
WIE VIELE ZELLEN SIND  
IM TRINKWASSER? 

Die neuen, im Schweizerischen Lebensmittelbuch SLMB festgehaltenen Durchflusszytometrie- 
(DFZ)-Methoden lassen uns die wichtige Funktion der natürlichen mikrobiellen Trinkwasserflora 
besser verstehen. DFZ-Messungen zeigen, dass es normal ist, dass im Trinkwasser um die 100 000 
Zellen/ml vorliegen. Als Platzhalter besetzen diese Mikroorganismen die Nische Trinkwasser und 
können so das Aufwachsen unerwünschter mikrobieller Eindringlinge be- oder sogar verhindern. 
DFZ-Geräte für die Online-Messung der Totalzellzahl werden in Kürze kommerziell verfügbar sein. 
Sie können in der Routineüberwachung und als biologische Frühwarnsysteme eingesetzt werden. 

Thomas Egli*, Eawag und Microbes-in-Water GmbH; Margarete Bucheli, SVGW

DURCHFLUS S Z Y T OME TRIE  IN  DER MIK ROBIOLO GIS CHEN 
TRINK WA S SER A N A LYSE:  W IE W EITER?

EINFÜHRUNG: BIOSTABILITÄT 

In der Schweiz, wie auch in einigen anderen mittel- und nord-
europäischen Ländern, wird Trinkwasser in der Regel ohne 
Zusatz chemischer Desinfektionsmittel ins Verteilsystem 
eingespeist und an den Konsumenten abgegeben. Dies setzt 
voraus, dass ausreichende Ressourcen an qualitativ hochwer-
tigem Grund- und/oder Quellwasser vorhanden sind, das di-
rekt oder nach nur minimaler Aufbereitung als Trinkwasser 
verteilt werden kann. Alternativ dazu kann aber auch, meist 
nach mehrstufiger Aufbereitung, Trinkwasser aus anderen 
Ressourcen produziert werden, das den hohen qualitativen 
Ansprüchen genügt. Ein Beispiel dafür ist die Aufbereitung 
von Trinkwasser aus Seewasser, wie sie in vielen Städten der 
Schweiz praktiziert wird. Der Entscheid, auf den Einsatz von 
Netzschutzmitteln zu verzichten und ein «unsteriles Wasser» 
an den Konsumenten abzugeben, ist verbunden mit einer 
sorgfältigen mikrobiologischen Qualitätskontrolle, beginnend 
beim Rohwasser über eine eventuelle Aufbereitung bis hin zur 
Verteilung im Netz.
Ein zentraler Punkt bei der Verteilung von Trinkwasser ist 
die Verhinderung des Aufwachsens von mikrobiellen Kei-
men während der Zwischenspeicherung in Reservoirs und 
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RÉSUMÉ

COMBIEN DE CELLULES CONTIENT L’EAU POTABLE?
Les nouvelles méthodes de cytométrie en flux (CEF) visant à détermi-
ner le nombre total de cellules, le taux de cellules vivantes/mortes 
et les empreintes de la flore microbienne dans l’eau potable (dont 
la méthode est exposée dans le MSDA 333.1) permettent d’obtenir 
pour la première fois une image réelle de l’état microbiologique gé-
néral de l’eau potable, à l’inverse des méthodes GAM appliquées trop 
longtemps. Les mesures CEF donnent aux praticiens des informa-
tions rapides et réalistes sur l’état et l’efficacité des processus de 
traitement et sur le comportement pendant la distribution dans le 
réseau et les bâtiments. Elles fournissent des données fiables per-
mettant de prendre des décisions rapidement. Dans les grandes so-
ciétés de distribution d’eau de Suisse et des Pays-Bas, il est déjà aus-
si largement recouru à une interprétation des données sans recourir 
aux nouvelles valeurs limites et de tolérance, comme le recommande 
l’OMS pour les données GAM (l’interprétation se basant donc sur le 
bon sens de l’expert). La saisie continuelle (en ligne) des données 
CEF pourrait être utilisée pour des systèmes d’alerte rapide micro-
biologiques. Les nouvelles méthodes montrent que notre eau potable 
présente normalement une flore microbienne de 100 000 cellules vi-
vantes/ml. À l’aide des méthodes CEF, il est possible de mieux com-
prendre les fonctions de cette flore naturelle et inoffensive de l’eau 
potable. La principale mission de la flore microbienne est celle 

> S. 98

* Kontakt: egli@microbes-in-water.ch

Eawag_08436



AOUA&GASN°11 I 2014 

im Netz. Schon in den fri.ihen l 980er-
Jahren wurde fi.ir Wasser mi! niedrigem 
Verkeimungspotenzial der Begriff der 
«biologischen Stabilitat» eingefi.ihrt [1-
3]. Der Begriff is! selbstsprechend, den-
noch existieren zwei unterschiedliche 
Definitionen dafi.ir. Rittman & Snoeyi,nk 
definierten den Begriff direkt i.iber das 
mikrobielle Wachstum als «ein Wasser, 
das kein signifikantes Aufwachsen von 
Mikroorganismen erlaubt» [1 ]. Van der 
Kooij und Mitarbeiter hingegen definier-
ten ein biologisch stabiles Wasser i.iber 
den Nahrstoffgehalt, namlich als Wasser, 
das nicht mehr als 10 µg/l assimilierbare 
organische C-Verbindungen (AOC) ent-
halt [2]. Obwohl das Konzept des «bio-
stabilen Trinkwassers>i in der Praxis seit 
Langem bekannt is!, fehlen weitgehend 
experimentelle Untersuchungen aus 
der Praxis, die eine solche Biostabilitat 
wahrend der Verteilung exemplarisch 
demonstrieren. Dies liegt vor allem an 
methodischen Schwierigkeiten, einer-
seits (ausbleibendes) Wachstum eindeu-
tig nachzuweisen und andererseits AOC 

einfach und zuverlassig zu bestimmen, 
denn die bisher dafi.ir eingesetzten Me-
thoden lieferten unschli.issige Oaten, die 
mi! Unsicherheiten behaftet waren (dis-
kutiert in [4] und siehe unten). In die-
sem Beitrag wird der Ausdruck Biosta-
bilitat im Sinn von Rittman & Snoeyi,nk 
verwendet und noch expliziter gefasst, 
namlich als ei n Ausblei ben des mikro-
biellen Wachstums, gemessen als Zu-
nahme sowohl der Zellzahl als auch des 
Biovolumens. 
Unterdessen haben viele Untersuchun-
gen gezeigt, dass in Wassern mi! niedri-
gem Gesamtkohlenstoff-Gehalt (TOC) in 
der Regel die Verfi.igbarkeit von AOC die 
Wiederverkeimung durch das Wachstum 
von heterotrophen Mikroorganismen be-
schrankt. Andere Nahrstoffe (wie N, P, S, 
Fe) dagegen sind in der Regel im Ober-
schuss vorhanden {Fig. 1). Die nati.irliche 
Mikroorganismenflora is! ausserst effizi-
ent in der Ausni.itzung dieser Nahrstof-
fe: Aus nur 1 µg AOC werden im Durch-
schnitt zwischen 1 und 10 Millionen 
Zellen gebildet [2, 5]. Die fi.ir eine Verkei-

