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Kurzdarstellung 1

I Kurzdarstellung

1.1 Aufgabenstellung
Die EU-Kommission hat die Mitgliedstaaten in der EU-Empfehlung C(2021) 1925 vom

17.03.2021 dazu aufgefordert, das Abwassermonitoring systematisch zur Bekampfung der
Corona-Pandemie zu nutzen. Auch in Deutschland sollte damit die Einfihrung eines
nationalen Monitoringsystems fir eine Reihe von Pilotstandorten vorbereitet werden. Flr
flachendeckende Analysen fehlten jedoch zu diesem Zeitpunkt die Kapazitaten in spezial-
isierten Laboren, die das Genmaterial des Corona-Erregers SARS-CoV-2 und seine
Mutationen im Abwasser analysieren konnten. Die Projektpartner im BMBF-geférderten
Verbundvorhaben COVIDready haben sich daher zum Ziel gesetzt, Methoden zu entwickeln
und zu validieren, um bestehende abwassertechnische Labore auf Klaranlagen fur diese
Aufgabe fit zu machen. Um eine schnelle Meldung der Ergebnisse an die zustandigen Gesund-
heitsamter zu ermoéglichen, war es ein weiteres Ziel, Schnittstellen und Kommunikationswege

zwischen der Wasserwirtschaft und dem offentlichen Gesundheitsdienst aufzubauen.

Nach der Empfehlung der EU-Kommission waren die Mitgliedslander angehalten, so bald wie
moglich nationale Monitoringsysteme fur SARS-CoV-2 und seine Varianten einzufuhren. Sie
sollten sich auf Abwasserproben stitzen, die mindestens zweimal wdchentlich in allen Stadten
mit mehr als 150.000 Einwohnern genommen werden. Das betraf in Deutschland 56 Stadte
und Uber 200 Klaranlagen, die fur mehr als 100.000 Einwohnerwerte ausgebaut sind. Die Ana-
lysedaten sollen den zustandigen Gesundheitsdmtern innerhalb von 48 Stunden gemeldet
werden, um bei der Auswahl und Kommunikation von Anti-Corona-Malinahmen zu unterstut-

zen.

Fur die flachenhafte Umsetzung der Kommissionsempfehlung fehlten in Deutschland mit sei-
ner dezentral organisierten Abwasserwirtschaft virologische Laborkapazitaten und einge-
spielte Kommunikationswege mit dem offentlichen Gesundheitswesen. Als Lésung hat das
Verbundprojekt COVIDready die etablierten Labore von gréeren Klaranlagen und Klaranla-
genverbiinde im Blick. Die Projektbeteiligten entwickelten praxistaugliche Methoden, die es
abwassertechnischen Laboren erlauben, mit vorgefertigten Testkits anhand der Virus-RNA
sowohl die Virusmenge zu bestimmen als auch als Frihwarnsystem flir besonders besorgnis-

erregende Mutanten zu dienen — den sogenannten ,Variants of Cornern".

Im BMBF-geférderten Vorhaben COVIDready erarbeiteten das Forschungsinstitut fir Wasser-
wirtschaft und Klimazukunft an der RWTH Aachen (FiW) e.V., der Lippeverband (LV), das
Institut fur Virologie des Universitatsklinikums der Goethe-Universitat Frankfurt (KGU) und das

Institut fur Siedlungswasserwirtschaft der RWTH Aachen (ISA) die fachlichen Grundlagen, um-
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Workflows und Schnittstellen mit den Gesundheitsbehdrden flir die Praxisanwendung des Ab-
wassermonitorings aufzubauen. In der Projektlaufzeit wurden wegweisende Fortschritte bei
der Etablierung eines dezentralen Workflows, bei der Friherkennung besorgniserregender
Varianten und bei der Entwicklung konsistenter Datenauswerteroutinen erzielt. Emscherge-
nossenschaft und Lippeverband (EGLV), FiW und KGU unterstitzten zudem das Landeszent-
rum Gesundheit (LZG.NRW) und das Ministerium fur Arbeit, Gesundheit und Soziales des
Landes Nordrhein-Westfalen (MAGS.NRW) bei der gesamtheitlichen Bewertung vorliegender
Befunde des Corona-Abwassermonitorings auf Landesebene in Nordrhein-Westfalen (NRW).
Die Ergebnisse wurden im LZG-Wochenbericht Abwassermonitoring und im Pandemieradar
des Robert Koch-Instituts (RKI) veroffentlicht.

Giitersloh
.Putzhagen

Borken
®

Dinslakeny
Duisburg-Alte®
Emscher

3

MBachengiadlpeh Diisseldorf-Nord

Diisseldorf-Siid

al-Buchenhofen

Kdin
Stammheim

Waldbrdl

Aachen- s weiler-Weisweiler JBrenzingen
‘ Bonn
Salierweg
- @

Abbildung I.1: Kartendarstellung der in COVIDready untersuchten Klaranlagen und ihrer Ein-
zugsgebiete (blau) sowie weitere ESI-CorA (rot) und NRW-geférderte (griin)
Klaranlagen, an denen ein SARS-CoV-2 Abwassermonitoring etabliert wurde.
Die SymbolgroRe der Klaranlagen ist proportional zu nominal angeschlossenen
Einwohnern der Klaranlage.
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Da infizierte Personen SARS-CoV-2 Genmaterial auch Uber den Stuhl ausscheiden, liefert das
Abwassermonitoring einen integralen Uberblick (iber das Pandemiegeschehen im Einzugsge-
biet von Klaranlagen — unabhangig von Angeboten und Nachfragen bei individuellen PCR-
Tests. Im Rahmen des Verbundvorhabens COVIDready wurden 5 Klaranlagen von EGLV so-
wie weitere 4 Anlagen vom Wasserverband Eifel-Rur (WVER), dem Niersverband und dem
Wupperverband zweimal wochentlich untersucht, um eine integrale Trenduberwachung und
eine Friherkennung besorgniserregender Varianten (VoCs) zu etablieren. Mit den beprobten
9 Klaranlagen wurden knapp 20 % der Bevolkerung NRWs erfasst. Zusammen mit 5 landes-
geférderten sowie 3 Uber das EU-Pilotvorhaben ESI-CorA geférderten Standorten lasst sich
die Pandemieentwicklung fir rund 5,3 Mio. Einwohner oder knapp 30 % der Bevdlkerung in
NRW verfolgen (Abbildung 1.1).

1.2 Voraussetzungen unter denen das Vorhaben durchgefihrt
wurde

Das Vorhaben schloss an Vorarbeiten der Antragssteller an, die weitgehend aus Eigenmitteln
finanziert wurden. Wahrend das Vorhaben COVIDready mit Fokus auf Nordrhein-Westfalen
durchgefuhrt wurde, starteten zwei weitere BMBF-Vorhaben (Projekt ,Biomarker® mit Fokus
auf Bayern und Baden-Wirttemberg, Projektkoordination: Prof. Drewes, TU Minchen) und
Projekt ,SARS-GenASeq“ mit Fokus auf Next generation sequencing (NGS), Projektkoordina-
tion: Prof. Lackner, TU Darmstadt), sowie das Vernetzungsprojekt ,CoroMoni“ (Projektkoordi-
nation: Frau Thaler, DWA, Hennef zur Blndelung der Forschungsaktivitaten in Deutschland.
Der Projekttrager Karlsruhe (PTKA) Ubernahm die Steuerung der vier BMBF-gefdrderten Ver-
bundvorhaben. Die Projekte starteten im ersten Halbjahr 2021. Das Projekt COVIDready um-
fasste zunachst die Etablierung des dezentralen Workflows auf funf Klaranlagen (drei Anlagen
der EGLV mit Analyse durch das Kooperationslabor, das von EGLV gemeinsam mit dem Ruhr-
verband betrieben wird, und zwei Anlagen des WVER mit Analyse durch das ISA der RWTH

Aachen).

Aus einer bereitgestellten EU-Finanzierung des Emergency Support Instrument (ESI) wurde
zudem zum Ende 2021 das Projekt ESI-CorA initialisiert. Dafiir hat die EU-Kommission For-
schungsgelder in Hohe von insgesamt 20 Mio. Euro bereitgestellt. In Deutschland wurde das
Pilotprojekt ,Emergency Support Instrument zur Einfihrung eines nationalen SARS-CoV2-Ab-
wassermonitorings® (ESI-CorA) mit insgesamt 20 Pilotstandorten geférdert (Oktober 2021 -
Marz 2023). Partner im Projekt waren PTKA (Federflihrung), das Robert Koch-Institut (RKI),
das Umweltbundesamt (UBA) und die TU Darmstadt.

Insgesamt wurden aus Bundes- und EU-Mitteln die zweimal wdchentliche Beprobung an 44
Standorten finanziell unterstutzt. Hinzu kamen Landerinitiativen, wie das Projekt CoMoTH in

Thuringen und die zusatzliche Férderung der Standorte Dusseldorf, Borken, Gutersloh und
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Waldbrél durch MAGS.NRW nach den Vorgaben der ESI-CorA-Pilotstandorte. Im Rahmen
einer Aufstockung der BMBF-Projekte wurde eine Beteiligung im ESI-CorA-Begleitreis und
eine gemeinsame Auswertung der Daten der drei BMBF-Projekte geférdert. Zudem konnten
in COVIDready vier Pilotstandorte des Wasserverbandes Eifel-Rur, des Wupperverbandes
und des Niersverbands in die zweimal wdchentliche Beprobung und den Analyse-Workflow

des ISA-Labors aufgenommen werden.

