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Identifizierung 

mit API 20 E-

System 

Montag Anlegen von 
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Versuch Nr. 13: Bestimmung der Koloniezahl 

1. Tag (Montag) 

 Proben: Trinkwasser, Ruhrwasser. 

 Beschreibung der Wasserproben.  

 Ansatz: - Trinkwasser unverdünnt 

                 - Ruhrwasser 1:10, 1:100 

                   und 1:1000. 

 Anlegen von Gussplatten mit  

    Hefeextraktagar. 

 Bebrütung: 22 °C und 36 °C. 

2. – 4. Tag (Mittwoch bis 

Freitag) 

 Auszählung der Kolonien nach 

    2, 3 und 4 Tagen (Mittwoch bis 

    Freitag). 

 Berechnen der Koloniezahlen 

    pro mL. 

Quelle: Madigan und Martinko, Brock Mikrobiologie, 2006. 



BEISPIEL 

Berechnung der KBE/ml 

(gemäß ISO 8199: Wasserbeschaf- 

fenheit – Allgemeine Anleitung zur  

Zählung von  Mikroorganismen 

durch Kulturverfahren) 

KBE/ml = Z/Vt 

Z: Summe aller gezählten 

Kolonien = 209 KBE 

Vt: untersuchtes Gesamtvolumen 

(2 x 0,01 ml) + (2 x 0,001 ml) = 

0,022 ml 

Konzentration in unverdünnter 

Ruhrwasserprobe: 

209 KBE/0,022 ml = 9500 KBE/ml 

(9,5 x 103 KBE/ml) 

 Aus den Ergebnissen der Zählungen wird jeweils die Anzahl der koloniebildenden 

Einheiten (KBE) je mL Wasserprobe für jeden Tag und jede Inkubationstemperatur 

errechnet.  

 Ruhrwasserprobe: es werden für die Berechnung der KBE pro mL nur die 

Agarplatten mit 10 bis 300 Kolonien berücksichtigt. Bei mehr als 300 Kolonien pro 

Platte werden die Zählergebnisse als "> 300 “ oder nur als Näherungswerte 

angegeben. 



Anforderungen an Trinkwasser nach der TrinkwV 

_________________________________________________________ 

 

  Koloniezahl    TrinkwV 2001 

  (KBE/mL)    Grenzwert/Anforderung 

_________________________________________________________ 

 

  22 °C (2 da), 3 db))     100/mLa) bzw. ohne anormale Veränderungb) 

           

        

   36 °C (2 d)           100/mLa) bzw. ohne anormale Veränderungb) 

        

___________________________________________________________ 

 

a) Die Angaben gelten bei Anwendung des Verfahrens der Koloniezahlbestimmung nach der 

    TrinkwV 2001 (Anlage 5, Teil I, d. Verfahren bb). 

b) Die Angaben gelten bei Anwendung des Verfahrens der Koloniezahlbestimmung nach der 

    DIN EN ISO 6222 (Anlage 5, Teil I, d. Verfahren aa) (Praktikumsversuch). 

Beide Verfahren sind nach der aktuell gültigen Trinkwasserverordnung zulässig. 



Versuch Nr. 13: Bestimmung der Koloniezahl 

Definition der Koloniezahl 
Zahl der mit dem Auge oder mit einer bestimmten Vergrößerung  

sichtbar werdenden Kolonien, die sich aus einer definierten 

Wassermenge bei festgelegtem Nährstoffangebot, festgelegter  

Bebrütungstemperatur und innerhalb einer bestimmten Zeit in oder 

auf einem Agarnährmedium entwickelt. 

 

Methode 
Es handelt sich um eine Bestimmung der Lebendzellzahl 

(“viable count“, “plate count“, “colony count“). 



Versuch Nr. 13: Bestimmung der Koloniezahl 

Empirische Feststellung 
In Zeiten häufiger Epidemien wurde festgestellt, dass keine Seuchen-

gefahr bestand, wenn der Ablauf eines Langsamsandfilters weniger 

als 100 Kolonien pro mL aufwies. 

