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 Einleitung und Zielstellung 
Mit der Europäischen Verordnung 2020/741 existiert die erste rechtlich bindende Festlegung von 

Mindestanforderungen im Bereich der Wasserwiederverwendung auf europäischer Ebene. Ein 

wesentlicher Aspekt ist die Sicherstellung der hygienischen Wasserqualität. Ein Baustein, um diese 

sicherzustellen, ist es, die Reinigungsleistung von Wasseraufbereitungsanlagen hinsichtlich bakterieller, 

parasitärer und viraler Krankheitserreger und Indikatororganismen zu validieren. Die Verordnung 

2020/741 gibt hierzu den Rahmen in Form von zu erreichenden Mindestanforderungen und 

Validierungszielen vor. Detailliertere und verallgemeinerbare Vorgaben über die Art und Weise wie eine 

solche Validierung durchgeführt und ausgewertet werden soll, sind jedoch bisher nicht Bestandteil der 

Verordnung. Letztere sind jedoch maßgeblich für eine erfolgreiche Umsetzung und somit für die 

Implementierung der Verordnung 2020/741 in der Praxis.  

Als weiterer wichtiger Aspekt ist die Umsetzung der Verordnung 2020/741 auf nationaler Ebene zu 

nennen. Als europäische Verordnung entwickelt 2020/741 zwar direkte Gesetzeswirkung, jedoch haben 

die Mitgliedstaaten die Möglichkeit, auf nationaler Ebene weitergehende Vorgaben zu machen. Dies gilt 

auch für die geforderte Validierung. Im deutschen Kontext steht hierzu vor allem die Zusatzanforderung 

zur Diskussion, dass selbst bei niedrigen Konzentrationen von mikrobiellen Indikatororganismen im Zulauf 

einer Kläranlage, die Reinigungsleistung in jedem Fall quantitativ validiert werden muss. 

Vor diesem Hintergrund sind es die Ziele dieses Leitfadens: 

¶ Existierende gesetzliche Regelungen zusammenfassen und zu analysieren 

¶ Auf Basis der durchgeführten Analyse Regelungslücken und Fragestellungen zu identifizieren, die 

für die praktische Validierung maßgeblich sind.  

¶ Lösungsansätze für die identifizierten Fragestellungen aufzuzeigen und zu vergleichen 

¶ Praxisnahe Handlungsempfehlungen für die Durchführung der Validierung auf Basis der 

durchgeführten Analyse abzuleiten 

Die erarbeiteten Empfehlungen berücksichtigen dabei explizit auch die im deutschen Kontext diskutierten 

Zusatzanforderungen. Bei den Handlungsempfehlungen handelt es sich um Einschätzungen des Projekts 

FlexTreat, in Abstimmung mit seinem Schwesterprojekt Nutzwasser. Sie sollen sowohl Betreibern als auch 

Entscheidungsträgern dabei unterstützen, die Anforderungen der europäischen Verordnung zur 

landwirtschaftlichen Wasserwiederverwendung bzgl. der Prozessvalidierung umzusetzen.  

 Zusammenfassung der gesetzlichen Anforderungen 
Am 25. Mai 2020 verabschiedete das Europäische Parlament und der Europäische Rat die Verordnung 

2020/741 über die Mindestanforderungen an die Wasserwiederverwendung. Ziel der Verordnung ist es, 

durch Mindestanforderung an die Wasserqualität, die Überwachung sowie Bestimmungen über das 

Risikomanagement, ein hohes Schutzniveau für die Gesundheit von Mensch, Tier und Umwelt zu 

gewährleisten. Dadurch soll garantiert werden, dass das aufbereitete Wasser, d.h. kommunales Abwasser, 

das gemäß den Anforderungen der Richtlinie 91/271/EWG behandelt und in einer 

Aufbereitungseinrichtung gemäß Anhang I Abschnitt 2 der EU-Verordnung 2020/741 weiterbehandelt 

wurde, für die landwirtschaftliche Bewässerung sicher ist und ein einheitlicher Mindeststandard in der EU 

erreicht wird. Die Regelungen aus Verordnung 2020/741 traten zum 26. Juni 2023 in Kraft und erlangten 



2 
 

somit aufgrund der Form des Rechtsaktes den Status des unmittelbar geltenden Rechts in den 

aƛǘƎƭƛŜŘǎǎǘŀŀǘŜƴΣ ŘŀƘŜǊ ǿƛǊŘ ƛƳ ǾƻǊƭƛŜƎŜƴŘŜƴ 5ƻƪǳƳŜƴǘ Ǿƻƴ αƎŜǎŜǘȊƭƛŎƘŜƴ !ƴŦƻǊŘŜǊǳƴƎŜƴά ƎŜǎǇǊƻŎƘŜƴ. 

Um die mikrobiologische Sicherheit von landwirtschaftlichen Produkten zu gewährleisten, legt Verordnung 

2020/741 Anforderungen auf verschiedenen Ebenen fest: 

1. Eingrenzung der anbaubaren landwirtschaftlichen Produkte in Abhängigkeit der Wasserqualität 

(Güteklassen A-D).  

2. Definition von Mindestanforderungen an die Aufbereitungstechnik, die in Abhängigkeit der 

Wasserqualitätsklasse implementiert sein muss. 

3. Sicherstellung der Bewässerungswasserqualität und durch eine regelmäßige 

Routineüberwachung (siehe Kapitel 2.1). 

