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Neue schnelle Methoden für den Nachweis von Krankheitserregern mithilfe der Durchflusszyto-
metrie liefern nicht nur Ergebnisse in weniger als zwei Stunden, sondern können auch ganz neue 
Einblicke in die tatsächliche mikrobiologische Belastung von Trinkwasserinstallationen und die 
Wirksamkeit von Desinfektionssmassnahmen geben. 
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N AC h w E I S vO N K r A N K h E I TS E r r E g E r N

EINLEITuNg

Trinkwasser ist unser Lebensmittel Nr. 1. Die zunehmende Be-

lastung des Wasserkreislaufs durch äussere Einlüsse führt zur 

Beeinträchtigung der chemischen und mikrobiologischen Was-

serqualität. Auch auf dem Weg zum Verbraucher, d. h. von der 

Wassergewinnung über Aufbereitung, Speicherung und Vertei-

lung, ändert sich die Wasserqualität. Es ist bekannt, dass gerade 

auf den «letzten Metern» in Trinkwasserinstallationen in Gebäu-

den oft Bedingungen herrschen, die eine Verschlechterung der 

Wasserqualität begünstigen.

Eine Beschreibung der mikrobiologischen Situation in Gebäuden 

ist aufgrund deren Komplexität und der heutzutage angewand-

ten Methoden oft schwierig. Insbesondere die gesetzlich vorge-

gebene Bestimmung der aeroben mesophilen Keime (AMK), die 

mittels Plattierung erfolgt, erfasst bei Weitem nicht alle Keime 

im Wasser. So ist aus Untersuchungen in der Wasserversorgung 

Zürich bekannt, dass die klassischen Plattierungsverfahren le-

diglich einen Bruchteil (0,1 bis 1%) der efektiven mikrobiologi-

schen Belastung anzeigen können [3, 4]. Ein weiteres Problem 

in Trinkwasserinstallationen sind Bioilme, die sich an der In-

nenläche der Rohre bilden. Diese bieten häuig Nährboden und 

Schutz für Krankheitserreger und können mit etablierten Hy-

gienisierungsverfahren nur unvollständig entfernt werden. Per-

sistente Probleme in den betrofenen Gebäuden sind die Folge.

Durchlusszytometrische Parameter für Trinkwasser ergänzen 

in den letzten Jahren zunehmend die klassische Mikrobiologie. 
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Cy TOMéTrIE EN fLux

DéTECTION D’AgENTS PAThOgèNES

L’Eawag a développé une méthode de détection rapide par cyto-

métrie en flux. Elle s’est avérée suffisamment sensible dans les 

échantillons environnementaux pour être sur le point d’être utili-

sée à large échelle. 

La méthode consiste en trois étapes: (1) l’enrichissement des or-

ganismes par filtration, suivi d’un (2) nettoyage des organismes 

cibles à l’aide de particules magnétiques à liaison spécifique et (3) 

de l’analyse par cytométrie en flux. 

La méthode prend environ 60 minutes et peut être mise en œuv-

re avec des cytomètres en flux simples, économiques et mobiles. 

Outre la rapidité, la détection d’organismes non cultivables mais 

tout de même viables forme le bénéfice majeur de ce type de mé-

thode. A l’avenir, ceci permettra de mieux suivre et comprendre 

les processus de contamination et de désinfection, ce qui baissera 

les risques pour la santé des consommateurs. 

Cette méthode a déjà été adaptée et testée pour la détection des 

organismes cibles Giardia lamblia [1], Legionella pneumophila [2] 

et Legionella spp. Par ailleurs, une étude de terrain réalisée en 

coopération avec le laboratoire Spiez, destinée à déceler Giardia 

et Cryptosporidium en Thaïlande, a démontré l’aptitude de terrain 

de la cytométrie en flux par rapport à la microscopie et PCR. Des 

travaux sont en cours actuellement pour adapter et optimiser la 

méthode pour la détection de E. coli O157:H7, Vibiro cholerae et 

Bacillus subtilis. Notamment les évènements survenus en Allema- >
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Besonders die eidgenössischen Wasserversorger, Kantonslabore 

und das Bundesamt für Gesundheit haben die Vorteile dieser 

Analysetechnik früh erkannt und setzen vermehrt auf ihren 

Einsatz. Die schnelle Quantiizierung (innerhalb von nur 20 

min) von sämtlichen, auch nicht kultivierbaren Bakterien und 

die Möglichkeit, lebende von toten Bakterien zu unterscheiden, 

sind vielversprechende Vorteile der mikrobiologischen Durch-

lusszytometrie, die ihr zur breiten, routinemässigen Anwen-

dung verhelfen sollten.