Migration aus Materialien in 
Kontakt mil Wasser 
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mung notwendigen AOC-Verbindungen 
konnen aus unterschiedlichsten Ouellen 
und Prozessen entstehen: In der Natur 
werden sie insbesondere durch eine 
langsame (bio)chemische Hydrolyse von 
hochmolekularen pflanzlichen und tieri-
schen Zellbestandteilen gebildet. In der 
Trinkwasseraufbereitung entstehen sie 
vor allem wahrend chemischer Oxidati-
onsprozesse (z. B. Ozonung, Chlorung) 
[6, 7]. Zudem konnen im Verteilnetz Koh-
lenstoff-Verbindungen langsam aus dem 
Material der Leitungen und Dichtungen 
herausge!Ost werden und als AOC den 
Mikroorganismen zur Verfi.igung stehen 
(s. z. B. [8]). Die AOC-Konzentrationen 
wie auch die Zusammensetzung dieses 
Nahrstoffpools variieren und hangen so-
wohl von der Bildungs- als auch der Kon-
sumationsrate ab. Dabei beeinflusst die 
Wassertemperatur die Geschwindigkeit 
der Entstehung (bzw. Nachlieferung) von 
AOC stark. Bei Raumtemperaturen lau-
fen diese Prozesse wesentlich schneller 
ab als bei den im Verteilnetz i.iblichen 
Temperaturen (meist < 10-12 °C). 

TOC 
and ere 
Quellen weitere essentielle 

Niihrstoffe: 

(POC, DOC) 

Hydrolyse, 
UV-Licht, etc. 

!'\ 
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Ausscheidungs-
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Mikrobielle Flora, 
Biofilme 

N,P,S,Fe,0 2 

Biofilmbildung, 
Verkeimung 

Rg. 1 Que/fen organischer Niihrstoffe, die die Wiederverkeimung von Trinkwasser fordern. Fur das Wachstum heterotropher Mikroorganismen sind 
f(ohlenstoff-Verbindungen aus dem AOC-Pool am wichtigsten. 

AOC: assimilierbarer organischer f(ohlenstoff; DOC: ge/oster (dissolved) organischer f(ohlenstoff; POC: partikuliirer organischer f(ohlenstoff; 

TOG: totaler organischer f(ohlenstoff 

Sources des nutriments organiques qui stimulent la reviviscence microbienne de l'eau potable. Pour la croissance de micro-organismes heterotro-

phes, /es substances organiques du pool AOC sont /es plus importantes. 

AOC: carbone organique assimilable, DOC: carbone organique dissous; POC: carbone organique particu/aire; TOG: carbone organique total 
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ZÄHLEN VON MIKROORGANISMEN 
IM TRINKWASSER 

KULTIVIERUNG VON MIKROORGANISMEN
Zur Bestimmung und Beurteilung der mi-
krobiologischen Qualität von Trinkwas-
ser wird heute weltweit die Kultivierung 
auf festen Nährböden (Agarplatten) ein-
gesetzt [9–11]. Dabei wird eine Wasser-
probe auf einem Nährboden ausplattiert 
und während vorgegebener Zeit und bei 
definierter Temperatur bebrütet. Die Zel-
len, die sich unter diesen Bedingungen 
vermehren können, wachsen zu einer 
sichtbaren Kolonie heran. Diese Kolonien 
werden gezählt und so die Zahl kolonien-
bildender Einheiten (KBE) in der Wasser-
probe bestimmt. 
Um die allgemeine mikrobiologische Qua-
lität zu beurteilen, wird ein Nährboden 
verwendet, auf dem ein breites Spektrum 
von Mikroorganismen wachsen kann. 
Die dabei aufwachsenden Mikroorganis-
men werden als aerob mesophile Keime 
(AMK; engl.: heterotrophic plate count, 
HPC) bezeichnet. Dieses Nachweisverfah-
ren wurde bereits in den 1890er-Jahren 
von Robert Koch und Schülern entwickelt 
[9, 10]. Gemäss seinen Untersuchun-
gen wies ein gutes, auch hygienisch 
einwandfreies Trinkwasser weniger als  
100 AMK/ml auf, was mithilfe einer Bo-
denpassage oder einer Langsamsandfil-
tration erreichbar war. 
Zur Beurteilung der hygienischen Qua-
lität wird ausserdem mit Hilfe eines Se-
lektivmediums nach der Anwesenheit 
von Fäkalkeimen (sogenannte Indikator-
bakterien; Escherichia coli und Entero-
kokken) gesucht, die eine mögliche Ver-
schmutzung des Wassers mit Fäkalien 
und Krankheitserregern anzeigen sollen. 
Während sich das Fäkalindikator-Verfah-
ren bewährt hat, ist das AMK-Verfahren 
im Lauf der letzten 20 Jahre vermehrt in 
Kritik geraten, denn es war seit Langem 
bekannt, dass sich mit dieser Methode 
nur ein kleiner Bruchteil der in Wasser-, 
Boden- und Luftproben vorhandenen 
Mikroorganismen kultivieren lässt [12, 
13]. Insbesondere die Beschreibung von 
«lebenden, aber nicht kultivierbaren» 
(VBNC, von engl.: viable but noncultu-
rable) Bakterienzellen, darunter auch 
Krankheitserregern (s. z.  B. [14]), ent-
fachte eine heftige Diskussion innerhalb 
der WHO und der OECD [11, 15–17], 
die dazu führte, dass die AMK-Methode 
durch die WHO, in der EU, den USA und 
in vielen anderen Ländern ersatzlos von 

der Liste der hygienisch relevanten mi-
krobiologischen Parameter der Routine-
analytik gestrichen wurde (nicht so in der 
Schweiz). Seither gilt nur noch E. coli als 
hygienerelevanter Parameter. In Erman-
gelung alternativer Methoden [18] muss 
allerdings noch immer für viele Zwecke 
die AMK-Methode eingesetzt werden, wie 
z. B. zur Beurteilung des Funktionierens 
und der Effizienz von Wasseraufberei-
tungsprozessen oder des Zustands von  
Trinkwasserverteilsystemen.

