
zu kultivieren und damit sichtbar zu ma-
chen [12]. Dies liegt neben der enormen
mikrobiologischen Vielfalt - mit vielen
Arten, die nicht auf das Nährmedium
ansprechen - auch an den nicht zu ver-
meidenden Einflussfaktoren, denen die
Bakterien im Zuge des Analysevorgangs
ausgesetzt sind. Dabei verändern sich
mitunter die Umweltbedingungen - wie
z.B. Temperatur und Nährstoffquelle -,
was den Stress auf die Bakterien erhö-
hen und damit ihre reproduzierbare
Zahl drastisch verändern kann [6, 7].
Die durchflusszytometrische Zellzählung
bietet dazu eine methodische Alternative.
Das verlässliche Verfahren wird seit meh-
reren lahrzehnten in der Blutzellanalytik
eingesetzt. Blutzellen sindjedoch wesent-
lich grösser als Bakterienzellen und erst
mit stetig besser werdender Sensitivität
der Geräte wurde es möglich, das Ver-
fahren auch für den Bereich der Wasser-
mikrobiologie einzusetzen. Mittlerweile
gelingt es sogar, mit Durchflusszytome-
tern Viren nachzuweisen, die nochmals
wesentlich kleiner als Bakterienzellen
sind [7]. Hinsichtlich der Untersuchung
von Grundwasserproben stellt auch noch
deren im Vergleich zu anderen Wässern
relativ hoher mikrobiologischer Rein-
heitsgrad besondere Herausforderungen
an die Analytik.
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Fig. Z Verfahren der Durchflusszytometrie. Markierung der einzelnen Zellen mittels eines Fluores-
zenzfarbstoffs und Messung des emittierten Signals pro Zelle. Durch Kombination dieser
Signale (Dotplots) können die entsprechenden Informationen zur Totalzellzahl (TZZ) und
Zellgrösse (LNA, HNA) ermittelt werden

Procédé de la cytométrie en flux. Marquage des cellules au rnoyen d'un colorant fluorescent et
mesure du signal émis par cellule. La combinaison de ces signaux (Dotplots) permet de
déduire le nombre total de cellules (TZZ) et la taille de la cellule (LNA, HNA)

IJURCHFLUSSZYTOMETRIE
lm Hinblick auf ihre Durchführung ist
die Durchflusszytometrie ein recht einfa-
ches Verfahren. Um die gesamte Anzahl
an Bakterienzellen in einer Wasserprobe
zu bestimmen (Totalzellzahl, TZZ), wird
ein Fluoreszenzfarbstoff zugegeben und
die Probe dann bei 37 °C für 13 Minuten
inkubiert. Anschliessend wird die Was-
serprobe durch das mit einem Laser und
mehreren Detektoren bestückte Messge-
rät geleitet, wozu nicht mehr als 1 ml des
beprobten Wassers nötig ist. Der Fluores-
zenzfarbstoff, der sich an die DNA einer
jeden Bakterienzelle in der Wasserprobe
haftet, emittiert dabei jedes Mal ein be-
stimmtes Fluoreszenzsignal, wenn eine
Bakterienzelle den Laser passiert (Fig. 2).
Das Messergebnis verzerrende Effekte
im Zuge der Analyse sind bei dieser kurz
dauernden und kultivierungsunabhängi-
gen Prozedur nicht zu befürchten.
Neben der Totalzellzahl liefert das Ver-
fahren noch weitere Informationen zum
mikrobiologischen Charakter einer
Wasserprobe. le nach Grösse enthält
die jeweilige Bakterienzelle mehr oder
weniger DNA, wodurch die Menge des
anhaftenden Fluoreszenzfarbstoffes und
damit die Stärke des pro Zelle emittier-
ten Signals beeinflusst werden. Damit
lassen sich Aussagen zum Verhältnis von
kleinen Zellen (niedriger Nukleinsäure-
gehalt = Low Nucleic Acid, LNA) zu gros-
sen Zellen (hoher Nukleinsäuregehalt =
High NucleícAcíd, HNA) ableiten. Es wird
dabei auch vom «mikrobiologischen Fin-