Die Verleihung des Mühlheim Wasserpreises 2011 an ein Team 

der Eawag und Wasserversorgung Zürich für die Entwicklung 

von Verfahren zur Trinkwasseranalyse mittels Durchlusszyto-

metrie unterstreicht das Potenzial und den grossen Bedarf an 

dieser Methode. 

DETEKTION PAThOgENEr OrgANISMEN

Gemäss den gesetzlichen Vorgaben für Trinkwasser werden 

neben der AMK-Bestimmung auch die Fäkalindikatoren E. coli 

und Enterokokken herangezogen, um die mikrobiologische 

Wasserqualität zu beschreiben. Doch die beiden Fäkalindika-

toren geben keine Hinweise auf die Anwesenheit nicht fäkaler 

Krankheitserreger wie Legionellen oder Pseudomonaden. Daher 

braucht es Methoden, um diese Krankheitserreger zu erfassen 

und das Gesundheitsrisiko abschätzen zu können.

LEgIONELLEN

Als problematische Krankheitserreger in Warmwassersystemen 

haben sich in den letzten Jahren Legionellen herauskristalli-

siert, die sehr häuig Ursache von zum Teil tödlichen Infekti-

onen (Legionellosen) sind. Die Infektion erfolgt nicht über die 

orale Aufnahme (Trinken), sondern über das Einatmen von Ae-

rosolen, die z. B. beim Duschen auftreten. In der Schweiz liegt 

die Inzidenz der Legionellose aktuell (2011) bei ca. 3,3 Fällen 

pro 100 000 Einwohnern mit steigender Tendenz [5] und die Le-

talität bei rund 6,4% [6]. 

Legionellen liegen in geringen Konzentrationen im Rohwasser 

und im Trinkwasser im Verteilnetz vor und gelangen so in die 

Hausinstallationen, wo sie günstige Bedingungen vorinden, um 

sich zu vermehren. Sie wurden erst vor knapp 30 Jahren ent-

deckt und vermehren sich bevorzugt bei Temperaturen von 20–

45 °C. Begünstigt wird die Verkeimung von Installationen durch 

Stagnation und Erwärmung des Wassers. Daher sind komplexe 

Installationsnetze mit vielen Stichleitungen, komplizierten Bau-

elementen und ungenügender Wärmeisolierung der Leitungen 

anfällig für Legionellenbefall. Es scheint, dass vor allem die Eta-

blierung von Warmwassersystemen, Raumklimaanlagen, Whirl-

pools usw. Legionellen die ökologische Nische geschafen hat, in 

der sie zum Gesundheitsproblem werden konnten. 

In den Leitungssystemen können sich zudem Bioilme bilden, 

die, einmal ausgebildet, kaum mehr zu entfernen sind [7,8]. Im 

Bioilm können Legionellen ein Habitat inden, in dem sie gut 

gegenüber Hygienisierungsmassnahmen geschützt sind. In den 

letzten Jahren ist in Deutschland eine Reihe von Fällen bekannt 

geworden, bei denen neu errichtete Hausinstallationen mikro-

biell kontaminiert waren und sich als schwer sanierbar erwie-

sen [9]. Insbesondere in Grossgebäuden wie Krankenhäusern, 

Hotels sowie Freizeitzentren trefen regelmässig viele der ge-

nannten Faktoren zusammen, die eine Legionellenverkeimung 

begünstigen.

KLASSISChE METhODE

In Deutschland besteht seit dem 1. November 2011 die Plicht, 

zentrale Boiler regelmässig auf Legionellenbefall zu überprüfen 

[10]. Diese neue Regelung wird auch in anderen europäischen 

Ländern und in der Schweiz grossen Einluss haben und Ver-

änderungen sowohl in der Trinkwasseranalytik als auch in der 

Gebäudetechnik bewirken.

Derzeit wird für den Legionellennachweis die Standardmethode 

ISO 11731 [11] verwendet, die auf einem Plattierungsverfahren 

basiert. Sie führt zu sehr variablen Ergebnissen und dauert den-

noch zehn bis dreizehn Tage.