4. Validierung der Reinigungsleistung durch ein zeitlich befristetes, intensives 

Validierungsmonitoring (siehe Kapitel 2.2) 

 Routineüberwachung 
Die Anforderungen an die Routineüberwachung sind in Abschnitt 2a und 2b des Anhangs der Verordnung 

EC 2020/740 geregelt. Als Überwachungsparameter sind darin die Parameter Escherichia coli (E. coli), der 

biologische Sauerstoffbedarf (BSB5), abfiltrierbare Stoffe (AFS) sowie die Trübung aufgeführt. Die ersten 

drei Überwachungsparameter sind wöchentlich zu bestimmen, während die Trübung kontinuierlich zu 

messen ist. Die Qualitätsanforderungen sind in Abhängigkeit der Güteklasse in Tabelle 2, Anschnitt 2 

festgelegt. Die Anforderungen an die tolerierbaren Ablaufkonzentrationen für den Parameter E. coli von 

<10 KBE/100mL sind in mindestens 90 % der Proben die Überwachungswerte einzuhalten. Für die übrigen 

10 % darf die Überschreitungshöhe für E. coli und Legionella spp. maximal eine logarithmische Einheit 

betragen. Grenzwerte für intestinale Nematoden sind in 100 % der Proben einzuhalten. Die Parameter 

Legionella ǎǇǇΦ ǳƴŘ ƛƴǘŜǎǘƛƴŀƭŜ bŜƳŀǘƻŘŜƴ ǎƛƴŘ Ƴƛǘ ŘŜƳ ±ŜǊƳŜǊƪ αŦŀƭƭǎ ȊǳǘǊŜŦŦŜƴŘά ǾŜǊǎŜƘŜƴ, da diese 

Parameter nur bei einem Risiko der Aerosolbildung (Legionella spp.), beziehungsweise der Bewässerung 

von Weideflächen oder Futterpflanzen (Nematoden) zu bestimmen sind. Für Deutschland werden weitere 

Parameter für die Routineüberwachung festgelegt, die u. a. im technischen Regelwerk DWA-M 1200 

zusammengefasst werden. Eine Umsetzung in die nationale Wassergesetzgebung ist ebenfalls geplant, 

jedoch liegt diese zum Zeitpunkt der Erstellung dieses Leitfadens noch nicht vor. 

 Validierungsmonitoring 
Das Validierungsmonitoring dient dem Zweck die Effizienz der Entfernungsleistung einer 

Aufbereitungseinrichtung hinsichtlich mikrobiologischer Parameter sicherzustellen und zu validieren. 

Unter einer Aufbereitungseinrichtung wird die Kombination aus konventioneller und weitergehender 

Abwasserbehandlung verstanden. Die Überwachung zur Validierung ist nicht notwendig, falls eine 

Aufbereitungseinrichtung bereits vor dem 25. Juni 2020 in Betrieb war und die Anforderungen der 

Routineüberwachung einhält. Hier existiert ein Bestandsschutz. Die Überwachung zur Validierung ist 

jedoch notwendig, falls es durch Modernisierungen, Erweiterungen, oder anderen Gründen, wie 

beispielsweise einer Vergrößerung des Einzugsgebietes zu wesentlichen Änderungen des existierenden 

Aufbereitungsprozesses kommt. Laut Verordnung 2020/741 ist das Validierungsmonitoring nur für 

Bewässerungswasser der Güteklasse A notwendig. Im deutschen Kontext wird jedoch diskutiert, auch für 

weitere Güteklassen ein Validierungsmonitoring durchzuführen, wenn damit beispielsweise Pflanzen für 
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die Nahrungsmittelproduktion bewässert werden sollen. Die Zielvorgaben der Überwachung zur 

Validierung sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1: Überwachung zur Validierung bei aufbereitetem Wasser für die landwirtschaftliche Bewässerung nach 2020/741 

Indikator-Mikroorganismen* 
Leistungsziele für die Behandlungskette (log10-

Reduktion) 

E. coli > 5,0 

Coliphagen insgesamt/f-spezifische 

Coliphagen/somatische 

Coliphagen/Coliphagen** 

> 6,0 

Clostridium perfringens-

Sporen /  sporenbildende sulfatreduzierende 

Bakterien *** 

> 4,0 (Clostridium perfringens-Sporen) 

> 5,0 (sporenbildende sulfatreduzierende Bakterien) 

(*) Anstelle der vorgeschlagenen Indikator-Mikroorganismen können für die Überwachung zur Validierung auch die 

Referenzpathogene Campylobacter, Rotavirus und Cryptosporidium herangezogen werden. In diesem Fall gelten die folgenden 

log10-Reduktionsziele: Campylobacter όҗ рΣлύΣ wƻǘŀǾƛǊǳǎ όҗ сΣлύ ǳƴŘ Cryptosporidium όҗ рΣлύΦ 

όϝϝύ α/ƻƭƛǇƘŀƎŜƴ ƛƴǎƎŜǎŀƳǘά ǿǳǊŘŜ ŀƭǎ ŘŜǊ ŀƳ ōŜǎǘŜƴ ƎŜŜƛƎƴŜǘŜ ±ƛǊŜƴƛƴŘƛƪŀǘƻǊ ŀǳǎƎŜǿŅƘƭǘΦ ²Ŝƴƴ ƧŜŘƻŎƘ ŘƛŜ !ƴŀƭȅǎŜ ŘŜǊ 

Coliphagen insgesamt nicht möglich ist, wird mindestens ein Coliphagentyp (f-spezifische Coliphagen oder somatische 

Coliphagen) analysiert. 

(***) Clostridium perfringens-Sporen werden als der am besten geeignete Indikator für Protozoen ausgewählt. Sporenbildende 

sulfatreduzierende Bakterien sind jedoch eine Alternative, wenn die Konzentration von Clostridium perfringens-Sporen nicht 

ausreicht, um die erforderliche log10-Reduktion zu validieren.  