Im Rahmen von ESI-CorA wurde eine einheitliche Dateneingabeplattform auf Basis von Pro-
jektergebnissen aus dem Berchtesgadener Land (Projekt ,Biomarker) fortentwickelt, die auf
einer Dateneingabe-App der Fa. Esri basiert. Durch die Eingabe-App und Online-Plattform
sollte nach Einfuhrung im Herbst 2022 eine zentralisierte Meldung der Daten erfolgen. Auf-
grund technischer Hirden und Sicherheitsbedenken der Abwasserentsorger (kritischen Infra-
struktur) war eine zeitnahe Meldung der Daten fur einige Betreiber zunachst nicht umsetzbar.
Zwischenzeitlich wurden seitens UBA Excel-Templates erarbeitet, die fur einige Standorte Ver-

wendung fanden.
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1.3 Planung und Ablauf des Verbundvorhabens

Das Projekt COVIDready wurde durch das Forschungsinstitut fir Wasserwirtschaft und Klima-
zukunft an der RWTH Aachen (FiW) e. V. koordiniert. Das Institut fir Siedlungswasserwirt-
schaft der RWTH Aachen (ISA) hatte die wissenschaftliche Leitung inne. Die Projektpartner
Institut fir Medizinische Virologie des Universitatsklinikum Frankfurt (KGU) und Lippeverband

(LV) leiteten zentrale Arbeitspakete.

Das Projekt startete mit Bewilligung am 21.05.2021 planmafig zum 01.06.2021 und war zu-
nachst auf eine Laufzeit von einem Jahr bis zum 31.05.2022 ausgelegt. Mit Aufstockung zum
31.03.2022 wurde die Projektlaufzeit bis zum 30.04.2023 verlangert. Das Verbundvorhaben
inkl. aller Teilvorhaben wurde zum 30.04.2023 abgeschlossen. Alle Arbeiten konnten, wie be-
antragt und im Rahmen von Anderungsantragen erganzt, im Wesentlichen im Zeitplan abge-
schlossen werden (vgl. Tabelle 1.1). Alle Meilensteine wurden innerhalb des Zeitplans erreicht

(vgl. Tabelle I.2). Wesentliche Termine sind in Tabelle 1.3 zusammengefasst.

Tabelle 1.1: Arbeitsplan des Projekts COVIDready (inkl. Erweiterung in griin)
2021 2022 23
Arbeitspakete Llead Q3 Q4 Q1 Q2| Q3 Q4 April
AP0 | Projektsteuerung Fiw
AP1 Workflow fiir abwassertechnische La- ISA
bore
AP1.1 | Methodenentwicklung ISA
AP1.2 | Etablierung und Validierung Workflow bei | ISA
LV und ISA
AP1.3 | Extraktionsverfahren von Fest- und Flis- ISA
sigphase
AP1.4 | Begleitanalytik zur Bestimmung ange- ISA
schlossener Einwohner
AP1.5 | Laborvergleich LV, ISA, KGU, KWR Fiw
AP2 Methodenentwicklung und -anwendung | KGU
dPCR
AP2.1 | Etablierung von dPCR fiir Mutantennach- | KGU
weis in Abwasser

AP2.2 | Charakterisierung von auffélligen Positiv- KGU

proben aus AP3
AP3 Praxiseinsatz: Screening im Verbands- | LV
gebiet
AP3.1 | Screening im Verbandsgebiet EGLV LV
AP3.2 | Screening im Verbandsgebiet WVER ISA

AP4 Roll-out: Abstimmung mit Akteuren aus | FiW
dem Gesundheitswesen auf Kreis-, Lan-
des- und Bundesebene

AP5 | Begleitkreis ESI-CorA Fiw
APb5.1 | Planung und Durchfiihrung von virtuellen Fiw
Sprechstunden (Lead: TUM)
APb.2 | Erarbeitung und Bereitstellung von Hand- | FiW
reichungen (Lead: TUM)
APb5.3 | Begleitende gesamtheitliche Auswertung Fiw
der abwasserbezogenen Daten in
Korrelation zu Infektionszahlen (Lead:
FIW)
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Tabelle 1.2: Meilensteine des Projekts COVIDready
. . . Status
Meilensteine COVIDready Projektmonat | Partner (April 2023)
Optimierter Workflow bei LV etabliert und Labor- Marz .
M1 | vergleich durchgefiihrt QU722 | 5g9p |LV/ISA | erreicht
M2 |dPCR bei KGU etabliert Q1/22 2"03;; KGU |erreicht
Konzept fir Roll-out mit Akteuren abgestimmt, ad- Mai
M3 |ressatenspezifischen Dokumentation des erarbei- Q2/22 FiW/LV | erreicht
2022
teten Workflows
M4 Auswertung der Screening-Daten von 9 Klaranla- Q2/23 April FiW/LV | erreicht
gen abgeschlossen 2023
Begleitende gesamtheitliche Auswertung der ab- Aoril
M5 | wasserbezogenen Daten in ESI-CorA abgeschlos- Q2/23 P Fiw erreicht
. o 2023
sen und Ergebnisse an Begleitkreis Ubergeben

M1: Der optimierte Workflow wurde im Dezember 2021 bei LV und ISA etabliert und ging ab Dezem-
ber/Januar in den Regelbetrieb fir zunachst finf Klaranlagenstandorte (ab Q2/2022 auf neun
Standorte erweitert, nach Aufstockung der Projektmittel). Die Optimierungsmaflinahmen und der
finale Workflow sind in Kapitel 1.1 dokumentiert.

M2: Die dPCR wurde am KGU planmaRig in Betrieb genommen und die Methode etabliert und fort-
laufend weiterentwickelt (vgl. Kapitel 11.2).

M3: Das Konzept konnte planmafig abgestimmt werden. Die Dokumentation erfolgte im Rahmen von
Laboranweisungen (Standard Operating Procedures, SOPs) im Kooperationslabor (KL) des LV
und im Labor des ISA. Die grundlegenden Vorgehensweisen wurden durch das FiW im Rahmen
eines Schulungsvideos auf Basis von Laborarbeiten des KL und des ISA-Labors aufbereitet und
zur Verfugung gestellt.

M4: Das Screening der neun Standorte konnte wie geplant durchgefiihrt werden. Es konnten Gemein-
samkeiten der grundlegenden Trends in den SARS-CoV-2 Genkopienzahlen auch klaranlagen-
Ubergreifend gezeigt werden (vgl. Kapitel 11.3.4 bis 11.3.6).

M5: Auf der Grundlage einer Abstimmung zwischen PTKA und den Koordinatoren der drei BMBF-

Verbundvorhaben am 30.06.2022 (berichtigtes Protokoll versendet am 05.07.2022) soll sich die
Datenauswertung ausschlieRlich auf die 28 Standorte der BMBF-/Landervorhaben beziehen und
nicht auf die 20 Standorte des EU-Projektes. Ergebnisse der 28 Standorte der BMBF-/Landervor-
haben wurden zusammen mit den anderen beiden BMBF-Projekten Biomarker und GenASeq
sowie enger Abstimmung mit dem Landervorhaben NRW erarbeitet und in einem gemeinsamen
Beitrag mit Prasentation auf der Essener Tagung Wurzbacher, C., Drewes, J.E., Ho, J., Agrawal,
S., Lackner, S., Schoth, J., Bastian, D., Weber, F.-A. (2023): SARS-CoV-2 Monitoring — Gesamt-
heitliche Datenauswertung von mehrjahrigen Messreihen aus drei BMBF-Vorhaben. 56. Essener
Tagung fiir Wasserwirtschaft, 07.-09.03.2023. GEWASSERSCHUTZ — WASSER — ABWASSER
Band 256 vorgestellt.
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Tabelle 1.3: Wesentliche Termine in der Projektlaufzeit

16.06.2021 Projekt-Kick-off-Veranstaltung unter Beteiligung aller Projektpartner und assoziierter Partner mit Teilnahme
des Projekttragers (FiW, ISA, KGU, LV, QIA, E+H)

28.06.2021 Mitarbeit in CoroMoni AG4 (FiW)

02.07.2021 EU Sewage Sentinel System for SARS-CoV-2 (EU4S) (FiW, E+H)

30.07.2021 _IFai\Jngeszentrum Gesundheit NRW, Gesprach mit Frau PD Dr. Annette Jurke (LV, FiW, Frau Prof. Lackner
Fur (Z,inen Roll-Out von SARS-CoV-2 im Abwasser ist eine Abstimmungstermine mit Vertreter:innen des
offentlichen Gesundheitsdienstes auf Einladung von EGLV geplant.