Fig. 1  Schematischer Ablauf der Methode zum schnellen Legionellennachweis mittels Anreicherung (Schritt 1 und 2) und Markierung mit Antikör-

pern (Schritt 3). Die Markierung mit Antikörpern schaft die Voraussetzung für die anschliessende magnetische Abtrennung der Legionellen 

von anderen Mikroorganismen (Schritt 4) und den durchlusszytometrischen Nachweis (Schritt 5)

Déroulement schématisé de la méthode pour la détection rapide de légionelles au moyen de l‘enrichissement (étapes 1 et 2) et du marquage des 

anticorps (étape 3). Le marquage des anticorps crée les conditions préalables à la séparation magnétique des légionelles des autres organis-

mes (étape 4) et à la détection par cytométrie en lux (étape 5)
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der Zielorganismen mit Legionellen-

speziischen Antikörpern, magnetischer 

Separation und anschliessender Analyse 

im Durchlusszytometer. Figur 1 veran-

schaulicht den Ablauf des Nachweisever-

fahrens für Legionella spp. 

Der Zeitaufwand hängt vor allem von der 

Inkubationszeit mit den Antikörpern ab 

und kann auf unter eine Stunde reduziert 

werden. 

Die ersten beiden Schritte (Filtration, Re-

suspension) dienen dazu, die Mikroorga-

nismen in der Probe anzureichern. Um 

die Legionellen von anderen in der Probe 

vorhandenen Mikroorganismen abzutren-

nen, werden im dritten Schritt gegen Legi-

onellen gerichtete Antikörper verwendet, 

an die superparamagnetische Nanoparti-

kel (< 50 nm) gekoppelt sind.

Zusätzlich zu den magnetischen Antikör-

pern werden Antikörper zur Probe gege-

ben, die mit einem grünluoresziernden 

Farbstof gekoppelt sind. Dadurch werden 

die Legionellen gleichzeitig für die Sepa-

ration magnetisch markiert und für die 

Analyse im Durchlusszytometer ange-

färbt (Fig. 2). 

TOTE uND LEBENDE zELLEN

Der Test ermöglicht es, innert nur einer 

Stunde sämtliche, d.h. tote und lebende, 

Legionellen zu quantiizieren. Figur 3 

zeigt eine typische Darstellung der Er-

gebnisse der Durchlusszytometrie. Beim 

gezeigten Beispiel sind auch Erkenntnis-

se über die Färbung toter Zellen einge-

lossen [12] und es wurden ausschliess-

lich potenziell lebensfähige Organismen 

mit intakter Zellmembran quantiiziert. 

Dafür wurde zusätzlich zu den Antikör-

pern ein rot luoreszierender Farbstof 

(Propidiumiodid) verwendet, der in mem-

brangeschädigte, tote Zellen eindringt 

und diese anfärbt. Die toten Zellen haben 

dann eine stärkere Rotluoreszenz und 

können so von den grün luoreszierenden 

lebenden Zellen unterschieden werden. 

Dieser Ansatz wurde mit Erfolg für ver-

schiedene Mikroorganismen getestet 

(Tab. 1). Er bietet unserer Meinung nach 

grosse Vorteile gegenüber PCR-Metho-

den, die nicht zwischen DNA aus toten 

oder lebenden Zellen diskriminieren und 

dazu noch freie (nicht zelluläre) DNA 

quantiizieren. Die Möglichkeit, physio-

logische Zustände von Zellen beurteilen 

zu können, ist besonders bei Desinfek-

tionsmassnahmen von grossem Nutzen. 

Dadurch schafen diese neuen durchluss-

zytometrischen Methoden die Basis, um 

Bessere Methoden für eine genauere, kos-

tengünstigere und auch schnellere Quan-

tiizierung von Legionella spp. würden 

folglich nicht nur die Trinkwaseranalytik 

bereichern, sondern auch eine schnellere 

Aufklärung bei Verkeimungssituationen 

und bei Ausbrüchen von Krankheiten er-

möglichen. 