  

Tabelle 1 zeigt, dass Verordnung 2020/741 für die Überwachung zur Validierung Aufbereitungsziele für 

Indikatororganismen aus den Kategorien Bakterien, Viren und sporenbildende Bakterien, bzw. deren 

Sporen definiert. Letztere dienen als Indikatororganismen für Entfernung von Dauerstadien (Zysten, 

Oozysten) parasitärer Eukaryoten, v.a. Giardia spp. und Cryptospordium spp. Darüber hinaus sind die 

Anforderungen mit verschiedenen Hinweisen versehen (gekennzeichnet mit *), die entweder auf 

Präferenzen hinsichtlich der Indikatorauswahl oder auf die Nutzung alternativer Parameter, v. a. die 

direkte Bestimmung pathogener Krankheiterreger, hinweisen. 

Bezüglich der Art und Weise wie eine Validierung durchzuführen ist, unterscheidet die Verordnung 

zwischen drei Alternativen: 

1. Analytische Kontrolle, also eine Validierung auf Basis lokaler Messwerte. 

2. Addition von log10-Reduktionswerten, die einzelnen Behandlungsschritten auf Grundlage 

wissenschaftlicher Erkenntnisse für etablierte Standardprozesse zuerkannt werden.  

3. Bestimmung der log10-Reduktion unter kontrollierten Testbedingungen im Labor.   

Des Weiteren weist die Verordnung 2020/741 darauf hin, dass mindestens 90 % der Validierungsproben 

die in Tabelle 1 definierten Aufbereitungsziele an der Stelle der Einhaltung, erreichen oder übersteigen 

müssen. Als obere Systemgrenze wird im folgenden Bericht der Rohzulauf des Klärwerks, und als untere 

Systemgrenze der Ablauf der weitergehenden Abwasserbehandlung verstanden. Liegt ein Indikator nicht 
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in ausreichend hoher Konzentration im Zulauf der Anlage vor, kann laut EC 2020/741 ein Negativbefund 

am Ende der Aufbereitungskette als ein Einhalten der Anforderungen gewertet werden. Im Rahmen der 

Diskussion über notwendige Anpassungen der Verordnung in Deutschland wird dieser Ansatz kritisch 

gesehen, weswegen im vorliegenden Leitfaden stets das Szenario mitbetrachtet wird, dass die Regelungen 

der Verordnung verschärft angewendet werden und eine quantitative Validierung der Einhaltung der 

Zielwerte auch bei zu niedrigen Zulaufkonzentrationen, zwingend erforderlich ist.  

Anforderungen an die Art der Probannahme oder Ansätze für die statistische Auswertung werden in der 

Verordnung selbst nicht weiter definiert. Dies stellt eine wesentliche Regelungslücke der existierenden 

Verordnung dar, da die Auswahl des Auswertungsverfahrens das erzielte Ergebnis stark beeinflussen kann. 

Auswertungsalternativen sowie Empfehlungen werden in Kapitel 5 detailliert dargestellt. 

 Leitlinien zur Anwendung der Verordnung 2020/741 über 

Mindestanforderungen an die Wasserwiederverwendung 
Als Ergänzung zur Verordnung 2020/741 veröffentlichte die Europäischen Kommission am 05.08.2022 

Leitlinien zur Anwendung der Verordnung 2020/741 über Mindestanforderungen an die 

Wasserwiederverwendung (2022/C 298/01). Innerhalb der Leitlinien finden sich ergänzende Hinweise zur 

Überwachung zur Validierung. Diese sind in Kapitel 3.3 der Leitlinien zusammengefasst, und umfassen die 

Bereiche: 

1. Allgemeine Grundsätze 

2. Protokollierung 

3. Beispiele 

Als zentrale Zusatzinformation wird hervorgehoben, dass unabhängig von vorhandener Vorinformation 

αŘƛŜ ƛƴ ¢ŀōŜƭƭŜ п ƛƴ !ƴƘŀƴƎ L ŘŜǊ ±ŜǊƻǊŘƴǳƴƎ ǾƻǊƎŜǎŎƘǊƛŜōŜƴŜ !ƴŀƭȅǎŜ ŦǸǊ ŘƛŜ «ōŜǊǿŀŎƘǳƴƎ ȊǳǊ ±ŀƭƛŘƛŜǊǳƴƎ 

während der Anlaufphase am Ein- und Auslass durchzuführen [ist], um nachzuweisen, dass die mikrobielle 

log10-Reduktion erreicht wirdά (2022/C 298/01, S:28, Abs.:3). 

Dies bedeutet, dass eine Validierung der Log10-Reduktion nicht ausschließlich auf Basis von Vorversuchen 

und /  oder existierender Information etablierter Reinigungsprozesse stattfinden kann, sondern in jedem 

Fall durch Vor-Ort-Untersuchung während der Inbetriebnahme und Anlaufphase analytisch validiert 

werden muss. Eine alleinige Validierung, die nur auf Basis von Vorversuchen und Informationen zu 

etablierten Reinigungsprozessen basiert, ist somit ausgeschlossen.  

Vorinformationen zur Reinigungsleistung etablierter Reinigungsprozesse und Vorversuchen sind folglich 

vor allem für Vor- und Auslegungsstudien, sowie behördliche Genehmigungsprozesse für den Bau einer 

Anlage als relevant zu betrachten, was als erste Phase der Validierung betrachtet werden kann. Die 

analytische Prozessvalidierung, die bei Inbetriebnahme der Anlage erforderlich ist, nimmt somit eine 

hervorgehobene Stellung ein, da sie in jedem Fall durchzuführen ist. Sie stellt die zweite Validierungsphase 

dar. Abbildung 1 stellt die verschiedenen Validierungsvarianten im Rahmen eines verallgemeinerten 

Genehmigungsablaufs dar. Der vorliegende Leitfaden befasst sich ausschließlich mit der Planung, 

Durchführung und Auswertung des analytischen Validierungsmonitorings (Phase 2). 