03.08.2021 Teilnahme am CoroMoni AG4 (FiW und weitere Partner)

06.08.2021 BMG/BMU/BMBF- Projektgruppe Teilnahme an AG2 — Technik (Frank-Andreas Weber, FiW)

23.08.2021 Projektvorstellung bei Wasserverbanden Erftverband und LINEG

09/2021 Logistiktest LV: Probenlogistik, Analytik und Dashboard-Bereitstellung innerhalb 48 Stunden machbar

09/2021 Durchfiihrung eines ersten Laborvergleich mit SARS-CoV-2 gespikten Proben

09.09.2021 ;):(‘)\/\V/;Dready Projektvorstellung im Ausschuss fur Wissenschaft und Digitalisierung der Stadt Aachen

i

13.09.2021 Abstimmung einer Dashboard-Oberflache zwischen COVIDready und SARS-GenASeq unter Federfih-
rung von LV

28.09.2021 Durchfiihrung einer Vernetzungsworkshops mit Gesundheitsamtern und Stadtentwasserungsbetrieben im
nordlichen Ruhrgebiet in Kreishaus der Stadt Borken. Hybrid-Format: 25 Teilnehmer:innen in Prasenz und
15 online (LV, FiW, KGU, Frau Prof. Lackner TUD)

15.10.2021 Fachgesprach mit dem MAGS, LZG und LANUV NRW 13.01.2022 (FiW, LV)

04.11.2021 CoroMoni Videokonferenz (FiW, LV, ISA)

15.11.2021 Abstimmung/Vernetzungsworkshop mit Gesundheitsamtern der Einzugsgebiete der durch LV beprobten

Klaranlagen unter Teilnahme des LZG NRW (LV, FiW)

23./24.11.2021

EU4S - Town Hall Meeting

21.12.2021 Beantragung einer Aufstockung aller Teilprojekte in COVIDready

23.12.2021 Pressemitteilung, Omikron-Befunde im Abwasser in Bayern, Hessen und Nordrhein-Westfalen
SARS-CoV-2-Monitoring auf Klaranlagen unterstitzt Pandemiebekampfung (u.a. LV, FiW, KGU)

14.01.2022 Fachgesprach mit dem MAGS NRW 14.01.2022 (FiW, LV, KGU)
Vereinbarung eines regelmafigen Treffens (2-wochentlich)

16.01.2022 Einreichung eines AbstraCts zum “31%' Annual Meeting of the Society for Virology” (KGU)

28.01.2022 Fachgesprach mit dem MAGS, LZG und LANUV NRW 28.01.2022 (FiW, LV, KGU, ISA)
Teilnahme des WVER als interessierter Dritter (Klaranlagenbeprobungen ISA) vereinbart

02.02.2022 DWA CoroMoni Videokonferenz

09.02.2022 Auftaktveranstaltung ESI-CorA

10.02.2022 Vortrag zur Methodik bei einem &ffentlichen Anwender-Workshop der Fa. Qiagen durch Dr. Widera/KGU

11.03.2022 Vortrag zum Projekt COVIDready auf Essener Tagung durch Dr. Weber / FiW

15.03.2022 EU4S Town Hall vom 15. Bis 16.03.

28.03.2022 Austausch der Projektpartner und Externen zum durchgefiihrten Laborvergleich COVIDready

30.03.2022 Vortrag ,Wastewater Surveillance Allows Early Detection of SARS-CoV-2 Omicron variant in North Rhine-
Westphalia Germany* beim 315" Annual Meeting of the Society for Virology durch Dr. Wilhelm /KGU

31.03.2022 Auftaktgesprach mit den Betreibern der Klaranlagen Wuppertal-Buchenhofen (Wupperverband) und Mén-
chengladbach-Neuwerk (Niersverband) in Vorbereitung auf die Aufnahme der regelmafiigen Beprobung

31.03.2022 Vortrag zum Abwassermonitoring und der Rolle der gro3en Betreiber beim Austausch des Projekts CO-
MOTH (Thiiringen) durch Dr. Schoth / LV

06.04.2022 Webinar UBA PCR-Analytik und Probenahme

04.05.2022 Vortrag bei der DWA CoroMoni Videokonferenz durch Dr. Weber / FiW

01.06.2022 Aufnahme der Klaranlagen Wuppertal-Buchenhofen (Wupperverband) und Ménchengladbach-Neuwerk
(Niersverband) in die Routineanalytik des ISA nach erfolgter Projektaufstockung

15.06.2022 Pressemitteilung BA4./BA.5 in NRW Abwasserproben dominant
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19.06.2022 Artikel zur Pressemitteilung BA4./BA.5 auf wdr.de und tagesschau.de

11.07.2022 Vorstellung des derzeitigen Standes des SARS-CoV-2 Monitoring beim Ministerium fiir Arbeit, Gesundheit
und Soziales (MAGS) und dem Landeszentrum Gesundheit (LZG) des Landes Nordrhein-Westfalen durch
das Projektkonsortium

12.07.2022 Workshop mit den Projekten Biomarker und SARS-GenA-Seq zur Datenauswertung

27.07.2022 Print “Wastewater surveillance allows early Detection of SARS-CoV-2 omicron in North Rhine-Westphalia,
Germany’, https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.157375

01.08.2022 Pre-Print “Early Detection of SARS-CoV-2 Omicron BA.4/5 in German wastewater”,
https://doi.org/10.1101/2022.07.27.22278003

09.09.2022 Vortrag Schoth et al. ,Dezentrales SARS-CoV-2 Monitoring im Abwasser: Entwicklungen in der abwasser-
basierten Epidemiologie und Projekt COVIDready", KomNetAbwasser

22.09.2022 Vortrag Bastian et al. ,Dezentrales SARS-CoV-2 Monitoring im Abwasser: Entwicklungen in der abwasser-
basierten Epidemiologie und Projekt COVIDready*, CoroMoni, digital

29.09.2022 Prasentation, Roll-Up und Videofiim COVIDready auf der Informationsveranstaltung Johannes-Rau-For-
schungsgemeinschaft im Landtag NRW, Dusseldorf

30.09.2022 Abstimmungstermin aller 3 BMBF-Projekte COVIDready, Biomarker, Gen-A-Seq zu gesamtheitlichen Da-
tenauswertung, Videokonferenz

14.11.2022 Austausch mit RKI im Rahmen von COVIDready, digital

18.11.2022 Austausch mit TU Wien, Universitat Weimar und weiteren Forschungsakteuren, EGLV, Essen

01.12.2022 Vortrag Weber et al. im Rahmen vom FiW-Forum, Technologiezentrum Aachen

10.01.2023 Abstimmungstermin der BMBF-Projekte COVIDready und Biomarker zur gesamtheitlichen Datenauswer-
tung

15.01.2023 Vortrag Wilhelm et al., “A versatile workflow for early monitoring of SARS-CoV-2 variants in community
and aircraft wastewater”, GfV, Ulm

01.02.2023 Vortrag Widera et al. “Dezentrales SARS-CoV-2 Monitoring im Abwasser: Entwicklung einer validierten
Analysemethode fur abwassertechnische Labore auf Klaranlagen®, CoroMoni, digital

22.02.2023 Vortrag Widera et al.: Detection of SARS-CoV-2 variants in wastewater as an early warning and surveil-
lance tool; SGVIVI Sino-German Mobility Programme for Research on Viral Immunology, digital

09.03.2023 Vortrag Wurzbacher, C., Drewes, J.E., Ho, J., Agrawal, S., Lackner, S., Schoth, J., Bastian, D., Weber, F.-
A. (2023): SARS-CoV-2 Monitoring — Gesamtheitliche Datenauswertung von mehrjahrigen Messreihen
aus drei BMBF-Vorhaben. 56. Essener Tagung fir Wasserwirtschaft, 07.-09.03.2023. GEWASSER-
SCHUTZ — WASSER — ABWASSER Band 255.

09.03.2023 Vortrag Teichgraber, B., Schoth, J., Jurke, A., Bastian, D. (2023): Abwassermonitoring — Erfahrungen aus
der Corona-Pandemie fiir zukunftige pandemiebegleitende Frihwamsysteme tber den Abwasserpfad. 56.
Essener Tagung fur Wasserwirtschaft, 07.-09.03.2023. GEWASSERSCHUTZ — WASSER — ABWASSER
Band 255.

22.03.2023 Vortrag Weber, F.-A,, et al. (2023): Dezentrales SARS-CoV-2 Monitoring im Abwasser: Entwicklung einer
validierten Analysemethode fur abwassertechnische Labore auf Klaranlagen. ESI-CorA Abschlussveran-
staltung, 22.03.2023, Karlsruhe.

13.04.2023 COVIDready Abschlussveranstaltung, 13.04.2023, Essen.

30.04.2023 Projektabschluss
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.4 Anknupfung an den Stand der Wissenschaft und Technik

.41 Stand des Abwassermonitorings vor Beginn der Pandemie

Die abwasserbasierte Epidemiologie (wastewater-based epidemiology, WBE) war vor dem
Auftreten von SARS-CoV-2 v. a. auf die chemische Analyse von Schadstoffen und Biomarkern
im Rohabwasser ausgerichtet, um qualitative und quantitative Daten Gber Einwohner innerhalb
eines bestimmten Abwassereinzugsgebiets zu erhalten. WBE lieferte dabei Informationen
Uber das Konsumverhalten (v. a. hinsichtlich Betdubungsmitteln) und die Exposition gegen-
Uber Umweltchemikalien. Der Fokus lag nach Recherchen von Lorenzo und Pic6 (2019) dabei
v. a. auf dem Konsum illegaler Drogen und missbrauchlich verwendeter Therapeutika und de-
ren Metaboliten innerhalb des Abwassers einer Gemeinschaft (hier zumeist Klaranlagenein-
zugsgebiet). Problematisch wurde zumeist der Bezug der gewonnenen Daten auf die Popula-
tion eingeschatzt. Hierbei sind z. B. Schwankungen in den Bevdlkerungszahlen, Pendlerbe-
wegungen, aber auch wechselnde Ausscheideraten zu nennen. Eine Mdglichkeit stellt der Be-

zug auf sog. Normierungsparameter dar (vgl. Kapitel 11.1.3 und 11.3.3.2).

Vor Beginn der weltweiten Aktivitdten zum Abwassermonitoring auf SARS-CoV-2 wurden be-
reits Viren (Okoh et al. 2010; Gundy et al. 2008; van der Avoort et al. 1995; Kitajima et al.
2014) und Antibiotikaresistenzen (BMBF-Projekt HYREKA) im Abwasser bestimmt, um Ruck-

schlusse auf deren Verbreitung zu erlangen.