gerabdruck» gesprochen, der sich nebst
der Zellzahl verändert, beispielsweise
wenn es zu einer Störung im mikrobio-
logischen System kommt. Die Methode
zur Messung der Totalzellzahl sowie des
LNA/HNA-Verhältnisses wurde nach
umfangreichen Validierungstests 2012
mit Empfehlungsreife in das Schweize-
rische Lebensmittelbuch aufgenommen
[13, 14] und findet mehr und mehr An-
wendung in Schweizer und ausländi-
schen Routinelabors.
Eine weitere potenzielle Anwendung der
Durchflusszytometrie ist die Unterschei-
dung von intakten und membrangeschä-
digten Zellen, auch wenn diese Methode
noch nicht für die Routineanwendung
validiert wurde. Hierzu werden zwei
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe ein-
gesetzt. Der erste Farbstoff ist identisch
mit dem für die Bestimmung der Total-
zellzahl, während der zweite Farbstoff
nur in diejenigen Bakterienzellen ein-
dringen kann, deren Membran beschä-
digt ist (permeabilisierte Zellen). Dieser
Farbstoff emittiert nach seiner Anregung
durch den Laser in einem anderen Fluo-
reszenzbereich und lässt damit eine Dif-
ferenzierung zum Signal für die intakten
Zellen zu. Man geht davon aus, dass so-
bald die Membran einer Bakterienzelle
beschädigt ist, diese damit auch ihre
Lebensfähigkeit verliert. So kann etwa
die Wirksamkeit von Desinfektionspro-
zessen - wie z.B. Chlorung, Ozonung
oder Pasteurisierung - untersucht wer-
den. Aber auch in unbehandeltem Was-



ser können membrangeschädigte Zellen
nachgewiesen werden [15, 1ó].

RESULTATE UND AUSWERTUNG

Die Beprobung der 50 Messstellen, die
für die Schweiz typische Situationen hin-
sichtlich Grundwasserleitertyp und Bo-
dennutzung abbilden, ermöglicht einen
ersten landesweiten Überblick der natür-
lichen mikrobiologischen Verhältnisse im
Grundwasser. Obwohl die Doppelbepro-
bung nur Momentaufnahmen zum Zeit-
punkt der Wasserentnahmen beschreibt
und trotz der Beprobung zu unterschied-
lichen Iahreszeiten (Herbst und Frühling),
weisen die meisten Messstellen eine be-
achtenswerte Stabilität der durchfluss-
zytometrisch bestimmten Parameter auf.

TOTALZELLZAHL (TZZ)
ln Figur 3 sind die Ergebnisse der Durch-
flusszytometrie für die Bakterienzelldich-
te im Grundwasser aufgeführt. Die Werte

1.000.000

: 100.000

Zeen/m
= 10.000

TZZ 1.000

100

für die Totalzellzahl liegen im Bereich
von etwa 1000 bis 800 000 Zellen/ml und
sind aufgrund dieser recht hohen Streu-
ung im logarithmischen Massstab darge-
stellt. Trotz der grossen Spanne blieben
für die jeweilige Messstelle die Werte
für beide Beprobungen stets nah beiein-
ander - zumindest innerhalb derselben
Grössenordnung. Über alle Messungen
gemittelt ergibt sich eine durchschnitt-
liche Totalzellzahl der 99 analysierten
Proben von etwa 43 000 Zellen/ml.
Die gewonnenen Daten zeigen, dass der
Grossteil der Messstellen Totalzellzahlen
zwischen 1000 und 50 000 Zellen/ml auf-
weist. An einzelnen Messtellen reichen
die Werte über diesen Bereich hinaus
und können mehrere 100000 Zellen/ml
erreichen. Es ist davon auszugehen, dass
solch hohe Werte mit deutlichen exter-
nen Einflüssen - wie etwa der raschen
Grundwasserneubildung durch Oberflä-
chenwasser - in Verbindung stehen. Die
höchsten Werte wurden an Quellmess-

stellen in Karst-Grundwasserleitern ge-
messen, die zu einem erheblichen Teil
von Bachwasser gespiesen werden [17].
ln Oberflächengewässern sind allein
schon aufgrund der guten Verfügbarkeit
von Sauerstoff und Nährstoffen höhere
Zelldichten als im Grundwasser zu er-
warten. Niedrige Totalzellzahlen können
dagegen mit Grundwasservorkommen
assoziiert werden, die deutlich weniger
durch äussere Faktoren beeinflusst sind,
wie dies für die meisten Lockergesteins-
Grundwasserleiter der Fall ist.

