
Neue Verfahren in der 
 mikrobiologischen Wasseranalytik
Kultivierungsbasierte Methoden stellen zwar den Goldstandard der mikrobiologischen Wasserqualitätsanalytik dar, 
dennoch können viele weitergehende Fragestellungen im Wasserbereich durch die  alleinige  Anwendung dieser 
Standardmethoden nur unzureichend beantwortet werden. Neue Möglichkeiten in der kultivierungsunabhängigen und 
molekularbiologischen Analytik haben viele Fragestellungen in der mikrobiologischen Wasseranalytik zugänglich 
gemacht, die noch vor wenigen Jahren unlösbar waren. Der vorliegende Fachbeitrag stellt die entsprechenden neu-
artigen  Methoden und Verfahren vor und beurteilt sie  hinsichtlich ihrer Anwendungsmöglichkeiten für die deutschen 
Trinkwasserversorgungsunternehmen.
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I n den letzten Jahren hat im Bereich 
der Analytik von mikrobiologi-
schen Indikatorparametern und 

Krankheitserregern eine rasante Ent-
wicklung stattgefunden. Gleichzeitig 
basiert die routinemäßige und akkredi-
tierte Überwachung der mikrobiolo-
gisch-hygienischen Wasserqualität von 
Trink-, Brauch- und Badewasser nahe-
zu exklusiv auf den klassischen Kultur-
verfahren. Diese Methoden sind ein 
 wesentlicher Bestandteil des bewähr-
ten Wasserqualitätsmanagements zum 
Schutz der menschlichen Gesundheit. 
Sie haben dennoch ihre Grenzen, wenn 
es um weitergehende Fragestellungen 
geht, wie z. B. bei der Ursachensuche 
von Verschmutzungen. 

Die sichere Identifizierung von Mikro-
organismen und Eintragsquellen ist 
ein essenzielles Werkzeug für die Ur-
sachenforschung und Kontaminations-
vermeidung und damit für das Risiko-
management und eine sichere Wasser-
versorgung. Es stellt sich daher die 
Frage, wie die mikrobiologische Über-
wachung des Trinkwassers zukünftig 
aussehen wird. Vor diesem Hinter-
grund wurden im Rahmen des DVGW-
geförderten Projektes MoVe (Erwei-
terte Verfahren für die Überwachung 
mikrobiologischer Parameter beim 
Trinkwassermonitoring) die aktuell 
verfügbaren Analysetechniken und 
-verfahren für mikrobiologische Para-

meter zusammengestellt [1]. Ziel des 
Projektes war es, Aussagen zur zukünf-
tigen Entwicklung der Analytik mikro-
biologischer Parameter zu machen, 
Handlungsempfehlungen für Wasser-
versorger zu geben und diese bei der 
Kommunikation mit den Gesundheits-
ämtern/-behörden und der Vermitt-
lung von methodischem Fachwissen zu 
unterstützen. Als nützliche Methoden 
für besondere Fragestellungen konn-
ten hier Verfahren, die auf der Polyme-
rase-Ketten-Reaktion (PCR) basieren, 
die Durchflusszytomtrie, die MALDI-
TOF-Massenspektroskopie sowie leis-
tungsfähige Sequenzierungstechniken 
identifiziert werden. Diese Verfahren 
wurden hinsichtlich ihrer Anwen-
dungsmöglichkeiten für die Trinkwas-
serversorger beurteilt. 

Neue Verfahren und ihr Potenzial

Mit der rasanten Entwicklung der Life 
Sciences, der Bio- und Informations-
technologie sowie der Automatisie-
rungstechnik sind innovative Möglich-
keiten in der molekularen Wasserana-
lytik entstanden. Viele Fragestellun-
gen, die noch vor wenigen Jahren in der 
mikrobiologischen Wasseranalytik un-
lösbar waren, sind durch diese moder-
nen Verfahren einer Analyse zugänglich 
geworden. Die sich weiterentwickeln-
den molekularen Technologien bieten 
eine wachsende Anzahl von techni-

schen Optionen für die qualitative und 
quantitative Erfassung von mikrobio-
logischen Schlüsselparametern, wie 
z. B. wasserbürtigen Krankheitserre-
gern, Antibiotikaresistenzgenen und 
der Dynamik mikrobieller Gemein-
schaften. Im Projekt MoVe wurden die-
se molekularen Diagnoseinstrumente 
zur Erfassung mikrobiologischer Para-
meter im Wasser hinsichtlich ihrer 
Durchführbarkeit und Aussagekraft be-
trachtet. Insgesamt gibt die Studie ei-
nen umfassenden Überblick über diese 
neuartigen Methoden.