1.4.2 Aufkommendes Monitoring auf SARS-CoV-2 im Abwasser

Uber den Nachweis von SARS-CoV-2-Genfragmenten im Abwasser wurde bereits kurz nach
dem Ausbruch der Pandemie berichtet. In einer der ersten Studien weltweit konnte in den
Niederlanden gezeigt werden, dass mittels molekularbiologischer reverse transcriptase quan-
titative polymerase-chain reaction (RT-qPCR) Analyse SARS-CoV-2 Genfragmente nachweis-
bar und quantifizierbar sind (Medema et al. 2020). In dieser Studie konnte auch die prinzipielle
Eignung als Frihwarn- und Indikationssystem demonstriert werden, mit positiven Befunden im
Abwasser bevor die ersten klinischen SARS-CoV-2 Nachweise in Individualtestungen in einem
Klaranlagen-Einzugsgebiet auftraten. Im weiteren Verlauf der Pandemie haben sich global
eine Vielzahl von Initiativen zum SARS-CoV-2 Nachweis im Abwasser entwickelt mit einem
Spektrum von analytischen Workflows, die im Kern nach Probenaufbereitung und Anreiche-
rung von Genmaterial meist auf einer RT-gPCR Laboranalytik beruhen (La Rosa et al. 2020).
Der Nachweis von Virus-Mutationen im Abwasser war zu Pandemiebeginn mittels zeitaufwan-
diger Gen-Sequenzierung in Speziallaboren mdglich (Crits-Christoph et al. 2021). In einigen
Landern (z. B. den Niederlanden) wurde die Abwassertuberwachung bereits frihzeitig flachen-
deckend durchgefihrt und, als komplementarer und integraler Indikator zum Infektionsgesche-

hen, auf Dashboards veroffentlicht.
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Partner aus dem Projektkonsortium COVIDready konnten bereits im August 2020 Methoden
zum Nachweis von SARS-CoV-2-Virusfragmenten im Abwasser firr eine Uberwachung des
COVID-19-Infektionsgrads der Bevolkerung als erste Studie in Deutschland publizieren
(Westhaus et al. 2020). Der Virusnachweis erfolgt mittels quantitativer RT-gPCR fir mehrere
CoV-2 Gene (M, RdRp, N und E Gene). Fir die Vergleichbarkeit und Quantifizierung wurde
ein in-vitro transkribierter RNA-Standard eingesetzt. Die Plausibilitat der Ergebnisse wurde
anschlieend Uber Sanger-Sequenzierung kritisch Uberprift und bestatigt (Westhaus et al.
2020).

In Deutschland war die Abwasseriberwachung auf SARS-CoV-2 zu Beginn des Jahres 2021
auf einzelne Vorhaben bzw. Regionen beschrankt. Trotz Aktivitaten mehrerer Forschergrup-
pen u. a. Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung GmbH (UFZ), TU Minchen, DVGW - Tech-
nologiezentrum Wasser (TZW) und TU Darmstadt wurden RT-gPCR Analysen von Abwasser-
proben mittels spezifischer Primer und Sonden nicht flachendeckend und routinemaRig fur
eine integrales Monitoring des Infektionsgeschehens verwendet — im Gegensatz zu etablierten
Systemen unserer Nachbarlander (CoroMoni Arbeitskreise, DER SPIEGEL vom 29.01.2021,
FAZ vom 22.03.2021). Eine flachendeckende Uberwachung der deutschen GroRstadte geht

Uber die Kapazitat einzelner Labore und Forschergruppen hinaus.

Mutationen in Genomen von RNA-Viren wie SARS-CoV-2 entstehen wahrend der Virusrepli-
kation in infizierten Wirtszellen, entsprechen also einem evolutionaren Anpassungsmechanis-
mus an den Wirt. Viele Tausende von Mutationen im SARS-CoV-2-Genom sind bereits aufge-
treten, aber nur eine limitierte Anzahl verandert das Virus in einer nennenswerten Weise. Die
genetische Evolution hat jedoch das Potenzial sich auf die Antigen-Eigenschaften, die Uber-
tragbarkeit oder den Schweregrad des Virus auszuwirken. Da die COVID-19-Infektionsraten
in 2021 weiter anstiegen, kam der Bereitstellung schneller und breit einsetzbarer, aber auch
empfindlicher und zuverlassiger Tests zur Eindammung der Ausbreitung von SARS-CoV-2
hdochste Prioritat zu. Zu Projektbeginn von COVIDready war kein flachendeckender Impfschutz
in der Bevdlkerung gegeben. Obwohl sukzessiv Impfstoffe weltweit eingeflhrt wurden, er-
schienen und erscheinen immer wieder neue Varianten, die entweder der nattrlich erworbe-
nen oder durch Impfung erlangten Immunitat entkommen kénnen (Wilhelm et al. 2021; Widera
et al. 2021). Daruber hinaus treten besonders in Regionen mit internationalem Reiseverkehr
kontinuierlich neue Varianten mit Mutationen auf, die mit einer deutlich erhéhten Ubertra-
gungswahrscheinlichkeit assoziiert sein konnen (Widera et al. 2021). Ein dezentrales Abwas-
sermonitoring auch auf sogenannte Variants of Concern (VoC) wirde die Mdglichkeit fir eine
kontinuierliche Uberwachung des Mutationsgeschehens bieten, um friihzeitige Praventions-

mafRnahmen einleiten zu kdnnen.
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1.4.3 Voraussetzungen fiir dezentrale PCR fiir SARS-CoV-2 im Abwasser

Ab 2021 haben kommerzielle Anbieter Testkits flr die Analyse von SARS-CoV-2 speziell fir
den Einsatz in der komplexen Abwasser-Matrix mit Inhaltsstoffen zur Elimination von PCR-
Inhibitoren entwickelt und diese sukzessive fir den Verkauf freigegeben. Auf Basis dieser
Testkits war eine Entwicklung und Validierung von Workflows notwendig, die deren rasche
Verbreitung und Nutzung in abwassertechnischen Laboren ermoglichen wirden. Eine Aus-
wahl der zu Beginn des Projektes COVIDready verfugbaren oder in Entwicklung befindlichen

abwasserspezifischen Testkits ist im Folgenden dargestellt:

Die Fa. IDEXX bietet ein Testkit an, das fur die RT-qPCR-basierte Quantifizierung von SARS-
CoV-2-RNA aus Abwasserproben entwickelt wurde. Das Kit beinhaltet die von dem Center for
Disease Control and Prevention (CDC 2020) entwickelten Primer und Sonden (SARS-CoV-2
N1 und N2) und kann auf allen gPCR-Geraten eingesetzt werden. Hierfur sind eine RNA-Iso-
lation und Aufkonzentrierung mit In-House-Methoden oder Isolationskits anderer Hersteller
notwendig.

Die Fa. QIAGEN bietet manuelle und automatisierte Isolationsmethoden bis hin zur gPCR und
digital PCR (dPCR) basierten Geraten mit entsprechenden Testkits an. Die gqPCR und dPCR-
Testkits sind optimiert fir die Testung von Abwasserproben und basieren ebenfalls auf den
CDC-Primern und Sonden. Ein SARS-CoV-2 Standard wird mitgeliefert, sodass eine kontinu-
ierliche Vergleichbarkeit gewahrleistet wird. Spezifische Isolationskits in manuellem und auto-
matisiertem Format wurden speziell auf die Beseitigung von PCR-Inhibitoren zur Aufbereitung
der Abwasserproben ausgerichtet.

Fa. Promega bietet derzeit ein RT-gPCR Multiplex-Testkit an, das neben den CDC-Primern
und Sonden zusatzlich das haufig im Abwasser vorkommende Pepper mild mottle virus
(PMMoV) als Input-Kontrolle enthalt. Ein Standard zur absoluten Quantifizierung der SARS-
CoV-2 Genomkopieaquivalente wird mitgeliefert, sodass eine vergleichbare, kontinuierliche
Uberwachung erméglicht wird. Diese Multiplex-PCR kann auf geeigneten gPCR-Geraten ver-
schiedener Hersteller eingesetzt werden. DarUber hinaus bietet Promega auch manuelle und
automatisierte Aufreinigungssysteme viraler Nukleinsduren aus Abwasser an, sodass ein
standardisierter Workflow von Isolation bis hin zur Messung erméglicht wird. Auch varianten-
spezifische Testkits (SARS-CoV-2 Panel-8) werden mittlerweile angeboten.