ALTERNATIVE: DURCHFLUSSZY TOMETRIE 
Vor diesem Hintergrund begann ein Team 
von Mikrobiologen der Eawag vor etwas 
mehr als zehn Jahren, mögliche Alternati-
ven zur Kultivierung zu untersuchen, da-
runter vor allem durchflusszytometrische 
Methoden zur schnellen Detektion mikro-
bieller Zellen. Die Durchflusszytometrie 
(DFZ) erlaubt es, mikrobielle Zellen, ob 
kultivierbar oder nicht, individuell zu 
detektieren (für eine genauere Beschrei-
bung der Technik s. [19, 20]). Die Quan-
tifizierung von Zellen mittels DFZ wird 
seit Langem in der Medizin, z. B. für die 
Auszählung von Blutzellen, und in der 
Meeresforschung eingesetzt. Für die sehr 
kleinen Zellen der mikrobiellen Trink-
wasserflora wurde die Methode durch 
die Eawag-Arbeitsgruppe angepasst, 
optimiert und in Zusammenarbeit mit 
der Wasserversorgung Zürich (WVZ) in 
der Anwendung im praktischen Umfeld  
getestet [21, 22]. 
Für die Bestimmung der Anzahl aller 
Zellen werden üblicherweise fluoreszie-
rende, DNA-bindende Farbstoffe einge-
setzt. Bei der DFZ wird die Fluoreszenz 
der einzelnen Zellen detektiert. Daneben 
wird auch das Streulicht der Zellen nach-
gewiesen. Das Verfahren ist schnell; es 
können mehr als 1000 Zellen pro Sekun-
de individuell erfasst werden. Das ganze 
Prozedere zur Bestimmung der Anzahl 
mikrobieller Zellen in einer Wasserprobe 
(Totalzellzahl, TZZ), inklusive Färbung 
und Auszählung, dauert nicht mehr als 
eine Viertelstunde.

KLEINE UND GROSSE ZELLEN
In Figur 2 sind Beispiele einer Zellzahl-
bestimmung mittels DFZ in Grund- und 
Trinkwasser in der Form von Punkte-
diagrammen gezeigt. Jeder Punkt ent-
spricht einer einzelnen Zelle, für die die 
Intensität ihres Fluoreszenzsignals im 
Grün- und im Rotbereich aufgetragen 
ist. Es können auch andere Parameter 

miteinander kombiniert werden, wie 
z. B. die Intensität des Streulichts einer 
Zelle mit ihrem Fluoreszenzsignal. Aus 
Figur 2A lässt sich ablesen, dass sich in 
der untersuchten Wasserprobe Zellen 
mit schwachen und solche mit intensi-
ven Fluoreszenzsignalen befinden, die 
sich zu zwei «Wolken» gruppieren. Sol-
che Wolken wurden zuerst im Meerwas-
ser beschrieben [23]. Nachfolgende Ver-
suche haben gezeigt, dass es sich dabei 
um kleine, schwach anfärbbare Zellen (in 
den Diagrammen unten links) und gros-
se, gut anfärbbareZellen (oben rechts) 
handelt. Da diese beiden Wolken regel-
mässig in Wasserproben zu finden sind 
und die Fluoreszenzintensität mit der 
Menge an Nukleinsäuren in einer Zelle 
in Verbindung gebracht werden kann, 
wurden die beiden Gruppen als «Zellen 
niedrigen bzw. hohen Nukleinsäurege-
halts» benannt (engl.: cells of low nucleic 
acid content, LNA-cells, und cells of high 
nucleic acid content, HNA-cells). Dies ist 
eine vorläufige Definition, die nicht defi-
nitiv sein muss [23–27]. 
Die Konstellation der im Punktedia-
gramm beobachteten Wolken sind viel-
fach typisch für ein Wasser und werden 
auch als «Fingerabdruck» bezeichnet. Die 
Vermutung, dass es sich bei den kleinen, 
schwach fluoreszierenden LNA-Zellen um 
inaktive, z. T. tote, und bei den grossen, 
stark fluoreszierenden HNA-Zellen um 
vitale, lebende Zellen handelt [25, 26], 
konnte nicht bestätigt werden. Aus bei-
den Gruppen konnten aktive, teilungsfä-
hige Zellen isoliert werden [27, 28].

STANDARDISIERUNG UND VALIDIERUNG DER 
DFZ-METHODE 
Die DFZ-Technik zur Bestimmung der 
TZZ hat sich mittlerweile auch in der 
Praxis für die schnelle mikrobiologi-
sche Beurteilung von Wasserproben 
bewährt. Unterdessen kann die TZZ 
sogar online bestimmt werden [29-32]. 
Deshalb wurde die Bestimmung der 
TZZ in einer Zusammenarbeit von mehr 
als 20 (inter)nationalen Arbeitsgruppen 
aus Forschung und Praxis vor Kurzem 
erfolgreich standardisiert, validiert und 
als neue Methode ins Schweizerische 
Lebensmittelbuch SLMB aufgenommen 
[33]. Beeindruckend ist die bei den Va-
lidierungsmessungen erzielte relative 
Standardabweichung (RSTA) für die 
DFZ-TZZ, die für vier unterschiedliche 
Wassertypen und Eichpartikel zwischen 
4 und 8% lag, während bei der etablier-
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Fig. 2 Effekt einer 0, 22-µrrrMembranfiltration und der ansch/iessenden AbfDl/ung und Lagerung in 

sterilen PET-F/aschen (21 Tage bei 25 °C) auf die durchf/usszytometrischen FingerabdrDcke 

der mikrobiel/en Flora aus zwei unterschied/ichen Grundwasser-Aquiferen GW1 und GW2. 