Neben der Definition der herausgehobenen Stellung des Validierungsmonitorings, beinhalten die Leitlinien 

zur Validierung auch Kommentare zur Datenqualität. Demzufolge ist es αŦǸǊ ŘƛŜ ƳƛƪǊƻōƛelle Überwachung 
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ώΧϐ ǿƛŎƘǘƛƎΣ ŜƛƴŜ wŜƛƘŜ ǎǘŀǘƛǎǘƛǎŎƘ ƎǸƭǘƛƎŜǊ tǊƻōŜƴ Ȋǳ ŀƴŀƭȅǎƛŜǊŜƴΣ ǎƻŘŀǎǎ ƳƛƴŘŜǎǘŜƴǎ ŘǊŜƛ tǊƻōŜƴ ŀƴ ƧŜŘŜƳ 

{ǘƛŎƘǇǊƻōŜƴǇǳƴƪǘ ŘƛŜ .ŜǊŜŎƘƴǳƴƎ Ǿƻƴ aƛǘǘŜƭǿŜǊǘŜƴ ǳƴŘ {ǘŀƴŘŀǊŘŀōǿŜƛŎƘǳƴƎŜƴ ŜǊƳǀƎƭƛŎƘŜƴά (2022/C 

298/01, S:28, Abs.:6, Anstrich 2). Darüber hinaus sollte die Standardabweichung kleiner sein als eine 

logarithmische Einheit. 

Eine genauere Erläuterung darüber, wie mit Hilfe dreier Proben und den daraus berechneten Mittelwerten 

und Standardabweichungen nachgewiesen werden soll, dass 90 % der Validierungsproben die Zielwerte 

einhalten, fehlt. Aufgrund fehlender Auswertungsansätze und der sehr geringen minimalen 

Stichprobenanzahl von N җ 3, sorgen die Leitlinien für wenig Klarheit hinsichtlich der 

Versuchsdurchführung und Datenauswertung. Aufgrund dieser fehlenden Klarheit wird in diesem Bericht 

nicht gemutmaßt, wie die genannten Kommentare inhaltlich interpretieren werden könnten. Stattdessen 

soll durch eine klare und verständliche Darlegung von Auswertungsansätzen eine eindeutige, konforme 

und inhaltlich nachvollziehbare Alternative erarbeitet werden. 



6 
 

 

Abbildung 1: Zweiphasiger Validierungsprozess eines angenommenen Genehmigungsverfahrens einer Anlage zur 
landwirtschaftlichen Wasserwiederverwendung.(DWA, 2024)  
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 Auswahl und Beschreibung der Validierungsparameter 
Die Europäische Verordnung zur Wasserwiederverwendung 2020/741 lässt eine Validierung grundsätzlich 

über Messungen von Indikatororganismen oder geeigneten Referenzpathogenen zu. Für die Durchführung 

der Validierung wird die Nutzung von Indikatororganismen empfohlen. Neben den geringeren Kosten, und 

der leichteren Handhabung, spricht vor allem das Vorhandensein standardisierter Messverfahren für die 

Nutzung von Indikatororganismen. WHO (2016) weist beispielsweise in Anhang C, Seite 139 auch auf die 

höhere relative Präzision von standardisierten Methoden im Vergleich zu weniger oder nicht-

standardisierten Methoden zum Nachweis pathogener Mikroorganismen hin (Abbildung 2). Aus den 

genannten Gründen erscheint die Nutzung etablierter Indikatororganismen und Nachweismethoden 

sinnvoll.  

 

 

Abbildung 2: Präzision verschiedener Nachweisverfahren und Einordnung relevanter Validierungsparameter nach (WHO (2016), 
Anhang C, Seite 139) 

 Escherichia coli 
Escherichia coli (E. coli) ist ein gramnegatives, stäbchenförmiges Bakterium. Die typische Größe liegt bei 

etwa 1-2 µm in der Länge und 0,25-1 µm im Durchmesser. E. coli ist ein fakultativ anaerobes Bakterium, 

was bedeutet, dass es sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Sauerstoff wachsen kann. Als 

Indikatororganismus weist E. coli auf eine kürzlich erfolgte fäkale Kontamination hin, da E. coli zwar in 

großer Zahl im menschlichen und tierischen Darm vorkommt, jedoch außerhalb des Körpers in der Umwelt 

nicht dauerhaft überlebt. Im Rahmen des Validierungsmonitorings dient E. coli als Indikator für die 

Entfernung bakterieller Pathogene. 
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3.1.1 Messverfahren: 

Für den Nachweis von E. coli existieren drei genormte Messverfahren  

¶ ISO 9308-1 (Membranfiltrationsverfahren, für Gewässer mit wenig Begleitflora <100 

KBE/Untersuchungsvolumen) 

¶ ISO 9308-2 (Colilert Quanti-Tray, für alle Wässer geeignet, unabhängig der Begleitflora) 

¶ ISO 9308-3: das Miniaturverfahren ist grundsätzlich für Abwasseranalysen geeignet, jedoch weist 

es eine untere Nachweisgrenze von < 15 MPN/100mL auf.  

Je nach Messverfahren werden Messwerte entweder als Kolonie-bildende Einheiten (KBE/100mL) oder 

most-probable Number (MPN/100mL) angegeben. 

3.1.2 Hinweise: 

Für die Validierung der Log10-Reduktion sind im Ablauf einer Aufbereitungsanlage Verfahren mit einer 

unteren Bestimmungsgrenze von < 1/100mL zu bevorzugen. Diese kann sowohl über Verfahren nach ISO 

9308-1 oder 9308-2 erreicht werden. Eine Messung basierend auf ISO 9308-3 erscheint weniger geeignet, 

da sie bei einem Unterschreiten der Nachweisgrenze durch Anwendung eines zusätzlichen Verfahrens zur 

Absicherung der <1/100mL ergänzt werden müsste. Für den Zulauf einer Aufbereitungsanlage besteht 

diese Einschränkungen nicht, da von ausreichend hohen Konzentrationen ausgegangen werden kann. 