LNA/HNA-VERHÄLTNIS
Das Verhältnis von kleinen (LNA) zu grös-
seren (HNA) Zellen in den analysierten
Grundwasserproben ist - prozentual be-
zogen auf die im gleichen Analyseschritt
gemessenen Totalzellzahlen - in Figur 4
dargestellt. In den untersuchten Grund-
wasserproben überwiegen in der Regel
die LNA-Zellen mit einem durchschnitt-
lichen Verhältnis von ó5% zu 35% gegen-

1 2 › 50
Grundwassermessstellen

Fig. 3 Übersicht der durchflusszytometrisch bestimmten Totalzellzahlen (TZZ) bei zweimaliger Beprobung von 50 NAOUA-Messstellen derJahre
2009 und 2070 (eine Probe konnte nicht analysiert (n.a.) werden)

Aperçu du nombre total de ce/lu/es (TZZ) déterminé par cytométrie en flux basé sur un double échanti/lonnage de 50 stations NAOUA en 2009 et

LNA/HNA%
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20/0 (un échantillon (n.a.) n'ayant pas pu faire l'objet d'analyse)
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Fig. 4 Verhältnis von kleinen Zellen (LNA) zu grossen Zellen (HNA), prozentual bezogen auf die in der jeweiligen Probe gemessene Totalzellzahl
gemäss Figur 3

Relation entre petites (LNA) et grandes cellules (HNA) proportionnellement au nombre total de cellules mesure dans chaque échantillon
selon Figure 3



über den HNA-Zellen. Dies weicht von Er-
gebnissen für Oberflächengewässer oder
mikrobiologisch beeinträchtigte Systeme
(z.B. verkeimte Leitungsanlagen) ab, bei
denen oft die HNA-Zellen dominieren [6,
8, 18, 19], und zeichnet das Grundwasser
als aquatisches System mit reduzierter
Verfügbarkeit von Nährstoffen und damit
einer geringeren Aktivität und Grösse der
Zellen aus. Ein direkter Zusammenhang
zwischen der absoluten Totalzellzahl und
dem LNA/HNA-Verhältnis kann für die
hier präsentierten Ergebnissen nicht ab-
geleitet werden.

INTAKTE ZELLEN
Während die Messung der Totalzellzahl
und des LNA/HNA-Verhältnisses inner-
halb eines durchflusszytometrischen

Analyseschrittes erfolgt, konnte in einem
zweiten Schritt der Anteil von intakten (le-
bensfähigen) und permeabilisierten (nicht
lebensfähigen) Bakterienzellen bestimmt
werden. Über alle Grundwasserproben ge-
mittelt liegt der Anteil der intakten Zellen
bei durchschnittlich 92% (Fig. 5). Die ge-
ringe Standardabweichung dieses Wertes
von nur rund 5% lässt die Aussage zu, dass
es sich bei der überwiegenden Mehrheit
der im Grundwasser nachgewiesenen
Bakterienzellen um intakte und damit le-
bensfähige Organismen handelt, die einen
aktiven Stoffwechsel aufweisen und in der
Lage sind, sich zu teilen.

AEROBE MESOPHILE KEIME [AMK]
Für alle Grundwasserproben liegen ne-
ben den Ergebnissen der Durchfluss-

. Intakte Zellen

I Permeabilisierte Zellen

Anzahl Proben = 99
R-sTABw,„„„,= ± 5,31%

Fig. 5 GemittelterAntei/ intakter (lebensfähiger) Zellen von 92% der in den Grundwasserproben
gemessenen Totalzellzahlen (relative Standardabweichung (R-STABW) von 5,3 7%)

Moyenne de la part intacte (viable) de cellules par rapport au nombre total de cellules mesuré
dans les échantil/ons d 'eaux souterraines (écart-type relatif de 5,3 7%) s'é/eı/ant à 92%
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zytometrie auch Analysen der aerob
mesophilen Keime (AMK) vor, die mittels
traditionellem Plattierungsverfahren
durchgeführt wurden. Die koloniebilden-
den Einheiten (KBE) der unterschiedli-
chen Grundwasserproben lagen zwischen
0 und etwa 1000KBE/ml und im Mittel
aller Messstellen bei 40 KBE/ml (Fig. 6).
Im Gegensatz zur Totalzellzahl kann man
für die AMK an den einzelnen Messstel-
len teilweise sehr deutliche Unterschiede
zwischen den beiden Beprobungen beob-
achten.