A-D: GW1; A, vor Filtration und Lagerung; 8, unfiltriert nach Lagerung in steri/en PET-F/;r 

schen; C, direkt nach Rltration; D, filtriertes GW1 nach Lagerung in sterilen PET-F/aschen. 

E- H: dito fDr GW2. Die gepunkteten Rahmen separieren den unspezifischen Hintergrund 

von den Signalen der lei/en. Die verschiedenen Ansammlungen von lei/en (cluster) sind 

durch Ova/e angedeutet (Que/le: [50], modifiziert) 

Effet d'une filtration sur membrane de 0, 22 µm suivie du remplissage et du depot dans un f/acon 

sterile PET (21 jours a 25 °C) sur Jes «empreintes» cytometriques en flux de la flore micr(r 

bienne issue de deux aquiferes differents de nappes phreatiques GW1 et GW2. 

A- D: GW1; A: avant filtration et depot; 8: non filtre apres depot dans des f!acons PET; 

C: directement apres la filtration; D: GW1 filtree apres depot. E- H: idem pour GW2. 

Les cadres en pointil/es separent Jes signaux de fond non specifiques des signaux des 

cel/u/es. Les differentes accumulations de cel/ules (cluster) sont illustrees par des ova/es 

ten AMK-Bestimmung eine RSTA von 
20 bis 30% iiblich ist. Bei den Standar-
disierungstests zeigte sich zudem, dass 
die DFZ nicht nur zur Messung der TZZ, 
sondern auch fiir die gleichzeitige Be-
stimmung der Anteile grosser und klei-
ner Zellen in der Rout ineanwendung gut 

(Source: [ 50], modifie) 

geeignet ist. Da dieser Parameter, wie 
spiiter dargelegt wird, vor allem bei Ver-
keimungs- und Aufwachsprozessen Aus-
sagekraft besitzt, wurde neben der TZZ 
auch die Best immung des Verhiiltnisses 
von LNA- zu HNA-Zellen als zweiter DFZ-
Parameter ins SLMB aufgenommen (33]. 
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ZELLEN MIT EINER INTAKTEN MEMBRAN 
Unterdessen hat sich in der Praxis auch 
eine weitere Variante der DFZ, niimlich 
die sogenannte «lebend/tot»-Anfiirbung 
(34, 35] mehrfach bewiihrt. Dabei wird 
eine Kombination von zwei Farbstoffen 
(ein griin- und ein rot-fluoreszierender 
Farbstoff) verwendet. Zellen mit einer 
intakten zytoplasmatischen Membran 
nehmen nur den griinen Farbstoff auf 
und fluoreszieren griin. Zellen mit ei-
ner beschiidigten, durchliissigen Mem-
bran dagegen nehmen beide Farbstoffe 
auf und fluoreszieren deshalb vor allem 
rot. Von den griin fluoreszierenden Zel-
len wird angenommen, dass es sich um 
lebende Zellen handelt. Die Zahl der Zel-
len mit intakter Zellmembran wird als 
IZZ bezeichnet. Die bei dieser Methode 
rot fluoreszierenden Zellen sind auf je-
den Fall tot. 
Die Methode ist durchaus praxisreif, ob-
wohl noch nicht standardisiert und va-
lidiert. Nicht nur in Verteilsystemen, in 
die Trinkwasser ohne Netzschutzmittel 
eingespeist wird (21, 22, 36, 37], sondern 
gerade auch bei der Trinkwasservertei-
lung mit Netzschutz wurden damit gute 
und aussagekriiftige Daten gesammelt 
(39-44]. 

AMK VERSUS TZZ 

Wie bereits erwiihnt, erlaubt es die DFZ, 
alle vorhandenen Zellen z u erfassen, auch 
solche, die auf Niihrstoffplatten nicht zu 
einer Kolonie aufwachsen konnen. Da der 
Anteil an kultivierbaren mikrobiellen 
Zellen iiblicherweise sehr klein ist, fallt 
die mit DFZ best immte TZZ meist um 
mehrere Grossenordnungen hOher aus als 
die mit dem AMK-Verfahren best immte 
Anzahl Kolonien. Leider kann nicht von 
einer Korrelat ion zwischen AMK und 
DFZ-TZZ ausgegangen werden, da der An-
teil an kultivierbaren Zellen stark vari-
iert. Je nach Probe kann er zwischen 0,01 
und 10% der vorhandenen Zellen liegen. 
Auch wenn mit der DFZ deutlich hohe-
re Zellzahlen bestimmt werden, so hat 
sich deswegen an der mikrobiologischen 
Wasserqualitiit natiirlich nichts geandert. 
So enthiilt Trinkwasser der Stadt Zurich 
nicht zwischen 0 und 10 Zellen/ml, wie 
das die AMK-Methode suggeriert, son-
dern in Tat und Wahrheit in der Regel 
zwischen 80 000 und 100 000 Zellen/ml 
(19, 21, 22]. Es ist klar, dass das Akzep-
tieren dieser Realitiit und solch grosser 
Zahlen ein Umdenken voraussetzt, nicht 



nur in der Trinkwasserbranche selber, 
sondern insbesondere auch aufseiten der 
Konsumenten.
Die hohen Zellzahlen bedeuten allerdings 
nicht, dass mit der DFZ überwiegend tote 
und/oder inaktive Zellen nachgewiesen 
werden. Eine Vielzahl von mikroskopi-
schen Untersuchungen, in denen Mikro-
autoradiographie und Aktivitätsfärbun-
gen eingesetzt wurden, zeigen, dass in 
Wasserproben aus der Umwelt meist 80 
bis 90% der anwesenden Zellen eine intak-
te Zellmembran aufweisen und insofern 
als aktiv und lebend bezeichnet werden 
können [13]. Auch die durchflusszytome-
trische Bestimmung des Anteils an Zellen 
mit intakter Membran und der Nachweis 
anderer Aktivitäten mittels DFZ ergaben 
ähnliche Resultate [35]. Es darf deshalb 
angenommen werden, dass sich mit der 
TZZ-Messung mittels DFZ wohl erstmals 
routinemässig die tatsächliche Zahl an 
Mikroorganismen im Trinkwasser be-
stimmen lässt.
Anders als in den letzten zwei Jahrzehn-
ten steht uns damit seit der ersatzlosen 
Streichung des AMK-Verfahrens von der 
Liste der mikrobiologisch relevanten 
Parameter der WHO nun ein valabler 
Ersatz zur Verfügung. Das Potenzial der 
DFZ-Methode ist dabei bei Weitem noch 
nicht ausgeschöpft [45]. Die DFZ ist nicht 
nur wesentlich schneller, sondern erlaubt 
dem Praktiker erstmals die realistische - 
und in Zukunft wohl auch billige - Quan-
tifizierung der natürlichen mikrobiellen 
Flora im Wasser mit einer Präzision, wie 
sie bis anhin nur für chemische und phy-
sikalische Parameter möglich war.