Die Fa. BioRad bietet derzeit zusatzlich zu variantenspezifischen RT-qPCR Multiplex-Testkits
eine auf der Technologie der digital droplet PCR (ddPCR) basierten Testmethode an. Bei der
ddPCR wird eine Wasser-Ol-Emulsion genutzt, um tausende Trépfchen zu erzeugen, in denen
die einzelnen PCR Reaktionen stattfinden kénnen. Im Vergleich zur RT-qPCR ist diese Me-
thode weniger anfallig fir PCR-Inhibitoren und unspezifische Nukleinsaure-Amplifikationen,
sodass eine hohere Sensitivitdt und Spezifitat erzielt werden kann. Dadurch ermdglicht die
digitale PCR die Detektion von seltenen Varianten (z. B. SARS-CoV-2 Mutationen). Zahlreiche
Testkits des gleichen Herstellers werden zur Quantifizierung sowie auch ldentifizierung von
Virusmutationen angeboten, die in einer Einzeltestung nach Bedarf analysiert werden kdnnen.
Jedoch stellen hohe Anschaffungskosten der Gerate (exklusiv von BioRad) eine Hirde dar.
Eine Isolierungsmethode wird bislang nicht angeboten, sodass eine RNA-Isolation und Auf-
konzentrierung mit In-House-Methoden oder Isolationskits anderer Hersteller notwendig ist.
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1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Zusammenarbeit mit dem EU-Vorhaben ESI-CorA

Als Koordinator des Vorhabens COVIDready wirkte Herr Dr. Frank-Andreas Weber zusammen
mit den Verbundkoordinatoren der anderen drei BMBF-Vorhaben Herrn Prof. Drewes, Frau
Prof. Lackner und Frau Thaler im Begleitkreis ESI-CorA mit, um Wissenstransfer, Synergien
und Schnittstellen zwischen den Vorhaben sicherzustellen. Die Kick-off-Veranstaltung fir den
Pilotbetrieb zur Einfuhrung eines SARS-CoV-2-Abwassermonitorings im Rahmen des EU-Pro-
jekts ESI-CorA fand am 09.02.2022 statt. Zwischen 13.12.2021 und 06.03.2023 fanden insge-
samt 23 Sitzungen mit Projektbeteiligten des Umweltbundesamtes, des Robert Koch-Institu-
tes, des Bundesministeriums fir Gesundheit (BMG) und des Bundesministeriums fir Umwelt,
Naturschutz, nukleare Sicherheit und Verbraucherschutz (BMUV) unter Leitung des Engler-
Bunte-Instituts (EBI) statt. Bearbeitete Aufgaben waren u. a. Wissenstransfer und Unterstut-
zung des von PTKA betriebenen HelpDesks zur Beantwortung von aufkommenden Fragen
und Erfahrungsaustausch der ESI-CorA-Standorte, Einbringung von Expertise bei der Erstel-
lung detaillierter Handreichungen und fachlicher Austausch zu Datenauswertestrategien,
Trendberechnung und Kommunikation von Ergebnissen. Auf der Grundlage einer Abstimmung
zwischen PTKA und den Koordinatoren der drei BMBF-Verbundvorhaben am 30.06.2022 (be-
richtigtes Protokoll versendet am 05.07.2022) soll sich die von COVIDready geleistete Daten-
auswertung ausschlieRlich auf die 28 Standorte der BMBF-/Landervorhaben beziehen und
nicht auf die 20 Standorte des EU-Projektes. Ergebnisse des Vorhabens COVIDready und
weiterer BMBF-Vorhaben wurden auch auf der ESI-CorA Abschlussveranstaltung am
22.03.2023 in Karlsruhe prasentiert (Weber 2023).

Zusammenarbeit innerhalb der BMBF-Projekte

In Zusammenarbeit der BMBF-Projekte konnten mehrere Kooperationen bearbeitet werden.
So war ein gemeinsamer Nachweis der Omicron-Variante im Abwasser noch vor den ersten
Individual-Screening-Testungen und eine Bestatigung der PCR-Testung mittels NGS mdglich.
Die Ergebnisse wurden vorab mit Entscheidungstragern auf Landes- und Bundesebene kom-
muniziert und nach Absprache in einer gemeinsamen Pressemitteilung am 23.12.2021 verof-
fentlicht.

Weiterhin nahm das DVGW - Technologiezentrum Wasser (TZW) und TU Minchen erfolgreich
am im Rahmen von COVIDready organisierten Laborvergleich teil. Die Ergebnisse wurden in
Wilhelm et al. (2022b) verdéffentlicht. In gemeinsamen Abstimmungsterminen wurden Ubergrei-
fende Forschungsfragestellungen und Hypothesen ausgearbeitet. Ergebnisse der 28 Stand-
orte der BMBF-/Landervorhaben wurden zusammen mit den beiden BMBF-Projekten Biomar-
ker und GenASeq sowie in enger Abstimmung mit dem Landervorhaben NRW erarbeitet. In

einer gemeinsamen Auswertung der langjahrigen Monitoring-Datenreihen des TZW fiur die
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Klaranlage Karlsruhe durch TZW und FiW konnten verschiedene Trenddetektionsalgorithmen
und deren Aussagekraft Uber die einzelnen Pandemiephasen hinweg beobachtet werden. Die
Datenauswertung wurde auf Basis von Python-Scripts durch TZW und FiW harmonisiert und
Teile der Ergebnisse im Rahmen eines gemeinsamen Ergebnisvortrags der BMBF-Projekte

durch Wurzbacher et al. (2023) auf der Essener Tagung 2023 vorgestellt.

2023 © COVIDready C@VIDready



14 Kurzdarstellung

1.6 Zusammenfassung der Projektergebnisse

1.6.1  Workflow fiur abwassertechnische Labore
In COVIDready wurde ein sukzessiver Workflow mit mehreren PCR-basierten Nachweisme-
thoden entwickelt (Abbildung 1.2). Die SARS-CoV-2 Viruslast wird in 24h-Mischproben mittels
N1/N2-detektierenden Primern dezentral in abwassertechnischen Laboren untersucht. Die
EGLV-Standorte werden im eigenen Kooperationslabor in Essen durchgefuhrt, das zusammen
mit dem Ruhrverband betrieben wird. Die anderen Standorte werden im Umweltanalytischen
Laboratorium des ISA analysiert. Beide Labore verwendeten im Wesentlichen denselben
Workflow. Aufgrund der eigenen Probenlogistik und Analytik ist die Ergebnistbermittlung in
unter 48 Stunden, teilweise sogar am selben Arbeitstag moglich. Dabei kénnen folgende Leh-
ren aus der Etablierung des Workflows in abwassertechnischen Laboren gezogen werden:
* Mit Support und Fortbildungen durch Fachleute ist eine Etablierung in abwassertech-
nischen Laboren mdglich
» Tiefgehendes Vorwissen der generellen PCR Analytik ist nicht unbedingt notwendig
» Sauberes Arbeiten und rdumliche Trennung von verschiedenen Schritten ist aufgrund
von Kontaminationen notwendig

* Regelmafige Rickfragen und Unterstitzung der Testkit- und Geratehersteller wichtig
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SARS-CoV-2 Varianten &’* i #ﬁ 3 ﬁﬁ 8 @& & :@'@ &

in der Bevdlkerung 3 i W - 3 ’ E : i "
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Kliiranlage it Probenahme (24h-Mischprobe im Zulauf)
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N1/N2 RT-qPCR fiir Gesamtfrachtbestimmung
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technisches Labor
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Abbildung I.2: Dezentraler, sukzessiver Workflow fiir abwassertechnische Labore. Schemati-
sche Darstellung des dezentralen Monitorings neuer Virusvarianten (Wilhelm et
al. 2022a)
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1.6.2 Fruherkennung besorgniserregender Varianten

Parallel zur Bestimmung der SARS-CoV-2-Genkopien mittels N1/N2-spezifischer PCR werden
zu Zeiten eines relevanten SARS-CoV-2-Mutationsgeschehens spezifische Primer und Son-
den seitens KGU zur Verfligung gestellt, die das Monitoring von charakteristischen Mutationen
neu auftretender Varianten ermdglichen (Abbildung 1.2). Aufféllige Befunde werden mittels di-
gitaler PCR und Next-Generation-Sequenzierung (NGS) in einem zentralen Labor bestatigt
und die relativen und absoluten Anteile der Mutation-tragenden Genomaquivalente mittels di-
gitaler PCR quantifiziert — dabei erfolgt eine enge Kommunikation mit den zustandigen Ge-
sundheitsbehdrden. Basierend auf diesem Arbeitsablauf wurde im Dezember 2021 die Aus-
breitung der Omikron-Variante sowie im Mai/Juni 2022 die Pravalenz von BA.4/BA.5 Uber-
wacht und die Ergebnisse publiziert (Wilhelm et al. 2022b; Wilhelm et al. 2022a).

.6.3 Datenauswertung: Entwicklung von Trendindikatoren

Die SARS-CoV-2-Genkopien-Fracht ist nach dem aktuellen Kenntnisstand zwischen den be-
probten Klaranlagen nicht direkt vergleichbar — selbst bei Analyse gleicher Zielgene. Auch eine
Normierung der Fracht auf die nominal angeschlossenen Personen, den Trockenwetterzufluss
oder Menge an Surrogatviren lieferte bislang keine einheitliche Bezugsgrofie. Es wurde des-
wegen eine Datenauswertung entwickelt, die eine statistische Ausreileranalyse ermoglicht.
Deren Einordnung erfolgt Gber die abwassertechnische Bewertung von Einflissen wie Nieder-
schlagsereignissen, SpulstéfRen und weiterer KenngréRen auf die einzelnen Abwasseranaly-
sen. Die Trendeinordnung erfolgt in die Kategorien ,Steigender Trend®, ,Sinkender Trend“ und
,Keine gesicherte Aussage moglich“. Dazu wurden Trendanalyse der im Abwasser gemesse-
nen SARS-CoV-2-Genfracht in 9 Klaranlagen im Vergleich zur Trendentwicklung der im Klar-
anlageneinzugsgebiet geschatzten Inzidenz in einer Heatmap-Darstellung analysiert (Abbil-
dung 1.3 und Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.3:  Zeitreihe der Klaranlage Bottrop (vgl. auch Kapitel 11.3.5)