DISKUSSION

VERGLEICN SUMMENPARAMETER
Aus den durchflusszytometrischen Mes-
sungen ergeben sich nun erstmals Werte
der Totalzellzahl für die typischen Grund-
wasservorkommen der Schweiz. Aus den
99 analysierten Grundwasserproben
wurden lediglich 0,12% der intakten
und damit theoretisch teilungsfähigen
Bakterienzellen auch mit dem AMK-Plat-
tierungsverfahren (Keimzahl) nachge-
wiesen. Damit liegt die tatsächliche Zell-
dichte um etwa 1000-fach höher als die
Ergebnisse der herkömmliche Methode.
Zwar kann tendenziell festgestellt wer-
den, dass auffallend hohe AMK-Werte
auch mit hohen Totalzellzahlen einherge-
hen. Insgesamt fällt im direkten Metho-
denvergleich der Korrelationskoeffizient
aber sehr gering aus (R2 = 0,38). Die feh-
lende Übereinstimmung der Ergebnisse
ist jedoch nicht überraschend, da beide
Methoden auf völlig unterschiedlichen

0 N1 2 =' › 50
Grundwassermessstellen

Fig. 6 Übersicht der Werte für die mittels Plattierung gemessenen koloniebildenden Einheiten (KBE) der aeroben mesophilen Keime (AMK) bei zwei-
maliger Beprobung von 50 NAOUA-Messstellen der jahre 2009 und 2010 (eine Probe konnte nicht anlalysiert (n.a.) werden, eine weitere war
nicht zahlbar (n.z.) aufgrund der Bildung von Schwarmkolonien)

Aperçu des valeurs d'unités formant des colonies (KBE) de germes aérobies mésophiles (AMK) s'e'tant développés en milieu de culture base sur
un double echantillonnage de 50 stations NAOUA en 2009 et 2070 (un échantillon (n.a.) n'ayant pas pu faire l'objet d'analyse, un autre (n.z.)
n'ayant pas pu être compte' en raison de formation de colonies interferantes)



Verfahren beruhen. Während die Totalzellzahl das gesamte
Spektrum an Bakterienzellen widerspiegelt, repräsentieren
AMK per Definition nur eine bestimmte Gruppe der Keime,
eben solche, die im sauerstoffreichen Milieu unter mittleren
Temperaturen gedeihen. Dies sind Bedingungen, wie sie etwa
in der Bodenzone herrschen. Deshalb werden AMK im Grund-
wasser oft als Mass für den Oberflächeneinfluss und damit bei
erhöhtem Auftreten auch als Indikator für potenzielle fäkale
Verunreinigungen herangezogen.
Insbesondere bei Screening-Untersuchungen oder Summen-
parametern, wenn also möglichst schnell eine erste generelle
Aussage zu den Inhaltsstoffen der jeweiligen Proben gemacht
werden soll, ist eine Methode alleine oft unzureichend. Durch
die Kombination unterschiedlicher Methoden (in diesem Fall
AMK und Totalzellzahl) kann der Nutzen solcher Messungen
deutlich erhöht werden. So liefert die Durchflusszytometrie
auch dort noch aussagekräftige Angaben, wo die Werte für die
AMK gleich null oder zu niedrig sind, als dass eine Differenzie-
rung der Messergebnisse noch möglich wäre.
In der vorliegenden Studie können zwar beide Summenparame-
ter z.B. als Indiz für den Einfluss von Oberflächenwasser auf
das Grundwasser herangezogen werden. In der Tat wurde an
Messstellen mit den höchsten Zellzahlen nicht nur eine hohe
Keimzahl, sondern häufig auch das Auftreten von Fäkalkeimen
festgestellt [5]. Allerdings hat sich die Zellzahl - im Gegensatz
zu den AMK - als relativ stabiler und einen Grundwasserleiter
charakterisierender Parameter herausgestellt [17], der nicht
nur von der Oberfläche eingetragene Mikroorganismen, son-
dern auch die im Grundwasser selbst angesiedelte mikrobielle
Gemeinschaft repräsentieren kann.