TRINKWASSER ALS ÖKOLOGISCHE 
NISCHE FÜR MIKROORGANISMEN

Wegen der Eigenheiten der AMK-Metho-
de, die eine sehr dünne Besiedelung der 
freien Wasserphase suggeriert, wurden 
Trinkwasserverteilsysteme in der Ver-

gangenheit nur begrenzt als mikrobielle 
Ökosysteme betrachtet. Das Interesse fo-
kussierte sich auf die ungeliebten, schlei-
migen Biofilme auf Oberflächen und in 
Rohren sowie auf Fragen des Überlebens 
und Wachstums von obligaten und oppor-
tunistischen Krankheitserregern. Den 
Mikroorganismen in der freien Wasser-
phase dagegen wurde kaum Beachtung 
geschenkt [46-48, s. jedoch 49].

AUFWACHSEN NACH FILTRATION
Im Folgenden soll nun die zentrale Rolle, 
die die natürliche mikrobielle Flora der 
Wasserphase in einem Trinkwasserver-
teilsystem spielt, mit einem Beispiel il-
lustriert werden. In Zusammenarbeit mit 
zwei Mineralwasserproduzenten wurde 
an der Eawag der Einfluss eines Filtra-
tionsschrittes und einer anschliessenden 
Flaschenlagerung auf das Aufwachsen 
von Mikroorganismen untersucht. Das 
Wasser stammte aus zwei komplett ge-
trennten Aquiferen (GW1 und GW2), 
aus denen Mineralwasser gewonnen 
wird [50]. Das Wasser wurde durch eine 
industrielle 0,22 µm-Filtrationseinheit 
geschickt, danach vor Ort in sterile PET-
Flaschen abgefüllt und anschliessend 
unter kontrollierten Bedingungen (25 °C, 
dunkel) während drei Wochen gelagert. 
In einem Kontrollansatz wurde unbehan-
deltes Grundwasser unter den gleichen 
Bedingungen gelagert. Nach drei Wochen 
war der Aufwachsprozess in allen Proben 
abgeschlossen. Vor und nach Filtration so-
wie nach Lagerung in PET-Flaschen wur-
den die Konzentration der Zellen mittels 
DFZ, die aktive Biomasse mit ATP und der 
verfügbare AOC bestimmt (Tab. 1).
Die DFZ zeigte vor Filtration für GW1 
eine sehr tiefe TZZ-Konzentration, für 
GW2 lag diese mehr als eine Zehner-
potenz höher (Fig. 2). In beiden Fällen 
wurde beim Filtrieren mehr als 90% der 
Zellen eliminiert. Die Lagerung der nicht 
filtrierten und der filtrierten Wässer in 

sterilen PET-Flaschen führte zu deutli-
chem Aufwachsen. Dies war verbunden 
mit Änderungen des Fingerabdrucks 
der mikrobiellen Gemeinschaften in den 
Wässern. Überraschenderweise war nach 
drei Wochen Lagerung das Ausmass des 
Aufwachsens in den Proben nicht signi-
fikant unterschiedlich (Tab. 1): Die mik-
robielle Flora wuchs zu Konzentrationen 
zwischen 110 000 und 200 000 TZZ/ml 
auf, unabhängig davon, ob das Wasser 
zuvor filtriert worden war oder nicht. Das 
bedeutet, dass das Hauptziel der Filtrati-
on, nämlich eine massive Reduktion der 
mikrobiellen Flora und Eindämmung des 
Wachstums, wegen der darauffolgenden 
Wiederverkeimung nicht erreicht wurde.
Auch frühere Studien [51] wiesen schon 
darauf hin, dass bei dem üblicherweise 
als Sterilfiltration bezeichneten Prozess 
ein beachtlicher Teil der mikrobiellen Flo-
ra nicht zurückgehalten wird. Vor allem 
lange, flexible und dünne Zellen schei-
nen den Filter passieren zu können [51, 
52]. Betrachtet man die Fingerabdrücke 
der filtrierten und nicht filtrierten GW-
Proben nach Flaschenlagerung (Fig. 2), 
so fällt auf, dass nach Filtration in GW1 
eine homogen erscheinende Zellpopu-
lation im HNA-Bereich aufwuchs, wäh-
rend in GW2 das Aufwachsen von vier 
bis fünf Zellgruppen in der HNA-Region 
beobachtet wurde. Unter dem Mikroskop 
war in Proben des filtrierten, gelagerten 
GW1 eine mikrobielle Gemeinschaft zu 
sehen, die von langen, dünnen, spiril-
lenförmigen Zellen dominiert wurde. 
Das dominierende Bakterium konn-
te über seine 16S-rRNA-Sequenz als  
Hylemonella spp. identifiziert werden. Im 
GW2 war offensichtlich die Zusammen-
setzung der filtergängigen Bakterienge-
meinschaft diverser. Doch auch hier wur-
de im Gegensatz zum nicht filtrierten, 
gelagerten Wasser ein deutlich anderes 
und etwas einfacheres «Wolkenmuster» 
gefunden (Fig. 2F und H).
Aus der beschriebenen Filtrationsstudie 
lassen sich einige grundlegende Prinzi-
pien über Voraussetzungen und Ablauf 
mikrobieller Wiederverkeimungsprozes-
se ableiten, die auch für die Situation in 
der Trinkwasseraufbereitung und Vertei-
lung im Netz von Bedeutung sind.