NEuEr SChNELLNAChwEIS

Die Methode besteht aus den Schritten 

Filtration, Resuspension, Markierung 

Fig. 2  Schematische Darstellung der immunologischen Markierung von Legionella spp. mithilfe 

von Antikörpern, die gegen Legionellen gerichtet und an magnetische Partikel bzw. einen 

grün luoreszierenden Farbstof gekoppelt sind. Um tote Zellen anzufärben, wird zusätzlich 

ein rot luoreszierender Farbstof (Propidiumiodid) zugesetzt, der nur in Zellen, die eine 

geschädigte Membran haben (d. h. tote Zellen), eindringen kann. Lebende Zellen luoreszie-

ren grün, tote dagegen rot und somit können tote und lebende Zellen im Durchlusszytome-

ter unterschieden werden

Présentation schématique du marquage immunologique de Legionella spp. à l’aide d’anticorps 

dirigés contre les légionelles et liés à des particules magnétiques ou un colorant luore-

scent vert. Ain de colorer les cellules mortes, on ajoute aussi un colorant luorescent 

rouge (iodure de propidium) qui pénètre uniquement dans des cellules dont la membrane 

est endommagée (c’est-à-dire des cellules mortes). Les cellules vivantes sont d’un vert 

luorescent, les mortes d’un rouge luorescent, la cytomètrie en lux permettant ainsi de 

les distinguer

Legionella spp. Antikörper

konjugiert an magnetische

Nanopartikel

Legionella spp. Antikörper

konjugiert an grün

fluoreszierenden Farbstoff

Fig. 3  Durchlusszytometrische Ergebnisse für eine Legionella-positive und -negative Dusch-

wasserprobe. Eine einfaches «Gating» (geometrische Eingrenzung der Zielorganismen) 

ist ausreichend für die robuste Quantiizierung der Organismen. Tote Zellen werden nicht 

quantiiziert, da sie aufgrund höherer Rotluoreszenz im Hintergrund verschwinden

Résultats obtenus par cytométrie en lux pour un échantillon d’eau de douche analysé positif 

et négatif aux légionelles. Un simple «gating» (délimitation géométrique des organismes 

cibles) est suisant pour la quantiication robuste des organismes. Les cellules mortes à 

membrane endommagée ne sont pas quantiiées, car celles-ci disparaissent à l’arrière-plan 

en raison de leur plus forte luorescence rouge
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fAzIT uND AuSBLICK

An der Eawag wurde eine durchlusszy-

tometrische Methode für den schnellen 

Nachweis von Krankheitserregern ent-

wickelt, die zuverlässig und mit ausrei-

chender Sensitivität in Umweltproben 

einsetzbar ist und kurz vor der breiten 

Anwendung steht. Die Methode besteht 

aus drei Schritten:

(1) Anreicherung der Organismen durch 

Filtration gefolgt von (2) Aufreinigung 

der Zielorganismen mithilfe von spezi-

isch bindenden Magnetpartikeln und (3) 

der durchlusszytometrischen Analyse. 

Die Methode benötigt rund 60 Minuten 

und kann mit einfachen, kostengünsti-

gen und mobilen Durchlusszytometern 

durchgeführt werden. 

Die Methode wurden bereits für den 

Nachweis der Zielorganismen Giardia 

lamblia [1], Legionella pneumophila [2] 

und Legionella spp. optimiert und getes-

tet. Zudem wurde in einer Zusammenar-

beit mit dem Labor Spiez eine Feldstudie 

zur Detektion von Giardia und Cryptospo-

ridium in Thailand durchgeführt, die die 

Feldtauglichkeit der Durchlusszytome-

trie im Vergleich zur Mikroskopie und 

PCR demonstriert hat.

Ziel von zukünftigen Projekten wird es 

sein, mithilfe der bisher gewonnenen 

Erfahrungen, die Methoden an eine Rei-

he weiterer Zielorganismen anzupassen. 

Eine für Routineanalysen anwendbare 

Methodensammlung soll zusammen-

gestellt werden, sodass in Zukunft in 

möglichst kurzer Zeit Risiken, die von 

Wasser oder Lebensmitteln ausgehen, 

ausgeschlossen werden können. Gera-

de die Ereignisse in Deutschland rund 

um den EHEC-Ausbruch unterstreichen, 

wie wichtig es ist, schnelle Nachweisme-

thoden wie die hier vorgestellte Eawag-

Methode zur Verfügung zu haben. Für 

ausgewählte Fälle bietet die Eawag die 

Methoden bereits jetzt als Dienstleistung 

an und berät Interessenten gerne über 

mögliche Probemessungen. 
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gne autour de la vague de contamination 

EHEC soulignent à quel point il est impor-

tant de disposer de méthodes de détection 

rapides comme celle de l’Eawag présentée 

dans cet article
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