1.6.4 Gesamtheitliche Bewertung

Neben COVIDready werden bundesweit im Pilotvorhaben ESI-CorA, in weiteren Forschungs-
vorhaben und in Landerinitiativen Abwasseruntersuchungen auch von verschiedensten kom-
merziellen Laboren durchgefiihrt. Die Daten werden Uber die Bundeslander ans Umweltbun-
desamt und von dort qualitatsgesichert und normalisiert wéchentlich ans RKI fur die Nutzung
im RKI-Pandemieradar Gbermittelt. Im Auftrag des Landeszentrums Gesundheit NRW fir das
Ministerium fur Arbeit, Gesundheit und Soziales des Landes Nordrhein-Westfalen unterstitzen
EGLV, FiW und KGU das Land NRW bei der abwassertechnischen und virologischen Bewer-
tung der in NRW vorliegenden Abwasserbefunde. Dazu wurden regelmafig Lageberichte und
Grafikauswertungen erstellt und entsprechend der COVIDready-Methodik die Datenauswer-
tung der NRW-geférderten Standorte Gibernommen. Besonders fir die Wasserverbande er-
wachst bei der Anwendung eines regionsorientierten Abwassermonitorings hinsichtlich Um-
welt- und Gesundheitsfragen eine wichtige Rolle in der stadtetbergreifenden Zusammenarbeit

mit den Gesundheitsbehérden in der Datenbewertung und in der Abrundung des Lagebildes.
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Abbildung I.4: Heatmap-Darstellung der Trendauswertung fiir die zehn untersuchten Klaranla-
gen (vgl. auch Kapitel 11.3.3)
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Il Eingehende Darstellung

.1 Entwicklung eines Workflows fir abwassertechnische Labore
1.1 Arbeiten mit SARS-CoV-2 im Abwasser

Alle uns vorliegenden Erkenntnisse machen deutlich, dass im Abwasser nur nicht-infektioses
SARS-CoV-2-Genmaterial enthalten ist (Westhaus et al. 2020). Um mit diesen Viren bzw.
Genmaterial arbeiten zu dirfen, muss ein Labor den Anforderungen einer Schutzstufe 2 ent-
sprechen. Eine Anzeige mit einer Gefahrdungsbeurteilung nach § 7 der Biostoffverordnung fur
nicht gezielte Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen muss demnach bei der jeweiligen
Bezirksregierung gestellt werden (Tabelle 1.1). Zusatzlich missen die geplanten Tatigkeiten,
ein Lageplan, ein Stellplan im Raum, ein Hygiene- und Desinfektionsplan, eine Betriebsanwei-
sung zum Arbeiten mit Abwasser, sowie die Dokumentation der Vorsorgeuntersuchungen der

entsprechenden Mitarbeiter mitgesendet werden.

Tabelle 11.1: Ausgefiillter Anmeldebogen laut Biostoffverordnung (informativ, ohne Gewahr)

Beschreibung der nicht gezielten Tatigkeiten: Molekularbiologischer Nachweis von SARS-
CoV-2 aus Abwasserproben mittels reverse-
Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR)

Verwendetes Material an oder in dem sich der Abwasser
biol. Arbeitsstoff befindet:

Identitat des biol. Arbeitsstoffes: SARS-CoV-2

Einstufung des biol. Arbeitsstoffes: Risikogruppe 3 (gem. Beschluss 6/2020 des
ABAS koénnen Arbeitsschritte zum Nachweis von
SARS-CoV-2 unter Bedingungen der Schutz-
stufe 2 nach TRBA 100 unter Berticksichtigung
aerogener Ubertragungswege durchgefiihrt wer-
den.)

Infektionspotenzial des biol. Arbeitsstoffes: SARS-CoV-2 ist Ausloser der Infektionserkran-
kung COVID19, die mitunter beim Menschen
schwere Lungenerkrankungen auslésen kann.
Aus der hier verwendeten Probenmatrix, Abwas-
ser, ist es nach aktuellem Kenntnisstand noch
nicht gelungen, vermehrungsfahige Viren zu ge-
winnen.

Betriebsablaufe und Arbeitsverfahren: Genetisches Material soll zunachst durch Filtra-
tion von der wassrigen Phase der Abwasser-
probe getrennt werden. Die Aufreinigung erfolgt
automatisiert mit dem Gerat InnuPure C16 der
Fa. Analytik Jena. AnschlieRend erfolgt der
Nachweis der Viruslast mittels PCR unter Ver-
wendung des Water SARS-CoV-2 RT-PCR
Tests (Fa. IDEXX). Die Tatigkeiten werden in
Raumen der Schutzstufe 2 unter Verwendung
der personlichen Schutzausristung (Schutzkit-
tel, Schutzbrille, FFP2-Atemschutzmaske,
Schutzhandschuhe) und Einhaltung des Hygie-
neplans durchgeflihrt.
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Mégliche Ubertragungswege der biol. Arbeits- Nach aktuellem Kenntnisstand konnte noch kein
stoffe bei der Durchflihrung der Tatigkeiten: infektioses SARS-CoV-2 aus Abwasserproben
isoliert werden. Denkbar wéren aber Ubertra-
gungswege durch Aerosole bei der Probenvor-
behandlung. Entsprechend kommen alle Vor-
schriften entsprechend der Schutzstufe 2 zum
Tragen.

Erfahrungen aus vergleichbaren Tatigkeiten, Be- | Die Handhabung von Abwasserproben ist durch
lastungs- und Expositionssituation: langjahrige Erfahrung gepragt. Abwasser muss
aufgrund des Infektionspotentials durch patho-
gene Mikroorganismen und Viren mit besonde-
rer Vorsicht behandelt werden. Seit Beginn der
Pandemie wird der Nachweis von SARS-CoV-2
weltweit in zahlreichen Laboren unter Bedingun-
gen der Schutzstufe 2 erfolgreich umgesetzt.

AbschlieRende Gefahrdungsbeurteilung:

Durch zahlreiche Untersuchungen verschiedener Institutionen ist der fragmentare Nachweis von ge-
netischem SARS-CoV-2-Material bereits weltweit gelungen. Studien mit dem Ziel, das Virus aus Ab-
wasserproben zu vermehren zeigten, nach aktuellem Kenntnisstand, dass ublicherweise aus Abwas-
serproben keine Viruspartikel vermehrt werden konnten. Dies Iasst darauf schlieen, dass die Infek-
tionsgefahr durch SARS-CoV-2 durch Abwasser eher gering ist. Darlber hinaus erfolgt hier keine
gezielte Tatigkeit, die auf vitale Viruspartikel abzielt. Es sind ausschlief3lich diagnostische Tatigkeiten
vorgesehen. Dafiir liegen bewahrte Arbeitsvorschriften vor. Das eingesetzte Personal ist qualifiziert
und erfahren.

Die vorgesehenen Tatigkeiten sind hinsichtlich der SicherheitsmaRnahmen der Schutzstufe 2 zuge-
ordnet. Der Umgang mit potentiell infektiosem Material erfolgt unter der Sicherheitswerkbank, sodass
eine Gefahrdung durch Bioaerosole nicht gegeben ist.

Arbeitsmittel und Abfalle, die mit den Biostoffen in Kontakt waren, werden vor der Entsorgung durch
Autoklavieren inaktiviert.

Die Infektionsgefahrdung wird bei Einhaltung der Betriebsanweisung fiir das S2-Labor incl. des Hy-
gieneplans als gering eingestuft.

Literatur:

Biostoffverordnung vom 15. Juli 2013 (BGBI. | S. 2514), die zuletzt durch Artikel 146 des Gesetzes
vom 29. Marz 2017 (BGBI. | S. 626) geandert worden ist

Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA) 100

"Schutzmalinahmen flr Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in Laboratorien®
Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA) 500

,Grundlegende MalRnahmen bei Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen® (April 2012)

Empfehlung des ABAS zu ArbeitsschutzmalRnahmen bei Probenahme und Diagnostik von SARS-
CoV-2. Beschluss 6/2020 des ABAS, aktualisiert am 8. Februar 2021
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I.1.2 Optimierung und Validierung des Workflows

Im Zuge der COVID19-Pandmie wurden in Laboren weltweit unterschiedliche Inhouse-Work-
flows fur die Analyse von SARS-CoV-2 Genmaterial im Abwasser erarbeitet (Abbildung I1.1).
Die im Rahmen von ESI-CorA erstellten Handreichungen lassen unterschiedliche Probenah-
meverfahren, Probenkonzentration, RNA-Extraktion, analysierte Zielgene und Auswertungs-

routinen zu.

PROBENNAHME PROBENKONZENTRATION RNA-EXTRAKTION

* Kldranlage/Einzugsgebiet * Probenvolumen * RNA Extraktions-Kit

» Misch-/Trennsystem » Fest-/ Flussigphase * Finale Volumina

* Misch-/Stichprobe * Surrogat-Parameter * Interne Standards

= Abwasser * Konzentrationsmethode * Inhibitoren
{Filttration/ Zentrifugation, Fillung)

AUSWERTUNG/DOKUMENTATION RT-qPCR

= Positiv/Negativ-
Befund
* Ct Werte

* Gen-Kopien
: z.B. in ml"

» Kanzentrationsangaben * Analytikmethode/ Gerét
* Normalisierung durch Bioindikatoren * Zielgene (z.B. N, M, RdRP)/Gen-Primer /
* Frachtberechnungen Bicindikatoren
* Information Gesundheitsbehorden? * Quantifizierung
= ggf. Sequenzierung
* Interne Qualititssicherung

10 15 20 25 30

Abbildung Il.1: Genereller Workflow fiir das SARS-CoV-2-Abwassermonitoring, angepasst
nach Michael-Kordatou et al. (2020)

Im Rahmen von COVIDready wurde ein von der Fa. Analytik Jena zusammen mit EGLV im
Kooperationslabor (KL) erarbeiteten Workflow optimiert und validiert und parallel im For-
schungslabor des ISA der RWTH Aachen mit weitgehend identischem Workflow aufgebaut
und validiert (Tabelle 11.2). Der Workflow wird im Folgenden beschrieben. Es wurde au3erdem

ein Schulungsvideo erstellt, das auf der Projekt-Homepage https://covidready.de/ abrufbar ist,

und interessierten abwassertechnischen Laboren einen Uberblick geben soll, um den Aufwand
und Arbeitsschritte eines Workflows zur Bestimmung von SARS-CoV-2 im Abwasser abschat-

zen zu konnen.
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Tabelle 11.2: Kenndaten des in COVIDready etablierten analytischen Workflows

Aufkonzentration Druckfiltation 100 mL Uber elektroneg. Filter

Extraktion INNUSCEEN IP Antipath / Magnetic Beats

Primer/Matermix IDEXX Water SARS-CoV-2 RT-PCR

Genbereiche N1+N2

Standard stabiler Plasmidstandard KGU Frankfurt

Kontrollen IDEXX Extraktionskontrolle & Positivkontrolle

PCR-Methode RT-gPCR, z.B. Analytik Jena qTOWER?