OFFENE NISCHEN WERDEN SOFORT WIEDER 
BESIEDELT 
Neben einem kleinen Anteil an mikro-
biellen Zellen (und Viren) passieren na-
türlich auch die im Wasser vorhandenen 
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Tab. 1 �Einfluss der Filtration durch einen 0,22-μm-Membranfilter auf das Aufwachsen der mikrobi-
ellen Flora nach Lagerung in sterilen PET-Flaschen. Angegeben ist der gerundete Median 
aller Daten, GW1: n=78; GW2: n=138 � (Quelle: [50])

Influence de la filtration par un filtre à membrane 0,22 μm sur la croissance de la flore microbien-
ne après dépôt dans un flacon PET stérile. Médiane arrondie de toutes les données, GW1: 
n=78; GW2: n=138 (GW = nappe phréatique) � (Source: [50]) 

Original direkt  
nach Filtration

unfiltriert  
gelagert

filtriert  
gelagert

(TZZ/mL) (TZZ/mL) (TZZ/mL) (TZZ/mL)

Grundwasser 1 2800 ~200 200 000 165 000

Grundwasser 2 34 000 ~5000 150 000 110 000



Nährstoffe (einschliesslich AOC) sowie 
ein Grossteil des DOC den Filter. Damit 
entsteht auf der Filtratseite eine dünn 
besiedelte ökologische Nische, in der 
Nährstoffe im Überfluss und nur wenige 
konsumierende Gäste vorhanden sind. 
Es wird hier sozusagen ein oligotrophes 
Buffet angeboten, zu dem, ohne Ausnah-
me, alle gerade anwesenden mikrobiellen 
Gäste geladen sind. Die Bedingungen äh-
neln dem Beginn einer Batchkultivierung 
im Labor mit sehr verdünntem, komple-
xem Medium. Wer jetzt am schnellsten 
wächst, hat die Chance, sich in der Nische 
fest- und eventuell auch durchzusetzen. 
Im Gegensatz zur früheren Lehrmeinung, 
dass humanpathogene Bakterien in der 
aquatischen Umwelt nicht überleben kön-
nen und schnell absterben, wurde in den 
letzten Jahren mehrfach nachgewiesen, 
dass in keimfrei gemachtem See- oder 
Trinkwasser bakterielle Krankheitserre-
ger wie Cholerabakterien oder pathogene 
E.-coli-Stämme sehr wohl wachsen kön-
nen [46, 53, 54, Referenzen in 55]; dies 
teilweise sogar im Wettbewerb mit der 
natürlichen Süsswasserbakterienflora 
[54, 56]. Es besteht daher bei jedem Öff-
nen einer Nische eine instabile Situation, 
in der sich potenziell auch Krankheitser-
reger vermehren können.
Solche offene oder nur teilweise besie-
delte ökologischen Nischen entstehen in 
der Wasserversorgung nicht nur nach 
Membranfiltrationen, sondern auch bei 
anderen Prozessschritten, in denen die 
mikrobielle Flora ganz oder teilweise eli-
miniert, inaktiviert oder abgetötet wird. 
Darunter fallen z. B. die UV-Desinfektion 
oder ungenügende chemische Desinfek-
tion. Oft wird bei Letzterer sogar aus den 
im Wasser vorhandenen Zellen durch 
Zelllyse oder aus (polymeren) Kohlen-
stoffverbindungen durch chemische 
Oxidationsreaktionen zusätzlicher AOC 
gebildet, wodurch das Aufwachspotenzi-
al zunimmt [6, 7, 57–59]. Dass das nicht 
nur die allgemeine Wasserqualität, son-
dern auch die hygienische Sicherheit ver-
mindert, sowohl im Verteilnetz als auch 
in Gebäuden, zeigen einige in der Litera-
tur beschriebene Fallstudien [42, 43, 60].

SCHUTZ DURCH BESETZTE NISCHEN 
Im Gegensatz zur Situation der offenen 
Nische treffen Eindringlinge in ein bereits 
besetztes Ökosystem auf einen harten 
Wettbewerb um Nährstoffe mit der vor-
handenen, gut angepassten, natürlichen 
mikrobiellen Flora. Allein schon für die 

eingesessene Flora ist das Aufwachspo-
tenzial normalerweise bescheiden. Nach 
bisherigen Erfahrungen in der Schweiz 
und den Niederlanden aus Trinkwasser-
verteilsystemen, die ohne Netzschutz 
betrieben werden und in die das Wasser 
nach einer abschliessenden biologischen 
Reinigung (z. B. einer Langsamsandfilt-
ration) eingespeist wird, lag die Nachver-
keimung meist im Rahmen einer 1,2- bis 
5-fachen Zunahme der TZZ [22, 36, 37, 
61–63]. Eine wichtige Voraussetzung für 
eine geringe Wiederverkeimung ist, dass 
die Temperatur des Wassers im Netz tief 
bleibt. Liu und Mitarbeiter stellten einen 
starken Anstieg der Verkeimung fest, so-
bald 15 °C überschritten wurde [37]. 
Obwohl Untersuchungen zu diesen Fra-
gen noch weitgehend ausstehen, kann 
davon ausgegangen werden, dass sich 
unerwünschte Mikroorganismen im be-
setzten Ökosystem eines Trinkwasserver-
teilsystems nicht schneller und effizien-
ter vermehren können als die natürliche 
mikrobielle Flora. Zudem ist das Zellvolu-
men der meisten klassischen bakteriellen 
Krankheitserreger wesentlich grösser als 
das der Zellen der mikrobiellen Trink-
wasserflora, was bedeutet, dass aus der 
gleichen Menge AOC die natürliche Flora 
in der Regel etwa zehn, ein Krankheits-
erreger aber nur eine Zelle bilden kann 
[53–56]. Es lässt sich also schlussfolgern, 
dass das Aufwachspotenzial von unge-
wollten Keimen in einer gut besetzten 
Nische stark eingeschränkt und kleiner 
ist als das der anwesenden Trinkwasser-
flora.