 Bakteriophagen 
Bei Bakteriophagen handelt es sich um Viren, die Bakterien infizieren. Bakteriophagen existieren für alle 

bekannten Bakterienstämme. Für die Nutzung als Fäkalindikator dienen zumeist Coliphagen, die coliforme 

Bakterien (inkl. E. coli) infizieren. Dabei wird in den Regelwerken und gültigen Normen zwischen 

somatischen und F-spezifischen Coliphagen unterschieden. Somatische Coliphagen sind DNA-Viren 

während es sich bei F-spezifischen Coliphagen hauptsächlich um RNA-Viren handelt. Im Rahmen des 

Validierungsmonitorings dienen Coliphagen als Indikator für die Entfernung viraler Pathogene. 

3.2.1 Messverfahren: 

Für den Nachweis von Bakteriophagen existieren zwei genormte Messverfahren: 

¶ DIN ISO 10705-1 2001 (F-spezifische RNA-Bakteriophagen)  

¶ DIN ISO 10705-2 (somatische Coliphagen) 

Messwerte von Coliphagen werden als Plaque-bildende Einheiten (PBE/100 mL) angegeben. 

3.2.2 Hinweise: 

Für die Reduktion viraler Indikatoren wird Verordnung 2020/741 folgend, die Analyse von 

Gesamtcoliphagen (Summe aus somatischen Coliphagen und F-spezifischen Coliphagen) am geeignetsten 

angesehen, da die Reduktionsleistung je nach technischem Verfahren spezifisch zwischen somatischen 

(DNA Viren) und F-spezifischen Coliphagen (RNA Viren) variieren kann. Neben der Empfehlung beide 

Parameter zu bestimmen, gibt Verordnung 2020/741 auch die Möglichkeit die Validierung mit nur einem 

Parameter durchzuführen. 
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 Clostridium perfringens 
Clostridium perfringens (C. perfringens) ist ein grampositives, anaerobes Bakterium aus der Gattung 

Clostridium und kommt im Darm sowohl in Form von vegetativen Zellen als auch in Form von Sporen, also 

Dauerstadien, vor. Im Gegensatz zu vegetativen Zellen sind die Sporen resistent gegenüber diversen 

Umwelteinflüssen wie UV-Strahlung, Hitze, oder Chemikalien und können monatelang im Wasser 

überleben. Die Sporen von C. perfringens werden im Rahmen vieler Regularien und Normen, sowie des 

Validierungsmonitoring der Verordnung 2020/741 als Indikator für die Entfernung von Zysten und 

Oozysten parasitärer Protozoen (v.a. Giardia, Cryptosporidium) verwendet. 

3.3.1 Messverfahren: 

Der Nachweis der Sporen von C. perfringens erfolgt mittels Kultivierung nach DIN ISO 141189:2016 über 

ein Membranfiltrationsverfahren. Die Methode hat eine unter Bestimmungsgrenze von 

<1/Untersuchungsvolumen und wird als KBE/100mL angegeben. 

3.3.2 Hinweise: 

Mit dem oben beschriebenen Membranfiltrationsverfahren, können sowohl C. perfringens gesamt 

(vegetativen Bakterien und Sporen) als auch nur die C. perfringens Sporen analysiert werden. Für die 

Analyse von Sporen wird die entsprechende Wasserprobe vorab bei (60 ± 2) °C pasteurisiert, um die 

vegetativen Bakterien zu inaktivieren. In der Praxis wird häufig nur von C. perfringens gesprochen, sodass 

es leicht zu Verwechslungen kommen kann. Bei der Beauftragung der Analytik sollten daher explizit auf 

die Analyse von C. perfringens Sporen hingewiesen und diese eingefordert werden. 

 Vorkommen mikrobieller Indikatoren im Rohabwasser 
Laut Verordnung 2020/741 sollen mind. 90 % der berechneten Log10-Reduktionswerte die 

indikatorspezifischen Zielwerte einhalten. Damit dieses Ziel mit quantifizierbaren Messungen hinterlegt 

werden kann, ist es unter Annahme einer unteren Bestimmungsgrenze von < 1/Volumeneinheit 

notwendig, dass 90 % der logarithmierten Zulaufwerte größer sind als der entsprechende Zielwert. 

Zulaufwerte von Coliphagen der vier FlexTreat-Standorte und des Nutzwasser-Standorts Schweinfurt sind 

in Abbildung 3 dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass die Messwerte F-spezifischer Coliphagen auf einem 

ähnlichen Niveau wie somatische Coliphagen anzusiedeln sind. Messwerte aller Validierungsindikatoren 

aus zehn verschiedenen Klärwerken in Deutschland sind in Abbildung 4 dargestellt. Für die meisten 

Klärwerke liegen ausschließlich Werte für somatische Coliphagen vor. Da, wie gezeigt, F-spezifische 

Coliphagen auf einem ähnlichen Niveau liegen wie somatische Coliphagen, wurde für eine grobe Schätzung 

ŘŜǎ tŀǊŀƳŜǘŜǊǎ α/ƻƭƛǇƘŀƎŜƴ ƎŜǎŀƳǘάΣ ŘŜǊ aŜǎǎǿŜǊǘ ŦǸǊ ǎomatische Coliphagen verdoppelt und ebenfalls 

dargestellt. 

Die untere Grenze des dargestellten Unsicherheitsintervalls (hier: Toleranzintervall) beschreibt den 

Schätzwert, für den mit einer statistischen Konfidenz von 95% gesagt werden kann, dass 90% der Werte 

darüber liegen.  

Für KA4 wird darauf hingewiesen, dass es sich bei den dargestellten Werten um den Parameter C. 

perfringens gesamt  (Sporen + vegetative Zellen) handelt. Die unten beschriebenen Aussagen über die 

generell ausreichend hohen Konzentration im Zulauf von Kläwerken bleiben gültig. Die Daten wurden 

jedoch hinzugefügt, um zu zeigen, dass durch die Analyse von C. perfringens gesamt, die gemessenen 
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Konzentration um mehr als eine Größenordnung höher liegen können, als bei der ausschließlichen Analyse 

von Sporen.  