In der Praxis können je nach Fragestel-
lung verschiedene Methoden synergis-
tisch eingesetzt werden. Bislang wer-
den diese neuen Methoden noch nicht 
umfangreich genutzt. Gründe hierfür 
sind u. a. die Kosten für die Anschaf-
fung der Geräte und die Weiterbildung 
des Personals, die teilweise höheren 
Kosten der spezifischen Analysen sowie 
die noch fehlenden Erfahrungen der 
Wasserversorgungsunternehmen, der 
Gesundheitsbehörden und der Analy-
selaboratorien. Um aus den  Daten rich-
tige und aussagekräftige Schlüsse zie-
hen zu können, ist daher die Interpre-
tation der Ergebnisse durch Personen 
mit guten methodischen Kenntnissen 
erforderlich. 

Die molekularen Methoden werden 
ständig weiterentwickelt, um den B
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• Sanitär 
 Gesundheit durch technischen Fortschritt

• Heizung  
 Rendemix: Pilotprojekt aus Petting

• Klima 
 Frischluftprojekt für eine gesunde Entwicklung

Weitere Nachrichten, Termine und Informationen unter www.sht-online.de. 

Kostenloses Probeheft unter vertrieb@krammerag.de.



verschiedenen Anwendungen und Anforderun-
gen gerecht zu werden. Zum jetzigen Zeitpunkt 
weisen die betrachteten Verfahren sehr unter-
schiedliche Reifegrade auf (Abb. 1): Während 
beispielsweise die Durchflusszytometrie be-
reits von Wasserversorgungsunternehmen zur 
Erfassung der Gesamtzellzahl eingesetzt wird, 
sind Biosensoren noch der akademischen For-
schung zuzuordnen.

Anwendungsfelder

Auf der Grundlage eigener Erfahrungen und 
der verfügbaren Literatur werden im Folgen-
den molekularbiologische Verfahren vorge-
stellt, die für verschiedene Anwendungsberei-
che bereits heute einen deutlichen Mehrwert 
darstellen:

• Die quantitative real-time PCR (qPCR) er-
möglicht den quantitativen spezifischen 
Nachweis von Mikroorganismen (wie z. B. 
von wasserbürtigen Krankheitserregern) in 
Wasserproben. Dies betrifft u. a. pathogene 
Viren, deren kultureller Nachweis sehr auf-
wendig ist oder für die kein kultureller Nach-
weis zur Verfügung steht [2]. Sind Bakterien 
nicht kultivierbar oder haben stressbedingt 
ihre Kultivierbarkeit zeitweilig verloren (via-
ble but not culturable, kurz: VBNC), stellen 
molekularbiologische Verfahren zurzeit die 
einzige Möglichkeit dar, diese Bakterien zu 
erfassen. Die Kombination einer Probenvor-
behandlung mit einem „Lebendfarbstoff“ 
(z. B. Propidiummonoazid (PMA)) vor der 
Extraktion von Nukleinsäuren und der ei-
gentlichen PCR kann eine Unterscheidung 