Zeitbedarf EGLV Logistik optimiert, im Idealfall Ergebnisse noch am selben
Arbeitstag.

Die Klaranlagenbetreiber nehmen mit einem automatischen Probenehmer eine 24-Stunden
Mischprobe. 2 Liter der homogenisierten Probe werden abgefillt und kdnnen 24-48 Stunden
kahl gelagert werden. Der pH-Wert und die elektrische Leitfahigkeit sollte vor Ort und/oder

kurz nach Probenahme im Labor gemessen werden.

Zur SARS-CoV-2-Bestimmung muss die Probe fiir die RT-gPCR zunachst aufbereitet und auf-
konzentriert werden. Im ersten Schritt werden 100 ml der abgesetzten Probe Uber einen mit
deionisiertem Wasser gespdilten, elektronegativen Membranfilter von Merck Millipore aus Cel-
lulosemischester (0,45 uym) unter Stickstoffatmosphare mit maximal 5 bar filtriert. Die Virus-
partikel haften nun am Membranfilter, welcher mit der belegten Seite nach innen gefaltet, in 7
gleichgrof3e Streifen geschnitten und in ein innuSPEED Lysis Tube (IST Innuscreen GmbH)
Uberfuhrt wird. 3 Metallkugeln werden aus den 2 ml Lysis Tube herausgenommen, die Streifen
vorsichtig mit einer Pinzette eingefuhrt und zwei Metallkugeln wieder auf die Streifen gegeben
(Abbildung 11.2).

Abbildung Il.2: Ausschnitt aus dem erstellten Schulungsvideo
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Nachdem 1.000 yl DNA/RNA Shield-Puffer (Zymo Research)' hinzu pipettiert wurde, wird die
Probe in einer Mihle (SpeedMill Plus, Analytik Jena) fir zwei Minuten bei 50 Hz behandelt.
Hierbei wird das genetische Material der Probe vom Filter geldst und im Puffer geldst. An-
schlieRend wird das Filtermaterial fir zwei Minuten bei 10.000 RPM in einer Zentrifuge (Ep-
pendorf 5430) pelletiert, so dass ein klarer Uberstand zu sehen ist. 600 pl des Uberstandes
werden in ein steriles, nukleinsaurefreies Reaktionsgefald gegeben und fir weitere zwei Minu-

ten bei 10.000 RPM zentrifugiert, um sicherzustellen, dass eine partikelfreie Probe vorliegt.

Die Extraktion wird mit Hilfe des innuPREP AniPath DNA/RNA Kit — IPC 16 (Analytik Jena)
durchgeflihrt. Zunachst wird die Reagenzplatte manuell mit dem 8-fach-Piercer (Analytik Jena)
durchstochen (je Probe eine Reihe). Die mitgelieferte Proteinase K und die interne Kontrolle
sind vor Anwendung durch vortexen grindlich zu durchmischen und fir eine Minute bei 6.000
RPM zu zentrifugieren. Die MAG Suspension (IDEXX, Lésung mit magnetischen Beads) muss

ebenfalls gut durchmischt sein.

Die aufgestochenen Kavitaten werden wie folgt fir das Protokoll 2 (Isolation aus 400 pl zell-

freien Korperflussigkeiten, Zellkulturrickstanden und Vollblut) befullt:

50 yl MAG-Suspension in die erste Kavitat
400 ul Lysepuffer in die dritte Kavitat

2 ul interne Kontrolle in die dritte Kavitat
400 ul Probe in die dritte Kavitat

50 ul Proteinase K in die dritte Kavitat

o &~ N =

Die Reagenzplatte wird im Anschluss in die Halterung des Probenhalters gegeben. Je Probe
werden zwei Filterspitzen in den Spitzenblock eingesetzt. Achtung: Es mussen immer beide
Plattenhalter im Gerat bestlckt sein. Das Programm kann gestartet werden. Die Nukleinsau-
ren werden in 100 pl RNase-freiem Wasser eluiert und in den eingesetzten Elutionsgefallen

aufgefangen. Sie kénnen im nachsten Schritt in dem qRT-PCR-Test analysiert werden.

Bevor jedoch die PCR-Platte belegt werden kann, missen alle Komponenten des IDEXX Wa-
ter SARS-CoV-2 RT-PCR test with IC Test-Kits aufgetaut, gevortext und fir 1 Minute bei 6.000
RPM zentrifugiert (NeoLab Line Centrifuge) werden. Der SARS-CoV-2 Master Mix muss vor
jedem RT-gPCR-Durchlauf gemischt werden. Auf die Lichtempfindlichkeit ist zu achten. Fir

die Menge des Master Mix kann folgende Formel verwendet werden:

Vumx = (10 plsars—cov—-2 mix + 10 gy a master mix) X 1+ 10 % [pl]

mit n = Anzahl der Proben

" Es wurden zwei verschiedene Puffer zur Uberfiihrung der Viruspartikel vom Filtermaterial in die Lésung verglei-
chend getestet. Der DNA/RNA Shield Puffer hatte im Vergleich zum Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline eine
deutlich bessere Ausbeute und wurde daher ausschlief3lich im Projekt verwendet.
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Bei der Mischung beider Komponenten ist drauf zu achten, dass zuerst der SARS-CoV-2 Mix
und danach der RNA Master Mix (MMXx) in das Reaktionsgefal} pipettiert wird. AnschlielRend

vortexen und flr eine Minute bei 6.000 RPM zentrifugieren.

Es wird empfohlen einen Kihlakku unter die PCR-Platte zu legen, um die Kihlung der Rea-

genzien bis zum Laden in den Cykler sicherzustellen. Eine Ladezeit von 20 Minuten sollte nicht

Uberschritten werden.

Vorgehen beim Beladen der Platte:

1.

o &~ N

20 pl des SARS-CoV-2 MMx in alle gewlinschten Vertiefungen der PCR-Platte pi-
pettieren

5 ul jeder Kontrollreaktion in die entsprechende Vertiefung dazugeben:

Far die Negativkontrolle 5 pl PCR Reinstwasser verwenden

Fur die Positivkontrolle 5 ul Positiv Kontrolle verwenden

5 pl extrahierter RNA in die definierten Vertiefungen geben

Beispiel einer Belegung:

f—12345678910111ﬁ
AQOOOOODOOOOOO
(I ONONONONONONONONONONONS
CHCHCHONONONONONO OGN
DOOOOODOOOO0O0OO
S ONONONONONONONONONONONC]
FOOOOOOOOOOOO
HONONONONONONONONONONONS]
Q OOOOOOOOOOO(‘DJ
Zeile A:  Negativer Kontrollversuch: 20 yl SARS-CoV-2 MMx + 5 pyl PCR Reinstwasser in Doppel-
bestimmung
Zeile B:  Probenversuch 1: 20 yl SARS-CoV-2 MMx + 5 pl extrahierte RNA in Doppelbestimmung
Zeile C:  Probenversuch 2: 20 yl SARS-CoV-2 MMx + 5 ul extrahierte RNA in Doppelbestimmung
Zeile D:  Probenversuch 3: 20 yl SARS-CoV-2 MMx + 5 ul extrahierte RNA in Doppelbestimmung
Zeile H:  Positiver Kontrollversuch: 20 pl SARS-CoV-2 MMx + 5 yl Positiv Kontrolle in Doppelbe-

stimmung

Nachdem die Platte beladen wurde, wird diese mit einer Folie abgedeckt und fir 1,3 Minuten
in der Plattenzentrifuge (NeoLab) zentrifugiert. Die PCR-Platte kann nun im gTOWER? (Ana-
lytik Jena, Abbildung 11.3) gemessen werden.
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| qTOWER® G

Abbildung I1.3: Verwendeter gTOWER? G von Analytik Jena

Bei der RT-qPCR werden die spezifischen viralen Genom-Sequenzen (durch Primer definiert)
in jedem Zyklus der PCR kopiert. Damit verdoppelt sich theoretisch mit jedem Zyklus die An-
zahl der Zielsequenz und ermdglicht mit Hilfe eines Quantifizierungsstandards so die Ermitt-
lung der Ausgangskonzentration der SARS-CoV-2-Genkopien. Die Anzahl der Zyklen, die
durchlaufen werden, geben somit Auskunft Gber die Viruslast der Probe. Ein niedriger ct-Wert

deutet auf eine hohe Viruslast hin.

Die Auswertung erfolgt digital durch den qTOWER? und der Software gPCRsoft (Analytik
Jena). Dabei rechnet qPCRsoft den Mittelwert der einzelnen ci-Werte der technischen Repli-
kate aus und stellt diese graphisch und in einer Excel-Tabelle dar (Abbildung 11.4). Anhand der

c-Werte Iasst sich eine Quantifizierung der SARS-CoV-2-Konzentration in der Probe ableiten.