 

Abbildung 3: Vergleich zwischen somatischen Coliphagen, F-spezifischen Coliphagen und Coliphagen (gesamt) im Zulauf der vier 
FlexTreat Standorte und des Standorts Schweinfurt aus dem Schwesterprojekt Nutzwasser 

Aus Abbildung 4 wird deutlich, dass für E. coli und C. perfringens in der Regel von hinreichend hohen 

Zulaufkonzentrationen ausgegangen werden kann. Für somatische Coliphagen und geschätzte 

α/ƻƭƛǇƘŀƎŜƴ ƎŜǎŀƳǘά ƛst festzustellen, dass nur bei drei bis vier der zehn Kläranlagen die 

Zulaufkonzentration hinreichend hoch ist, um mit Standardmethoden und einem Anaylsevolumen von 

100 mL eine Log10-Reduktion in mindestens 90 % der Proben quantitativ validieren zu können, wenn am 

Ende der Aufbereitungskette ein Negativbefund für den bzw. die Parameter gemessen werden. Es ist 

folglich davon auszugehen, dass die mit Hilfe von Standardmethoden ermittelten Zulaufkonzentrationen 

an Coliphagen in den meisten Fällen nicht ausreichend hoch sind, um das Validierungsziel quantitativ 

validieren zu können. 

Der Umgang mit berechneten Log10-Reduktionswerten, die aufgrund zu niedriger Zulaufkonzentrationen 

ŀƭǎ αҔ ²9w¢άΣ ŀƴƎŜƎŜōŜƴ ǿŜǊŘŜƴ ƳǸǎǎŜƴΣ Řŀ ƛƳ !ōƭŀǳŦ ғ 1 PFU/Volumeneinheit gemessen wurde, hat 

erheblichen Einfluss auf die verfügbaren Optionen der Versuchsplanung und Durchführung. Laut 

Verordnung 2020/741 können Werte dieser Art, als solche betrachten werden, die die 

Validierungsanforderungen einhalten. Im Wortlaut: 

αWenn ein biologischer Indikator nicht in ausreichender Menge im Rohabwasser vorhanden ist, um die 

log10-Reduktion zu erreichen, bedeutet das Fehlen eines solchen biologischen Indikators im aufbereiteten 

Wasser, dass die Validierungsanforderungen eingehalten werden.ά ό9¦ нл20/741 Anhang 2) 

Im Gegensatz dazu wird in deutschen Kontext diskutiert, dass eine Validierung der Reinigungsleistung in 

jedem Fall, also auch für Fall, dass die Anzahl an Indikatororganismen pro 100 mL im Zulauf der Kläranlage 
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nicht ausreichend hoch ist, quantitativ validiert werden muss. Falls dies so umgesetzt werden sollte, ist die 

Versuchsplanung und Durchführung entsprechend anzupassen. Für eine solche Anpassung ist vor allem 

eine Anreicherung größerer Probenvolumina im Ablauf des Klärwerks zu nennen (vgl. Kapitel 4.6). Zwar ist 

für die Validierung einzelner Behandlungsstufen (z.B. UV-Desinfektion) theoretisch auch eine Erhöhung 

der Zulaufkonzentration durch Spiking von Indikatororganismen denkbar, für eine Validierung eines 

Gesamtsystems im Großmaßstab sind Spikingverfahren jedoch nicht praktikabel.  

 

Abbildung 4: Zulaufkonzentration verschiedener Indikatoren in zehn Klärwerken in Deutschland. Blaue Punkte: Messwerte, 
Unsicherheitsintervalle (schwarz) entsprechen dem unteren und oberen einseitigen Toleranzintervall aus den verfügbaren Daten. 
Rote Linien entsprechen dem jeweiligen Validierungsziel. (Quelle: IHPH, KWB, TZW) 
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 Versuchsplanung und Durchführung 
Im Folgenden werden die wesentlichen Aspekte und die Vorgehensweise eines Validierungsmonitorings 

zusammengefasst und Empfehlungen zu dessen Durchführung gegeben. Es wird davon ausgegangen, dass 

bereits die erforderlichen Vorversuche stattgefunden haben, um die notwendigen Betriebsparameter 

festzulegen (z.B. UV-Dosis), sodass es sich um die Phase 2 der Validierung des Systems handelt (vgl. 

Abbildung 1). Alle wesentlichen Schritte des Validierungsmonitorings sowie die angewendete Methodik 

(Probenahme, Analytik, Auswertung) sind im Vorfeld in einem detaillierten Protokoll festzuhalten. 

 Bestimmung des Validierungszeitraums und zu validierender 

Betriebsfenster 
Das Validierungsmonitoring sollte idealerweise die wesentlichen Zeiträume und Betriebsbedingungen 

abdecken, in denen mit der Aufbereitung für die Wasserwiederverwendung zu rechnen ist. Dabei sollten 

mittelfristige periodische Schwankungen, wie beispielsweise saisonale Schwankungen ebenso 

berücksichtigt werden, wie kurzfristige, jedoch regelmäßig auftretende Schwankungen, wie beispielsweise 

aufgrund von Regenwetter. 