  

Sinn der Koloniezahl-Bestimmung nach der Trinkwasser- 

verordnung 

 Arbeitstechnisch einfache Erfassung hygienisch-relevanter 

    Mikroorganismen mit einem streng festgelegten Verfahren, 

 Erfassung hygienisch risikoreicher Veränderungen der  

    mikrobiellen Trinkwasserqualität bei der Gewinnung, 

    Aufbereitung und Verteilung des Wassers. 

 Koloniezahlen bei 22 °C und 36 °C gelten nach der TrinkwV als 

allgemeine Indikatorparameter. 
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3. Tag (Mittwoch) 

 Ablesen der Primärkulturen in 

    Lactose-Pepton-Bouillon auf 

    Trübung, Farbumschlag und 

    Gasbildung nach 48 h. 

 4 Kolonien auf Endo-Agar auswählen 

     und Aussehen beschreiben. 

 Anlegen von Bunten Reihen der 

    4 Kolonien der Subkulturen auf 

    Endo-Agar. 

 Animpfen von 

    - Lactose-Bouillon (36 °C, 24 h - 48 h) 

    - Glucose-Bouillon (44 °C, 24 h) 

    - Tryptophan-Bouillon (36 °C, 24 h) 

    - Nähragar (36 °C, 24 h) 

    - Citratagar (36 °C, 24 h - 48 h). Quelle: Süßmuth et al., 1999 

Versuch Nr. 14: Nachweis von E. coli und coliformen 

Bakterien mittels Flüssigkeitsanreicherung 



Versuchsübersicht 

Mikrobiologische Wasseruntersuchungen 

Tag Versuch 13 

Bestimmung 

der Kolonie-

zahl 

Versuch 14 

Nachweis       

E. coli und 

Coliforme: 

Flüssigkeitsan-

reicherung 

Versuch 15 

Nachweis         

E. coli und 

Coliforme: 

Membran-

filtrations-

verfahren 

Versuch 16 

Nachweis      

E. coli und 

Coliforme: 

Colilert-

Verfahren 

Versuch 17 

Nachweis 

E. coli: 

Mikrotiter-

platten-

verfahren 

Versuch 18 

Identifizierung 

mit API 20 E-

System 

Montag Anlegen von 

Gussplatten 

Ansatz von 

Flüssigkulturen  

Membran-

filtration 

Animpfen von 

Quanti-Trays 

Animpfen 

von Mikro-

titerplatten 

- 

Dienstag - Subkulturen 

Endo-Agar 

Subkulturen 

CASO-Agar 

Auswertung - - 

Mittwoch Auszählung Ansatz: kleine 

Bunte Reihe 

Oxidase-Test, 

Auswertung 

 

- Auswertung - 

Donners-

tag 

Auszählung Auswertung 

Bunte Reihe 

- - - Ansetzen von 

Teststreifen 

Freitag Auszählung Auswertung 

Bunte Reihe 

- - - Auswertung 



Versuch Nr. 15: Nachweis von E. coli und  

coliformen Bakterien mittels Membranfiltration 

2. Tag (Dienstag) 

 Auswertung der Primärkulturen auf CCA: 

   - Auszählung aller dunkelblauen bis violetten Kolonien (E. coli), 

     Berechnung der Konzentration von E. coli (KBE/100 mL) 

   - Auszählung aller rosa bis roten Kolonien (verdächtige coliforme 

     Bakterien). 

 Anlegen von Subkulturen von 

    4 verdächtigen rosa bis roten 

    Kolonien aus der Ruhrwasser- 

    probe auf Trypton-Soja-Agar 

    (CASO-Agar) und Bebrütung 

    der Subkulturen (36 °C, 24 h). 



Versuch Nr. 15: Nachweis von E. coli und coliformen 

Bakterien mittels Membranfiltration 

3. Tag (Mittwoch) 

 Oxidase-Test von Einzelkolonien der 4 Subkulturen (verdächtige 

    coliforme Bakterien); verreiben von Kolonien auf Oxidase- 

    Teststreifen und Ablesen der Farbreaktion innerhalb von 1 bis    

    2 min. 