MIKROBIOLOGISCHE STABILITÄT
Da es sich bei der Zellzahl um einen Parameter handelt, der
gleichermassen schnell wie genau erhoben werden kann, eig-
net er sich gut auch zur Erfassung zeitlicher Veränderungen.
So kann beispielsweise über die Variabilität der Totalzellzahl
eine Aussage zum Grad der mikrobiologischen Stabilität eines
Grundwasservorkommens getroffen werden. Durch den Einbe-
zug der anderen durchflusszytometrisch bestimmten Parameter
wird dabei die Aussagekraft noch erhöht. Neben der Mikrobiolo-
gie selbst sind in diesem Zusammenhang aber auch organisch-
chemische Parameter als Einflussgrössen auf das mikrobiologi-
sche System relevant.
Die in Figur 3 dargestellte Konstanz der Zellzahl mit spezifi-
schen Grössenordnungen pro Messstelle konnte bei wieder-
holter Probenahme bestätigt werden. Dennoch kann zwischen
stabileren und variableren Systemen unterschieden werden.
In Figur 7 sind die Resultate von NAOUA-Messstellen zweier
Grundwasserleiter abgebildet, die über einen längeren Zeitraum
mit wechselnden hydrologischen Bedingungen regelmässig be-
probt wurden. Dabei werden die beschriebenen Parameter der
Durchflusszytometrie (TZZ, LNA, HNA, intakte und permeabi-
lisierte Zellen) vergleichend dargestellt. Weiterhin werden mit
dem gesamten und dem gelösten organischen Kohlenstoff (TOC
und DOC) Parameter betrachtet, die - z. B. durch Regenereignis-
se in den Untergrund eingetragen - das Wachstum von Bakte-
rien beeinflussen. Deren Aktivität ist im Wesentlichen auf das
Vorhandensein von biologisch verwertbaren organischen Koh-
lenstoffverbindungen zurückzuführen [20]. In der Gesamtschau
der Parameter und ihrer Variabilität erhält man einen Eindruck

TZZ „
100 Grundwasseriå ın [%]

0 f
I,» f ı

ıı1NJr-mcn
O0DO

JAN 2010
rıze. zoıo
APR zoıo
Jul zoıo
Aue zoıo

.-J"_ -_ . `\ <"_`_"“-`f › PZZl ., .
I, \\

DOC ' IZZ

1 P,
-_ı

„Ä“
-_.,~`
'\

\

ıi _.-~"

TOC

ı ı
, \

ı1 .
1 \

HNA ' `LNA

TZZ
Grundwasser B in [%]

, , ,
fl'

[__ „see

MÄR zoıo.ızz Maı zoıo
Jun zoıo
ıul zoıo

_ _ sep 2010
' \ Pzz1 .1 \1 \

DOC-

1 .

1, '.iuQ1O
„__1 /*\____

\ ~
`\

ı ı v 1 ı ı ı
TOC ' 1

I.
.

, .1 .l ., 1
HNA ' 'LNA

Fig. 7 Darstellung der unterschiedlichen mikrobiologischen Stabilität
zweier beprobter NAOUA-Grundwassermessstellen mithilfe rele-
vanter Parameter, die über einen längeren Zeitraum regelmässig
bestimmt wurden. Die prozentual aufgetragenen Parameter
(relativ zum jeweiligen Maximalwert al/er Proben bzw. dessen
Anteil) sind die Totalzellzahl (TZZ), die intakten und permeabili-
sierten Ze//zahlen (IZZ und PZZ), das Verhältnis kleiner (LNA) zu
grossen (HNA) Zellen sowie der gesamte und gelöste organische
Kohlenstoff (TOC und DOC) im Grundwasser