Findet eine Aufbereitung zur Wasserwiederverwendung ausschließlich während der Vegetationsperiode 

im Trockenwetter statt, kann sich auf diese Zeiträume beschränkt werden. Wird jedoch angestrebt Wasser 

ganzjährig oder auch während des Regenwetterbetriebs aufzubereiten, und für die Bewässerung während 

der Vegetationsperiode oder Trockenphasen zu speichern, sollte das Validierungsmonitoring die 

genannten Schwankungen mit einbeziehen. Dies bedeutet, dass die genannten Betriebszustände 

entweder separat zu validieren sind oder glaubhaft dargelegt werden kann, warum in einem spezifischen 

Fall die genannten Schwankungsursachen unwesentlich für das Validierungsergebnis sind. Da zu erwarten 

ist, dass der Bedarf an Bewässerungswasser vor allem während er Vegetationsperiode bei Trockenheit am 

höchsten ist, kann durch eine Validierung der Trockenwettersituation im Frühjahr und Sommer bereits das 

Gros der Anwendungsfälle effizient erfasst und validiert werden, und eine entsprechende 

Betriebserlaubnis erteilt werden. 

Aus der Dokumentation sollte ƘŜǊǾƻǊƎŜƘŜƴ ŀǳŦ ǿŜƭŎƘŜ α.ŜǘǊƛŜōǎŦŜƴǎǘŜǊά ǳƴŘ α.ŜǘǊƛŜōǎȊǳǎǘŅƴŘŜά sich die 

Validierung bezieht. Die Validierung ist ausschließlich für dieses Betriebsfenster gültig. Die Verordnung EC 

2020/741 gibt mit den Parametern zur Routineüberwachung bereits einen Rahmen für die Definition von 

Betriebsfenstern vor. Für Rahmenbedingungen im deutschen Kontext sei an dieser Stelle auf das DWA 

Merkblatt M1200 verwiesen (DWA, 2024). 

  Betriebsstörungen 
Kurzzeitige Betriebsstörungen der Kläranlage (z.B. Havarien oder Schlammabtrieb) oder der 

weitergehenden Aufbereitungsstufen, können die Reinigungsleistung des Gesamtprozesses 

beeinträchtigen. Da solche Beeinträchtigungen im Vorfeld weder ausgeschlossen noch vollständig 

verhindert werden können, sind im Rahmen eines zu erarbeitenden Risikomanagementplans, geeignete 

Maßnahmen zur Erkennung von Betriebsstörungen festzulegen. Darauf aufbauend sind geeignete 

Handlungsmaßnahmen zu definieren, um die Qualität des aufbereiteten Wassers sicherzustellen. Ist dies 

nicht der Fall, kann das Wasser nicht für Bewässerungszwecke genutzt werden und ist entsprechend in das 

Gewässer abzuleiten. 
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Betriebsstörungen, die während des Validierungsmonitorings stattfinden, können das 

Validierungsergebnis unter Umständen stark negativ beeinflussen. Daher ist im Vorfeld klar zu definierten, 

wie mit den unter diesen Umständen erhobenen Messwerten zu verfahren ist. 

Die Europäische Badegewässerrichtlinie kann hier als Vorlage für einen pragmatischen Ansatz dienen. 

Gemäß dieser Richtlinie könnten Überwachungswerte in bestimmten Fällen aus der Bewertung der 

BadegewässerqualitŅǘ αƘŜǊŀǳǎƎŜƴƻƳƳŜƴά ǿŜǊŘŜƴΦ ±ƻǊŀǳǎǎŜǘȊǳƴƎ ƘƛŜǊŦǸǊ ƛǎǘΣ Řŀǎǎ die zuständige 

Behörde rechtzeitig über die Verschmutzung informiert, und so eine Exposition von Badenden zu 

kontaminiertem Wasser verhindert wird. Darüber hinaus muss die Ursache der Verschmutzung bekannt 

sein. 

Überträgt man dieses Konzept auf das Validierungsmonitoring, kann wie folgt vorgegangen werden. 

1. Während der Planungsphase der Validierung werden die Probennahmetermine für die 

Durchführung des Validierungsprogramms im Validierungsprotokoll festgehalten. 

2. Der Betreiber der Anlage hat die Möglichkeit kurzfristig, rechtzeitig im Vorfeld der Analyse einer 

Probe, auf eine Betriebsstörung hinzuweisen. Die genommene Probe dann wird nicht für die 

Validierung verwendet. 

3. Falls eine Betriebsstörung angezeigt wird, darf eine potenziell trotzdem analysierte Probe nicht 

in die Auswertung zu Validierung mit einfließen. 

4. Die Art der Betriebsstörung ist zu dokumentieren. 

 Ort der Probennahme 
Zur Validierung der Log10-Reduktion sollten Proben im Zulauf des Klärwerks sowie im Ablauf der 

weitergehenden Abwasserbehandlung erfolgen, also am Anfang und am Ende der Ausbereitungskette. Für 

die Probennahme mikrobiologischer Untersuchungen existiert mit ISO 19458:2006 eine internationale 

Norm, die eine Anleitung zur Planung eines Probennahmeprogramms, dessen Durchführung und den 

Anforderungen zu Transport und Lagerung bereitstellt. Der Norm folgend, sollten grundsätzlich 

Probennahmeorte gewählt werden, die repräsentativ sind und alle vertikalen, horizontalen und zeitlichen 

Veränderungen berücksichtigen. Probennahmestellen, an denen die Bedingungen instabil sind, sollten 

vermieden werden. Täglich auftretenden Schwankungen können auch durch die Art der Probennahme 

verringert werden. Beispielsweise können 24 h-Mischproben genutzt werden, um auftretende 

Schwankungen zu verringern (vgl. Kapitel 4.4). Im Projekt Flextreat durchgeführt Stabilitätsversuche 

zeigen, dass die Konzentrat ionen von 24h-Mischproben auch bei längerem Transport und Lagerungszeiten 

stabil blieben (siehe Abbildung 6). 
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 Art der Probennahme 
Wie in Kapitel 4.3 erwähnt, sollten bei der Probennahme zeitliche Schwankungen an der 

Probennahmestelle berücksichtigt werden, um einen repräsentativen Datensatz zu generieren. 