FUNKTION DER NATÜRLICHEN 
MIKROBIELLEN FLORA

Aus den oben dargestellten Beobachtun-
gen lässt sich die Funktion der natür-
lichen, harmlosen mikrobiellen Flora 
ganz klar als die eines Platzhalters und 
effizienten Mitbewerbers um die knappen 
Nährstoffressourcen verstehen. Die Be-
setzung der Nische mit einer kompeten-
ten Trinkwasserflora ist somit die Voraus-
setzung für die Biostabilität des Wassers 
während der Verteilung im Leitungsnetz. 
Aus dieser Sicht ist bei der Abgabe von 
Trinkwasser ohne Netzschutzmittel ein 
abschliessender biologischer Behand-
lungsschritt, wie eine Langsamsandfiltra-
tion, sehr erwünscht, erfüllt ein solcher 
Schritt doch eine doppelte Funktion: Er-
stens wird der verfügbare AOC durch die 
an den Sandkörnern anhaftenden Mikro-

organismen reduziert und zweitens wer-
den gleichzeitig, als Folge des Wachstum 
der mikrobiellen Flora auf den Partikeln 
Zellen in hoher Zahl ins Wasser abgege-
ben, die für eine erste, gute Besetzung 
der mikrobiologischen Nische sorgen. 
Diese Flora ist an die oligotrophen Bedin-
gungen des Trinkwasserhabitats optimal 
angepasst, wuchs sie ja im (fast) gleichen 
nährstoffarmen Umfeld auf. Sie vermag 
deshalb durch ihr Wachstumspotenzial 
und ihre zahlenmässige Dominanz allfäl-
lig entstehende Nährstoffüberangebote 
und Unterbesetzungen der Nische durch 
AOC-Verbrauch und Wachstum schnell 
wieder auszugleichen.
Während in gut unterhaltenen Verteilnet-
zen die allgemeine mikrobielle Qualität 
des Wassers recht gut unter Kontrolle 
ist, deuten die wenigen vorhandenen 
Datensätze an, dass die Situation in Ge-
bäuden wesentlich problematischer ist. 
Im Gegensatz zu öffentlichen Trinkwas-
sernetzen kann in Gebäuden der Anstieg 
der TZZ nach einer Stagnation über Nacht 
stark variieren. Zunahmen um einen Fak-
tor 2 bis 3 [63] bis zu einem Faktor von 50 
bis 100 wurden beobachtet [8, 64]. Diese 
starken Anstiege der TZZ in Gebäudein-
stallationen lassen sich mit folgenden 
Faktoren erklären: erhöhte Temperatu-
ren im Vergleich zum Verteilnetz, kleine 
Rohrdurchmesser und damit hohe Ober-
flächen-zu-Volumen-Verhältnisse sowie 
die verwendeten Materialien (Kunststof-
fe) [8, 65]. Hier besteht enormer Informa-
tions- und Forschungsbedarf. Es scheint 
jedoch, dass die von Pepper und Kollegen 
[66] gemachte Aussage, wonach die mi-
krobiologische Qualität von Trinkwasser 
nicht im Verteilsystem, sondern im We-
sentlichen in den Hausverteilsystemen 
beeinträchtigt wird, allgemein gültig ist, 
unabhängig davon, ob Netzschutzmittel 
eingesetzt werden oder nicht. Kurzes und 
kräftiges Durchspülen vor dem ersten 
Gebrauch am Morgen ist wohl derzeit der 
beste Ratschlag für den Konsumenten.
Nach ersten Untersuchungen von Pepper 
und Mitarbeitern mit der klassischen 
AMK-Methode [66] wurden kürzlich 
auch DFZ-Resultate publiziert, die aus 
Wasserversorgungen stammen, in denen 
Trinkwasser unter Verwendung von Netz-
schutzmitteln verteilt wird [42, 43]. Diese 
zeigen klar, dass unter solchen Bedingun-
gen nicht die TZZ, sondern der Anteil und 
Anstieg an «lebenden» Zellen mit intak-
ter Membran (IZZ) der ausschlaggebende 
Parameter ist. Gillespie und Mitarbeiter 

AQUA & GAS N o 11  | 2014 FAC H A RT I K E L  | 95 



DANK 

96 I FACHARTIKEL 

konnten zudem zeigen, dass der Anteil 
an Zellen mit defekter Membran gut mit 
der Konzentration des Netzschutzmittels 
korreliert [41, 43). 

Der Autor dankt alien Mitarbeitern, die mit 
Begeisterung mitgeholfen haben, die Trink-
wassermikrobiologie mit neuen durchfluss-
zytometrischen Methoden zu beleben, und 
alien Sponsoren, die in den vergangenen 
Jahren unsere Arbeiten grosszugig finanzi-
eli unterstlitzten. Besonderer Dank geht an 
C.M.E. flir die wertvolien Kommentare zum 
Text und die Durchsicht des Manuskripts. 

BRAUCHT ES NEUE HOCHSTWERTE? 

Heute sind gute Werkzeuge fiir eine Ouan-
tifizierung der biologischen Stabilitiit bzw. 
der Nachverkeimung vorhanden: Sowohl 
die zytometrische Ausziihlung von mikro-
biellen Zellen (TZZ und IZZ) als auch die 
Bestimmung von ATP sind beides sehr 
empfindliche Methoden, die sich hierfiir 
eignen. Aufgrund vieler mikroskopischer 
Untersuchungen, meist kombiniert mit 
mikroautoradiographischen Techniken 
und Aktivitiitsbestimmungen auf Einzel-
zellenebene, ist anzunehmen, dass die 
Ergebnisse der durchflusszytometrischen 
TZZ-Bestimmung recht nahe an die wah-
ren Zellzahlen herankommen. Dagegen 
konnte bis anhin in keiner Untersuchung 
eine allgemeingiiltige Korrelation zwi-
schen der AMK-Zahl und den mit kulti-
vierungsunabhiingigen Methoden ermit-
telten Zellzahlen gefunden werden, und 
das nicht nur im System Trinkwassers, 
sondern auch in anderen aquatischen 
oder terrestrischen Systemen [13, 16). Es 
sollte deshalb gar nicht versucht werden, 
AMK-Daten mit durchflusszytometrisch 
gemessenen TZZ- und IZZ-Daten in Ver-
bindung zu bringen. 
Aus praktischer Sicht spricht vieles da-
fiir, im Rahmen der mikrobiologischen 
Trinkwasseranalytik die AMK-Methode 
durch eine durchflusszytometrische Be-
stimmung der TZZ (oder eine iiquivalente 
direkte Enumerierungstechnik) zu erset-
zen. Hierbei stellt sich natiirlich die Frage 
nach der Interpretation und Handhabung 
der TZZ-Resultate. Sowohl fur Vollzugs-
behorden als auch fiir Betreiber von Was-
serversorgungen ist es angenehm, auf 
gesetzliche Hochstwerte zuriickgreifen 
zu konnen (z. B. AMK < 300/ml im Verteil-