zwischen intakten und nicht intakten Bakte-
rien oder Viren ermöglichen [3]. Stoffwech-
sel-aktive Bakterien können auch über ihre 
Messenger-RNA mithilfe der Reverse Tran-
skriptase-qPCR nachgewiesen werden [4]. 
Beim Einsatz der qPCR in der Wasseranalytik 
ist zu beachten, dass die Bakterien oder Viren 
in einem ersten Schritt immer konzentriert 
bzw. angereichert und die Nukleinsäuren ex-
trahiert und aufgereinigt werden müssen. 
Diese Vorbehandlung hat einen großen Ein-
fluss auf die Nachweisempfindlichkeit. Die 
PCR-basierten Verfahren finden langsam 
Eingang in die Routineanalytik, ein Beispiel 
hierfür ist der Nachweis von Legionellen. Die 
Kulturmethode nach ISO 11731 ist derzeit 
das offizielle Verfahren für den Nachweis von 
Legionellen in Wasser. Bekannte Nachteile 
dieses Tests sind u. a., dass die Ergebnisse 
erst nach zehn bis 14 Tage vorliegen und eine 
zusätzlich Serotypisierung der Kolonien not-
wendig ist. Mit dem PCR-Nachweis von Le-
gionellen in Wasserproben können diese 
Nachteile umgangen werden; eine entspre-
chende Vornorm (ISO/TS 12869:2019) ist 
verfügbar. Das Verfahren lässt sich darüber 
hinaus auch für die Bestätigung von Legio-
nella-Kolonien nach ISO 11731 einsetzen. 
Ein weiteres Anwendungsbeispiel ist der 
Nachweis von Viren zur Durchführung einer 
quantitativen mikrobiellen Risikobewertung. 
Diese Bewertung beruht darauf, das Risiko 
für das Vorkommen von Krankheitserregern 
in einem Trinkwasser zu berechnen, indem 
modellhafte Krankheitserreger im Rohwas-
ser quantitativ bestimmt und deren Rückhalt 
durch eine Aufbereitungsstufe durch den 

Abb. 1: Reife-
grad  verschiedener 
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Rückhalt der zugehörigen Indikatoren mo-
delliert werden [5]. Für die Modellierung 
werden entsprechende Daten zu den viralen 
Erregern benötigt.

• Als Alternative zur qPCR kann die digitale 
PCR (dPCR) zum Nachweis von Krankheits-
erregern eingesetzt werden [6]. Grundsätz-
lich können mit der dPCR zwar die gleichen 
Parameter wie mit der qPCR erfasst werden, 
sie hat gegenüber der qPCR aber einige Vor-
teile: So ermöglicht sie eine genaue Quanti-
fizierung ohne Kalibrierung des Systems und 
eine höhere Sensitivität, Präzision und Re-
produzierbarkeit. Außerdem ist die Quanti-
fizierung mittels dPCR in der Regel unemp-
findlicher gegenüber Inhibitionseffekten. 

• Die qPCR und dPCR werden seit einigen Jah-
ren auch zur Bestimmung der Prävalenz aus-
gewählter Antibiotikaresistenzgene in ver-
schiedenen Umweltreservoiren eingesetzt 
[7, 8]. Es handelt sich dabei um Verfahren, 
die das Screening spezifischer Gene ermög-
lichen. Hierfür werden spezifische Oligo-
nukleotide als Primer verwendet. Die qPCR 
bzw. dPCR ist ein geeigneter Ansatz für spe-
zifische Überwachungsprogramme. Für die 
Betreiber vor Ort kann die Quantifizierung 
mittels PCR von Vorteil sein, da sie schnell 
durchführbar ist. Um zuverlässige Daten für 
eine Risikobewertung zu erhalten, kann der 
Nachweis vollständiger Antibiotikaresistenz-
gene mittels Long Amplicon-PCR anstelle 
kurzer Genfragmente wichtige zusätzliche 
Informationen liefern [9].

• Im Rahmen der Wasseraufbereitung oder 
auch bei Sanierungsmaßnahmen in Grund-
wasserleitern ist die Kenntnis über das Vor-
kommen und die Aktivität bestimmter Bak-
teriengruppen essenziell, um die gewünschte 
biologische Aufbereitung zu erreichen. Für 
diese Gruppen stehen jedoch oft keine geeig-
neten oder schnell anwendbaren kulturellen 
Nachweisverfahren zur Verfügung. Hier kann 
ein qualitativer oder quantitativer PCR-
Nachweis von funktionellen Genen für spezi-
fische Stoffwechselleistungen wichtige Infor-
mationen liefern. Beispiele für solche Stoff-
wechselleistungen sind: Abbau organischer 
Schadstoffe (Rohwasserschutz), Nitrifika-
tion (Ammoniumoxidation) und Denitrifika-
tion (Nitratreduktion) [4] oder die Bildung 
von Algentoxinen. Durch den Nachweis spe-
zifischer Messenger-RNA ist auch ein direk-
ter Aktivitätsnachweis möglich.