Repräsentation de différents degrés de stabilité microbiologique auprès
de deux stations NAOUA au moyen de paramètres pertinents
régulièrement quantifiés sur une longue période. Les paramètres
indiqués en pourcent (relatifs à la valeur maximale de tous
les échanti//ons respectivement à leur valeur proportionnelle)
représentent le nombre total de cellules (TZZ), le rapport entre
le nombre de cellules intactes et perméabilisées (IZZ et PZZ), le
rapport entre petites (LNA) et grandes cellules (HNA) ainsi que
le carbone organique dissous (DOC) et total (TOC) dans les eaux
souterraines

von der mikrobiologischen Stabilität eines Grundwasservorkom-
mens. Während die Parameter des einen Grundwasserleiters
(A) über das gesamte Beprobungsintervall weitgehend stabil
bleiben, weisen jene des anderen Grundwasserleiters (B) eine
relativ hohe Fluktuation auf.
Um den natürlichen mikrobiologischen Zustand eines Grund-
wasservorkommens bewerten zu können, ist ein Referenzzu-
stand nötig, der mithilfe der in Figur 7 aufgeführten Parameter
erstellt werden kann. Das Abweichen vom Referenzzustand kann
eine Störung des Systems durch äussere Einflüsse anzeigen, wie
z. B. einen direkten Eintrag von fäkalen Verunreinigungen, star-
kes Wachstum der Bakterien im Untergrund infolge des Eintrags
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organischer Schadstoffe als zusätzliche
Nährstoffquelle oder eine Überschwem-
mung des Einzugsgebietes mit hydrauli-
schem Kurzschluss zur Messstelle.
Dies ist nicht zu verwechseln mit Syste-
men, die von Natur aus variabel reagie-
ren, wie dies im zweiten Beispiel der Fi-
gur 7 der Fall ist. Ein solches Verhalten
kann auf einen hohen Anteil von Ober-
flächenwasser an der Grundwasserneu-
bildung über schnelle Fliesswege im Un-
tergrund zurückgehen. So zeichnen sich
Karstquellen typischerweise durch eine
starke Fluktuation der mikrobiologischen
Parameter aus, was jedoch zu ihrer na-
türlichen hydrogeologischen Charakteris-
tik gehört und oft vom Auftreten fäkaler
Mikroorganismen begleitet wird [5]. Die
Totalzellzahl bleibt auch bei diesen ho-
hen und schwankenden Werten stets in
der für den Grundwasserleiter typischen
Grössenordnung [17].

VERGLEICH WASSERTYPEN
Nachdem für Trinkwasser, Oberflächen-
wasser oder Abwasser bereits mit der
Durchflusszytometrie ermittelte Daten
vorlagen und die entsprechenden Be-
reiche der Zellzahlen damit grob einge-
ordnet werden können, erlaubt die hier
präsentierte Studie, diese mit Zahlen
für das Grundwasser zu ergänzen (ca.
1000 bis mehrere 100 000 Zellen/ml,
Fig. 8). Bei der Klassierung von Wässern
unterschiedlicher Herkunft muss man
sich bewusst sein, dass unterschiedliche
Wasserkomponenten und deren mikro-
biologische Charakteristik miteinander
verknüpft sein können und die Werte-
bereiche dadurch ineinander übergehen.
Dies wird gerade auch in Bezug auf die
Zellzahlen deutlich. Wird z.B. Trinkwas-
ser aus einem Grundwasservorkommen
gewonnen, so wird das Rohwasser zu-
nächst dessen Zellzahl aufweisen. Wird
das Wasser behandelt, verringert sich
in der Regel die Zellzahl gegenüber dem
Rohwasser. Gleiches gilt für Trinkwasser,
das aus Oberflächengewässern gewonnen
wird. Allerdings wird solches grundsätz-
lich aufbereitet, sodass für einwandfreies
Trinkwasser in der Regel stets niedrigere

Michiel Pronk und Thomas Egli auf Seiten
BAFU und Eawag sei für ihren wesentlichen
Beitrag bei der Durchführung und zum Gelin-
gen dieser Studie gedankt.
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Fig. 8 Übliche Zellzahlbereiche von unterschiedlichen Wassertypen. Für das Grundwasser ist die
Spanne der Werte der vorliegenden Studie aufgetragen (sämtliche Proben unbehandelt
direkt ab Messstelle)

Fourchette de valeurs représentant les nombres de cellules selon différents types d'eau. Pour
les eaux souterraines, les valeurs sont issues de la présente étude (échantillons au
complet, prélevés non traités directement de la station)