netz, AMK < 20/ml nach Behandlung). Ein 
Methodenwechsel wiirde aber nicht alles 
auf den Kopf stellen. Zu akzeptieren ware 
lediglich, dass die Zellzahlen in Realitiit 
wesentlich hOher sind als bisher aufgrund 
der AMK-Werte angenommen und dass die 
alten AMK-Daten in der Regel nicht mit den 
neuen TZZ- oder IZZ-Resultaten korrelie-
ren. Die durchflusszytometrisch gemesse-
nen Oaten miissen genauso wie die AMK-
Daten mit «gesundem Menschenverstand» 
interpretiert werden. Fiir die Interpretati-
on von AMK-Resultaten formuliert es die 
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WHO folgendermassen: « ... the test has little 
value as an index of pathogen presence but 
can be useful in operational monitoring as a 
treatment and disinfectant indicator, where 
the objective is to keep numbers as low as 
possible» (zitiert aus [11)) und: « ... simple 
numerical values for an indication of an 
abnormal change ... (e.g., > 10, > 20, ... > 300 
CFU/ml at 22 °C or 37 °C) ... generally serve 
as triggers to review previous data ... » 
(zitiert aus [16)). Ein Wechsel zur TZZ-
Bestimmung wiirde also nicht bedeuten, 
dass eine etablierte Situation der festen 
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Ag. 3 TZZ und Anteil der HNA-Zellen (rote Symbole) online gemessen in 1-Stunden-lntervallen in 
einer Ouel/wasserfassung (vor Chlorung) von eauservice Lausanne. Die Oaten wurden mit 
dem an der EPFL entwickelten OFZ-Oemonstrationsgerat BACTOSENSE gemessen [ 67]. 
Ats Vergleich wurden Proben manuel/ genommen und im lokalen Wasserlabor mit zwei 
Standard-DFZ-Geraten analysiert (blaue und grilne Symbole). Die kontinuierliche Abnafr 
me der TZZ ist vermutlich zurilckzufilhren auf eine langere Trockenperiode wahrend der 
Messkampagne. Oaten freundlicherweise zu Verfilgung gestellt von eauservice Lausanne 
und S. Kilnzi, EPFL 

Resultats (nombre total de cel/u/es et fractions de cel/ules HNA) d'une analyse online 
d'eauservice Lausanne avec /'appareil de demonstration BACTOSENSE pour des mesures 
CEF online qui a ete developpe par un groupe de recherche de /'EPFL [67]. Des resultats 
d'analyse offline avec deux appareils disponibles sur le marche {Accuri C6 et Partee 
Cube} sont aussi montres a titre de comparaison. La diminution continue du nombre total 
de cel/ules est probablement due a une periode de secheresse pendant la campagne de 
mesures. Source: eauservice Lausanne et S. Kilnzi, EPFL 



AMK-Höchstwerte (die es gemäss WHO 
eben gar nicht gibt) durch eine Situation 
der Unsicherheit ersetzt würde.
Sobald man mit den «neuen Zahlen» et-
was näher vertraut ist, wird klar, dass 
eine 10-fache Erhöhung der TZZ im Ver-
teilnetz von 50 000 auf 500 000 Zellen/
ml unüblich hoch ist und nach genauerer 
Abklärung ruft (TZZ von 500 000 Zellen/
ml und mehr werden in Oberflächenge-
wässern gefunden) . Bei der Einspeisung 
eines guten, minimal oder sogar unbe-
handelten Grundwassers hingegen kann 
ein 10-facher Anstieg der TZZ von 20 000 
Zellen/ml auf 200 000 Zellen/ml durch-
aus im Rahmen liegen (bei einem Anstieg 
der Netztemperatur, längerer Stagnation 
etc.). Wie bei den AMK-Bestimmungen ist 
es auch bei TZZ-Messungen erforderlich, 
dass jeder Wasserversorger über längere 
Zeit hinweg Erfahrungswerte für sein 
Gewinnungs-, Aufbereitungs-, Speicher- 
und Verteilsystem sammelt. Verschiede-
ne Situationen der Betriebsführung soll-
ten dabei abgebildet werden. Mit diesem 
Erfahrungswissen lässt sich die TZZ (in 
Kombination mit der IZZ, dem LNA:HNA-
Verhältnis oder dem Fingerabdruck) als 
Prozessindikator einsetzen. Jede Wasser-
versorgung muss individuell entschei-
den und festlegen, wo Messungen dieses 
Prozessindikators sinnvoll sind und ab 
welchen Werten bzw. relativen Verände-
rungen interveniert werden muss.
Die durchflusszytometrischen Methoden 
liefern in kurzer Zeit (< 1 h) aussagekräf-
tige Resultate, aufgrund derer schnelle 
Entscheidungen getroffen werden können. 
Gegenwärtig sind kleine, transportable 
und robuste DFZ-Geräte kommerziell er-
hältlich, die den Anforderungen der Pra-
xis genügen und die es erlauben, vor Ort 
Information über Zellkonzentrationen, 
Verhältnis von lebenden/toten Zellen etc. 
in Wasserproben aus Verteilnetzen oder 
in Gebäuden schnell zu bestimmen. Diese 
Geräte sind jedoch nicht geeignet für eine 
Routine-online-Analyse. In der Praxis 
werden Geräte gebraucht, die transient 
oder fest an Standorten (auch an schwer 
zugänglichen Standorten) installiert wer-
den können, die vollautomatisch über lan-
ge Zeit arbeiten und die Daten regelmäs-
sig an den Anwender übermitteln. Eine 
Arbeitsgruppe der EPFL arbeitet gegen-
wärtig an der Entwicklung eines solchen 
Online-Gerätes, das allen diesen Anforde-
rungen genügt. Erste Tests wurden durch 
eauservice Lausanne durchgeführt. Die 
Resultate eines Probelaufs von knapp drei 

Wochen sind in Figur 3 dargestellt [67].  
In ein, zwei Jahren werden wohl DFZ-Ge-
räte für die kontinuierliche (online) Über-
wachung der Trinkwasseraufbereitung 
und -verteilung zur Verfügung stehen 
[30, 32]. Damit könnte die heute verwen-
dete Online-Messung von physikalisch-
chemischen Parametern (siehe z. B. [68]) 
erstmals mit mikrobiologischen Online-
Parametern ergänzt werden. Durch die 
Online-DFZ liesse sich die Überwachung 
des allgemeinen mikrobiologischen Zu-
stands von Rohwasser oder Wasser im 
Verteilnetz wie auch die Kontrolle der  
Effizienz von Aufbereitungsmassnahmen 
vereinfachen und verbessern.
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