• Neben der qPCR sind die Next Generation 
Sequencing (NGS)-Technologien weit ver-
breitete kulturunabhängige Ansätze zur Er-

fassung von Bakterien und deren Gene (wie 
z. B. Antibiotikaresistenzen). NGS ist eine 
Methode, die die gesamte bakterielle Ge-
meinschaft und ihrer Gene abdeckt und da-
mit einen breiten Überblick ermöglicht. Dies 
wird durch die Verknüpfung von DNA-Se-
quenzanalysen mit Datenbanken erreicht. Es 
ist hervorzuheben, dass die qPCR-Methode 
empfindlicher und für die absolute Quantifi-
zierung von Zielgenen geeignet ist, während 
NGS das Potenzial hat, einen Überblick über 
die Gene und ihre jeweilige relative Häufig-
keit zu liefern [10]. Durch den Einsatz von 
NGS-basierten Hochdurchsatzverfahren 
kann die mikrobielle Gemeinschaft von Was-
serproben entschlüsselt werden. Das Verfah-
ren erleichtert die Bewertung der mikrobiel-
len Wasserqualität und kann zur Klärung 
spezieller Fragestellungen (wie z.  B. der 
Identifizierung der wichtigsten anthropoge-
nen oder umweltbedingten Faktoren, die für 
Schwankungen im Ökosystem verantwort-
lich sind) eingesetzt werden.

• Die Durchflusszytometrie hat sich in den letz-
ten Jahren zu einem wichtigen diagnostischen 
Werkzeug entwickelt und findet zunehmend 
routinemäßige Anwendung in der Praxis. In 
Kombination mit Fluoreszenzfarbstoffen er-
möglicht die Methode eine schnelle Erfassung 
von Bakterienzahlen und charakteristischen 
Populationsmustern [11]. Obwohl der unspe-
zifische Charakter der Fluoreszenz- Farbstoffe 
keine Aussagen über hygienisch relevante 
Bakterien zulässt, können Veränderungen der 
Bakterienkonzentrationen, mikrobiologische 
Finger abdrücke und das Aufkeimungspoten-
zial wichtige Hinweise auf Veränderungen 
und technische Einflussfaktoren liefern [12]. 
Der Nutzen liegt in der Möglichkeit einer 
schnellen Prozesskontrolle.

• Generell besteht ein großer Bedarf an mikro-
biologischen Online-Analyseverfahren. Für 
Online-Verfahren kommen verschiedene 
Messprinzipien infrage. Dies sind die 

Am 2. April 2025 wird am TZW: DVGW-Technologiezentrum Wasser in Karlsruhe 
ein Workshop zu den neuen Verfahren, ihren Einsatzgebieten und Vorteilen statt-
finden. Alle Interessentinnen und Interessenten sind herzlich eingeladen, an die-
sem Workshop teilzunehmen; weitere Informationen und 
Anmeldemöglichkeiten sind online über den nebenstehen-
den  QR-Code möglich. Darüber  hinaus werden sich die 
DVGW-Institute auch in Zukunft der Weiterentwicklung 
mikro biologischer und molekularbiologischer Methoden 
widmen.
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Durchflusszytometrie, die eine Quantifizie-
rung der Gesamtzellzahl im Wasser erlaubt, 
sowie Methoden, die die mikrobielle Aktivi-
tät über die Messung der Enzymaktivität 
oder die Messung von ATP, dem universellen 
Energieträger aller Lebewesen, erfassen. Er-
fahrungen mit entsprechenden Messsyste-
men werden derzeit im Rahmen des DVGW-
Forschungsprojektes TRINKcontrol gesam-
melt. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, 
dass diese mikrobiellen Parameter eine sinn-
volle und schnell messbare Ergänzung zu den 
bisher vorgeschriebenen Indikatorparame-
tern darstellen können.