Zellzahlen zu erwarten sind als für Ober-
flächenwasser. Solche Verfahrensschritte
im Rahmen der Trinkwasseraufbereitung
können durch durchflusszytometrische
Messungen begleitet und kontrolliert
werden. Auch kommen solche Analysen
neuerdings zum Einsatz, um eine Wieder-
verkeimung innerhalb des Verteilnetzes
zu erkennen und ihr entgegenwirken zu
können [8, 9, 21]. Die Bereiche der Figur 8
entsprechen generellen Erfahrungswer-
ten aus unterschiedlichen Studien [7, 8, 9,
21, 22] und zeigen auch den Zusammen-
hang zwischen Oberflächenwasser und
Grundwasser auf. Grundwasser, welches
in starker Anbindung zu Oberflächen-
gewässern steht und von diesen gespie-
sen wird (flussgebunde Lockergesteins-
Grundwasserleiter bei infiltrierenden
Verhältnissen, Karst-Grundwasserleiter),
weist folglich einen hohen Anteil dieser
Komponente auf. Während die damit ein-
hergehenden hohen Zellzahlen für Trink-
wasser eine Oualitätseinbusse darstellen
würden, handelt es sich beim Grundwas-
ser - die ursächliche hydrogeologische
Situation vorausgesetzt - dann a priori
um die natürlichen Verhältnisse und um
für bestimmte Typen von Grundwasser-
vorkommen charakteristische Werte.

NUTZEN UND AUSBLICK

Als relativ junge Methodik fehlt es der
Durchflusszytometrie mitunter noch
an Vergleichsdaten. Die im Rahmen der
vorgestellten Studie gesammelten Er-

fahrungswerte ergänzen die bereits vor-
handenen Daten sinnvoll. Dabei geht es
nicht nur um konkrete Ergebnisse für das
Grundwasser, sondern gleichzeitig auch
um die Messung von Wasserproben mit
geringer Zellzahl im Allgemeinen.
Hauptziel der Studie war ein erster landes-
weiter Überblick der Bakterienzelldichte
im Grundwasser. Mit dem vorliegenden
Datensatz zur Totalzellzahl - ergänzt
durch weitere mikrobiologische Parame-
ter - liegt dieser nun für die typischen
Grundwasservorkommen der Schweiz
vor. Aus hydrogeologischer Sicht ergeben
sich damit zusätzliche Möglichkeiten zur
mikrobiologischen Charakterisierung
sowie einer generellen Verbesserung
des Systemverständnisses bezüglich der
mikrobiellen Gemeinschaft der Grund-
wasserleiter - auch wenn die in Grund-
wasserproben gemessene Zellzahl nur
den nicht sesshaften Anteil der Mikro-
organismen erfasst. Nicht zuletzt kön-
nen die Ergebnisse zur Beschreibung der
mikrobiologischen Stabilität in Grund-
wassersystemen und zur Definition von
entsprechenden Referenzzuständen bei-
tragen. Dies ist speziell im Hinblick auf
die Anforderungen an die Grundwasser-
biozönose von Bedeutung. Aber auch im
Trinkwasserbereich ist man auf Referenz-
werte angewiesen, insbesondere um bei
einer vorgesehenen Nutzung des Grund-
wassers einen allfälligen Bedarf zur
Wasseraufbereitung abzuleiten. Zusätz-
lich bietet sich den Wasserversorgern die
Möglichkeit, im Falle unvorhergesehener



Schadensereignisse - wie z.B. bei Über-
schwemmungen - Problemstellen sehr
viel schneller aufzudecken und eine mi-
krobiologische Verunreinigung in die Ver-
teilnetze zu verhindern. Aktuell gestaltet
sich die Zukunft der durchflusszytome-
trischen Methodik für die Wasseranalytik
sehr positiv. Neben dem stetig wachsenden
Zuspruch aus den Kontroll- und Routine-
labors arbeiten Forschungsgruppen und
Hersteller bereits an Systemen, die ähn-
lich den Trübungsmessgeräten voll auto-
matisiert und kontinuierlich die durch-
flusszytometrischen Parameter erfassen
und damit neue Möglichkeiten im schwie-
rigen Bereich der mikrobiologischen Ana-
lyse aufzeigen [19, 23].
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