Hinsichtlich der Art der Probennahme kann grundsätzlich zwischen Mischproben und Stichproben 

unterschieden werden. Werte aus Mischproben stellen das arithmetische Mittel der zugrunde liegenden 

Einzelproben dar, aus denen die Mischprobe besteht. Das arithmetische Mittel minimiert als Schätzwert 

den quadratischen Fehler der zugrunde liegenden Daten. Folglich stellt ein aus 24 h-Mischproben 

gewonnener Messwert eine weniger fehlerbehaftete und somit robustere Schätzung für die 

Zulaufkonzentration des beprobten Tages da, als dies bei der Verwendung von einzelnen Stichproben der 

Fall wäre. Eine möglichst robuste Schätzung der Zu- und Ablaufkonzentration sollte Ziel bei der 

Bestimmung der Log10-Reduktion sein. Vor diesem Hintergrund sind Mischproben grundsätzlich 

Stichproben vorzuziehen. Mischproben können sowohl kontinuierlich als auch diskontinuierlich 

genommen werden. Beide Ansätze werden als geeignet angesehen. 

Als weitere Argumente für die Nutzung von Mischproben sind zu nennen: 

1. Durch die Schätzung der mittleren Zulaufkonzentration im Zulauf und Ablauf, sind die gewonnen 

Werte klarer miteinander in Verbindung zu bringen (siehe gepaarte Auswertung in Kapitel 5.3.1). 

2. Die Verteilung der mittleren Zulaufkonzentration hat eine kleinere Varianz als die 

Populationsverteilung von einzelnen Stichproben. Dies reduziert die Streuung der berechneten 

Log10-Reduktionsverteilung aufgrund von zufälligen Fehlern. 

Als Kritikpunkt hinsichtlich der Nutzung von 24 h-Mischproben bei der Bestimmung von mikrobiologischen 

Parametern, wird teilweise die Verweildauer der ersten Aliquote der Probe im Probennehmer angeführt. 

Tabelle 2 zeigt die empfohlenen und akzeptablen Lagerungsdauern (einschließlich Transport) für die 

relevanten Validierungsparameter.  

 

Abbildung 5: Bild eines gekühlten automatischen Probennehmers am Zulauf der Kläranlage Steinhof in Braunschweig.  
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Tabelle 2: Empfohlene und akzeptable maximale Lagerungsdauern für verschiedene Indikatororganismen nach DIN ISO 
19458:2006 

Indikator 
Empfohlenen maximale 

Lagerungsdauer (T = 2-8 °C) [h] 

Akzeptable maximale 

Lagerungsdauer (T = 2-8 °C) [h] 

Fäkalindikatoren (E. coli, 

intestinale Enterokokken) 
12 18 

Sporen (Clostridium spp.) 24 72 

Viren (Bakteriophagen) 48 72 

 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, bewegen sich die durch 24 h-Mischproben entstehenden Lagerungszeiten 

für Sporen und Viren grundsätzlich noch im akzeptablen Bereich, für Viren kann sogar der empfohlene 

Bereich leicht eingehalten werden. Kritischer sind in diesem Zusammenhang die Lagerungsdauern für den 

Parameter E. coli zu bewerten. Hier werden für die ersten Aliquote der 24h-Mischprobe die maximalen 

Lagerungszeiten nach DIN ISO 19458:2006 überschritten. Zu bemerken ist, dass innerhalb der DIN ISO 

19458:2006 auf die unterschiedliche Informationslage hinsichtlich der maximalen Transportzeit 

hingewiesen wird. 

Vor diesem Hintergrund wurden im Projekt FlexTreat zusätzliche Stabilitätsversuche durchgeführt, um die 

Stabilität des Parameters E. coli besser zu untersuchen. Die Ergebnisse aus fünf Experimenten zeigen, dass 

es nach 48-72 h in keiner der analysierten Proben zu einer statistisch signifikanten Abnahme der 

Ausgangskonzentration kam (Abbildung 6). Die Unsicherheit, die durch eine längere Verweilzeit der ersten 

Aliquote im Probennehmer entsteht, wird demzufolge als tolerierbar angesehen. Die Vorteile durch die 

Nutzung von Mischproben die Probenahmeunsicherheit im Vergleich zu Stichproben zu reduzieren, und 

so eine robustere Schätzung der Zulaufkonzentration zu erzielen, überwiegen hier deutlich.  
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Erfahrung aus FlexTreat 

 

Im Projekt FlexTreat wurde der Effekt der Transportzeit auf die Stabilität der Messwerte von E. coli im Labor 

anhand von fünf Stichproben untersucht. Hierfür wurde dieselbe Probe mehrere Male nach definierten 

Zeitschritten (0, 8h, 24h, 48h, 72h) analysiert. Zwischen den Messungen wurde die Probe gekühlt, um einen 

realen Transportvorgang zu simulieren. Die Startkonzentration schwankten zwischen 800 (Stichprobe 3) und 

120.000 KBE/100mL (Stichprobe 1), sodass eine große Bandbreite abgedeckt wurde. Die Ergebnisse sind als 

Abweichung bezüglich der Ausgangskonzentration in der unteren Abbildung dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, 

dass die Messwerte auch nach 72 Transportzeit als weitestgehend stabil anzusehen sind. Die Varianz innerhalb 

der gewonnen Trendlinien ist auf die Empfindlichkeit zurückzuführen, die durch die niedrige Anzahl an 

Datenpunkten (n=4) entsteht. Die Fehlerbereiche schließen bis auf Stichprobe 2 stets die 0 mit ein, für 

Stichprobe 2 ist ein leichter Anstieg zu beobachten, also keine Erniedrigung. Die Ergebnisse zeigen, dass auch 

für den Parameter E. coli 24-Mischproben eine potenzielle Möglichkeit darstellt, die Validierungsmessung 

durchzuführen. 

 

 

Abbildung 6: Stabilitätsversuche für E. coli (IHPH). 

 

 




























































