    Befunde: 

    blauviolette Verfärbung  Cytochromoxidase-positiv 

    keine Verfärbung  Cytochromoxidase-negativ 

 Berechnung (Hochrechnung) der Konzentration von coliformen 

    Bakterien (KBE/100 mL). 

     

    Coliforme Bakterien: Summe aller dunkelblauen bis violetten 

    und aller rosa bis roten Kolonien mit negativer Oxidase-Reaktion. 



Untersuchung von E. coli und coliformen Bakterien 

mittels Membranfiltration 

Membranfiltration  

Maximal 100 mL 

 

Chromogener Coliformen-Agar 

21 ± 3 h bei 36 °C 

 

E. coli 

Dunkelblaue bis violette Kolonien 

 

E. coli 

bestätigt 

 

Coliforme Bakterien außer 

E. coli 

Rosa bis rote Kolonien 

 

Subkultur auf CASO-Agar 

36 °C, 24 h 

 

Oxidase-Test negativ 

      

Coliforme Bakterien bestätigt 

      
Oxidase-Test positiv 

      

Nicht-coliforme Bakterien 

      



(Oxidase-positive Reaktion, rechts) 

(Oxidase-negative Reaktion, links) 

Prinzip des Oxidase-Tests 

Quelle: Alexander und Strete, 

Mikrobiologisches Grundpraktikum: ein Farbatlas, 2006. 

Oxidase-Nachweisreagenzien: 

 Tetramethyl- oder Dimethyl-p-phenylendiamin 

 Einsatz als Lösung oder auf Teststreifen 



Hygienisch-mikrobiologische Wasserunter- 

suchungen nach der Trinkwasserverordnung 

Allgemeine Anforderung: Wasser für den menschlichen  

Gebrauch muss frei von Krankheitserregern, genusstaug- 

lich und rein sein. 
 

 Escherichia coli  in 100 mL (Anwesenheit weist auf fäkale Verunreingung 

             des Wassers hin) 

 Coliforme Bakterien in 100 mL (Anwesenheit weist auf fäkale oder eine 

      andere allgemeine Verunreinigung des 

       Wassers hin; Hinweis auf Defizite in der 

      Aufbereitung, Speicherung und Verteilung 

      von Trinkwasser) 

 

Zugelassene Untersuchungsverfahren: 

- Membranfiltrationsverfahren (Referenzverfahren, DIN EN ISO 9308-1) 

- Colilert-18/Quanti-Tray (alternatives Verfahren, DIN EN ISO 9308-2) 



Anforderungen nach TrinkwV 
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Mikrobiologisches Praktikum WS 2009/10 

3. Woche: Wasseruntersuchungen 

Versuch Nr. 17: Nachweis von Escherichia coli mit 

mit einem Mikrotiterplattenverfahren 

(genormtes Verfahren: ISO 9308-3) 

1. Tag (Montag) 

 Probe: Ruhrwasser 

 Verdünnung von 

    Ruhrwasser 1:2 

    und 1:20. 

 Animpfen einer 

    Mikrotiterplatte. 

 Bebrütung der ver- 

    siegelten Platte: 

    44 °C, 2 d. 



Versuch Nr. 17: Nachweis von Escherichia coli  

mit einem Mikrotiterplattenverfahren 

2. Tag (Mittwoch) 

 Ablesung aller Vertiefungen auf hellblaue Fluoreszenz mit einer 

    UV-Handlampe. 

 Bestimmung der charakteristischen Zahl: z. B. 32/5 (32 von 64 

     Vertiefungen der 1:2 Verdünnung positiv und 5 der 32 Vertiefungen 

     der 1:20 Verdünnung positiv)  756 MPN/100 mL. 

 Ermittlung der wahrscheinlichsten Zahl mit Hilfe von ausliegender 

    MPN-Tabelle; Ergebnisangabe: MPN/100 mL. 



Mikrobiologische Anforderungen an Badegewässer 

gemäß der EU-Badegewässerrichtlinie (2006) 

Die Bewertung der Qualität eines Badegewässers erfolgt auf Basis von Daten 

über vier Jahre (vier abgelaufene Badesaisons). 