• Die derzeit in der Qualitätskontrolle einge-
setzten mikrobiologischen Methoden sind 
geeignet, eine Beeinträchtigung durch fäkale 
Verschmutzungen nachzuweisen, geben aber 
keine Auskunft über die Herkunft der Konta-
mination. Diese Information ist jedoch für 
gezielte Schutzmaßnahmen unerlässlich. 
Mithilfe sogenannter Microbial Source Tra-
cking (MST)-Methoden ist es möglich, die 
Herkunft solcher Verunreinigungen zu er-
mitteln [8, 13]. Dabei werden in den Wasser-
proben definierte DNA-Abschnitte, die spezi-
fisch für menschliche oder tierische Exkre-
mente sind, mittels PCR-basierter Verfahren 
erfasst (Abb. 2).

• Mit der MALDI-TOF-Massenspektroskopie 
wurde in den letzten Jahren eine neue Me-

Abb. 2: Prinzip des 
Microbial Source Trackings. 
Sowohl E. coli-Bakterien 
(ovale  Symbole) als auch 
Bacteroides-Bakterien (runde 
Symbole) werden durch alle 
Warmblüter ausgeschieden. 
Bacteroides-Bakterien weisen 
eindeutige Unterschiede in 
ihrer genetischen Information 
auf (dargestellt durch die 
unterschiedlichen Farben), die 
eine Herkunftsbestimmung 
von fäkalen Einträgen in 
Gewässer ermöglichen.

thode zur schnellen Identifizierung von 
 Mikroorganismen entwickelt. Diese im klini-
schen Bereich fest eta blierte Methode besitzt 
auch für den Trinkwasserbereich ein erheb-
liches Potenzial [4] und wird derzeit schon 
häufig eingesetzt. Der große Vorteil liegt in 
der Schnelligkeit der Methode: Liegen Bakte-
rienisolate vor, so ist die Identifizierung vie-
ler Isolate in kurzer Zeit (Stunden) möglich. 
Bei Nachweis von Indikatorbakterien kann 
die schnelle Spezies bestimmung noch am 
Tag des Befundes wichtige Hinweise auf die 
Eintragsquelle und die hygienische Bewer-
tung liefern (Abb. 3) [14–17]. So können 
Abkochgebote und damit eine negative Au-
ßenwirkung vermieden und das Vertrauen 
der Verbraucherinnen und Verbraucher in die 
Trinkwasserqualität gestärkt werden. Die Be-
wertung der Ergebnisse muss jedoch immer 
im fachlichen Kontext erfolgen, da Isolate 
aus Trinkwasserproben in der Regel anders 
zu bewerten sind als z. B. Isolate aus medizi-
nischen Proben.

Fazit und Ausblick

Die Anwendung neuer mikrobiologischer, bio-
chemischer und molekularbiologischer Unter-
suchungsmethoden im Wasserbereich hat in 
den letzten Jahren große Fortschritte gemacht. 
Diese neuen Methoden ergänzen die klassi-
schen Verfahren und liefern wichtige zusätzli-
che Informationen. Eine häufigere und breitere 
Anwendung dieser Instrumente wird durch die 
zunehmende Erfahrung der Wasserversor-
gungsunternehmen, Gesundheitsbehörden und 
Analyselaboratorien mit den Analyseverfahren 
gefördert. Um diese neuen Möglichkeiten mög-
lichst schnell adäquat nutzen zu können, ist 
eine enge Zusammenarbeit zwischen wasser-
wirtschaftlicher Praxis, praxisorientierten Ins-
tituten und universitärer Forschung notwen-
dig. Die verschiedenen Methoden zeichnen sich 
durch unterschiedliche Anwendungsbereiche 
aus. Es gibt keine allgemeingültigen Untersu-
chungsmethoden, sondern für bestimmte 
Frage stellungen geeignete „Werkzeuge“.
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