Die Standardkurve gibt ein lineares Verhaltnis zwischen dem ct-Wert und der Menge an an-
fanglicher RNA wieder. Sie muss bei Anbruch eines neuen IDEXX SARS-CoV-2 Test-Kits er-
stellt werden. Hierzu werden Standards verwendet, bei denen die Konzentration des Zielgens
bekannt ist. Der Standard wird in 6 Verdlinnungsstufen in einer PCR-Reaktion in Dreifachbe-

stimmung durchgefuhrt.
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Abbildung 11.4: Automatische Auswertung durch die Sofware gPCRsoft
Die Analyse der linearen Regressionsgerade gibt im Weiteren Auskunft darlber, wie viele Ko-
pien des SARS-CoV-2 in der PCR-Reaktion nachgewiesen wurden. Dazu kann die folgende

Formel angewendet werden:

Ct—b
Genkopien = 10(7)

mit Ct-Wert = mittlerer Schwellenwert, der auf dem FAM Farbmodul gemessen wurde
mit b = y Achsenabschnitt der Standardkurve
mit m = Steigung der Standardkurve

AnschlieRend kann die SARS-CoV-2 Konzentration in der Probe bestimmt werden, indem die
berechneten Genkopien relativ zum Anteil des urspriinglichen Abwasserprobenvolumens aus-

gedrickt werden. Dazu wird folgende Formel verwendet:

RNAgesamt) % ( Konzentrationgesame ) % ( 1000 ml )

Genkopien pro Liter = Genkopien X ( -
RNApcRr KonzentratioNextrahiert Abwasser

mit RNAgesam: = Gesamtvolumen der eluierten RNA = 0,1 ml

mit RNApcr = Volumen der gereinigten RNA, die in der PCR eingesetzt wurde = 0,005 ml
mit Konzentrationgesam: = Gesamtmenge an Abwasser = 1 ml

mit Konzentrationextrahiert = Volumen aus dem die RNA extrahiert wird = 0,4 ml

mit Abwasser = Volumen der urspriinglich verarbeiteten Abwasserprobe = 100 ml

Die Kontrollversuche werden jeweils in Doppelbestimmung analysiert. Dementsprechend zwei

Versuche flr die Positivkontrolle und zwei Versuche fir die Negativkontrolle.

Fir jede Charge von Proben, die wahrend der Extraktion und PCR durchlaufen werden, sind
die in Tabelle 1.3 genannten Kontrollergebnisse zu erzielen.
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Tabelle 11.3: Zu erzielende Kontrollergebnisse der Positiv- und Negativkontrolle bei der
qPCR
Kontrolle: SARS-CoV-2 FAM c,Wert ‘ Interne Kontrolle HEX c,Wert
PCR Positiv Kontrolle <40 Kein Signal
PCR Negativ Kontrolle Kein Signal Kein Signal
Extraktion Positiv Kontrolle Kein Signal <36

Wenn die Grenzwerte nicht eingehalten werden, kénnen die Probenergebnisse nicht interpre-

tiert werden und mussen ggf. wiederholt werden.

Sind die Kontrollergebnisse gliltig, kann die Bewertung der Abwasserproben erfolgen. Die Glil-
tigkeit jeder Probe wird, wie in Tabelle 1.4 dargestellt, nach dem Ergebnis der internen Kon-

trolle beurteilt.

Tabelle 11.4: Bewertung des qPCR-Ergebnisses

SARS-CoV-2 FAM Interne Kontrolle
c{Wert HEX c{Wert
SARS-CoV-2 Negativ > 40 oder kein c;Wert | <36 SARS-CoV-2 RNA
ist nicht vorhanden
oder liegt unter der
Nachweisgrenze

SARS-CoV-2 Positiv <40 <36 SARS-CoV-2 RNA
ist vorhanden. Das
Ergebnis kann fur die
Quantifizierung ver-
wendet werden

Abwasserprobenergebnis

Interpretation

Ungiiltige Probe beliebiger c;Wert > 36 oder kein c;Wert | Das Fehlen des Sig-
nals der internen
Kontrolle weist auf
ein Problem und die
Probe sollte erneut
getestet werden

Im Rahmen der Methodenoptimierung wurde anhand zweier Proben untersucht, inwieweit die
Ansauerung der Probe zu einer quantitativ héheren Ausbeute der viralen RNA fihrt. Demzu-
folge wurden die Abwasserproben vor der Anreicherung am Membranfilter mit Salzsaure
(1 mol/L) auf pH 3,55, bzw. 3,65 angesauert. Durch die Ansduerung verringerte sich der Ct-
Wert um 0,57, bzw. 0,32 Ct. Dies sind normale Schwankungen im Bereich der PCR-Analytik,
so dass eine Ansauerung der Proben nicht weiterverfolgt wurde.

Die CrossAssemblyphage (Crassvirales oder CrAssphage) als Begleitparameter wurde mit

dem GoTag® Enviro HF183/CrAssphage Quant Kit (Promega) analysiert.
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.1.2.1  Vergleich von Testkits verschiedener Hersteller

Es wurden 3 Testkits von unterschiedlichen Anbietern verglichen (Tabelle 11.5). Hierzu wurden
insgesamt 9 Proben aus unterschiedlichen Klaranlagen, zum Teil doppelt, parallel mit allen
Testkits untersucht und ein Ct-Wert ermittelt. Mit Hilfe der Testkits (enthalten Primer und Son-
den, die in bestimmten Regionen des Nukleokapsid-codierenden Gens binden) werden die
vorhandenen Viruspartikel bzw. Nukleinsduren konzentriert, um die Nachweisgrenze zu ver-
bessern. Im Anschluss werden die Nukleinsduren extrahiert, gereinigt und die Menge durch
Amplifikation spezifischer genetischer Sequenzen quantifiziert. Virale RNA wird demnach in
cDNA revers transkribiert, die anschliel3end in einem Echtzeit-PCR-Zyklusprotokoll amplifiziert
wird. Die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Zielparameter wird hierbei in unterschiedlichen

Fluoreszenzkandlen gemessen.

Tabelle 11.5: Testkit Vergleich

Testhame Her-stel- | Ziel- |Standard im | Primer/Probes |PCR Effizienz*
ler gene | Kit zusammen
Water SARS- IDEXX |N1, nein aber Po- |ja 1-1,06 beim Plasmidstandard
CoV-2 RT-PCR N2 sitiv-kontrolle (4 Kalibrationen)
test with IC und interne 0,98 bei der Kalibration von
Kontrolle Analytik Jena
GoTaq® Enviro | Promega | N1, ja alle Ziel- nein aber immer | N1: 0,74
Wastewater N2, E | geneincl. kombiniert mit
SARS-CoV-2 PMMoV Stan- | PMMoV N2: 0,64
Systems dard
E: 0,70
QuantiNova® Qiagen | N1, nein aber in- |ja 1,05 mit Plasmidstandard
Pathogen +IC N2 terne Kon-
Kit + SARS- trolle**
CoV-2 N1+N2
Assay Kits

Die Standardabweichung der Messung lag mit IDEXX zwischen 0,00 und 0,56, mit Promega
zwischen 0,03 und 0,79 und mit Qiagen bei 0,02-0,93. Am sensitivsten zeigte sich das Kit von
IDEXX, wobei zu beachten ist, dass Promega nur ein Zielgen misst, wohin gegen die anderen
Anbieter zwei Gene detektieren, hier zeigt sich ein héherer Ct-Wert von 1,11-2,02 (Abbildung
[1.5).
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Abbildung I.5: Ergebnisse des Testkit-Vergleichs

Das Testkit von Qiagen ist anspruchsvoller fir Nutzer ohne grof3e Vorkenntnisse. Beim Ansatz
mussen die einzelnen Komponenten berechnet werden, die Beschreibung des Workflows ist
erlernbar, jedoch flir Neulinge mit Fehlerpotential verbunden. Die Primer und Probes missen
hierbei zusatzlich bestellt werden. In den Versuchen am ISA RWTH Aachen konnte daher die
interne Kontrolle nicht wiedergefunden werden, da nur die Primer enthalten waren und man

die spezifischen Probes noch zusatzlich hatte beschaffen missen.

Das Testkit von Promega ist einfach im Handling, auch wenn die einzelnen Komponenten
berechnet werden mussen, ist die Beschreibung gut strukturiert und auch fir Personen ohne
Erfahrung in der molekularbiologischen Analytik verstandlich beschrieben. Ein Vorteil bei dem
Kit ist die direkte Mitbestimmung von PMMoV im Cy5 Kanal.

Das IDEXX Testkit ist sehr einfach im Handling und es missen nur zwei Komponenten ge-
mischt werden. Die Beschreibung ist gut strukturiert und fur neue Nutzer verstandlich darge-
stellt. Aufgrund der guten Handhabbarkeit und der guten Testergebnisse wurde in CO-
VIDready mit dem Testkit von IDEXX gearbeitet.

.1.2.2 Extraktionsverfahren von Fest- und Fliissigphase

Feststoffhaltige Abwasser stellen die Anreicherung Uber Membranfilter vor Herausforderun-
gen, da diese schnell verstopft werden und der entstehende Filterkuchen den Permeat-Fluss
reduziert. Der Workflow sieht daher ein Absetzen der Probe vor der Filtration vor. Somit wird
die Festphase jedoch nicht ausreichend mit untersucht. Da sich Bakterien und Viren an
Schwebstoffe anhangen kénnen, kénnte ein Teil der Virenfracht nicht mitbertcksichtigt wer-

den.

C@VIDready © COVIDready 2023



Eingehende Darstellung 29

Aufgrund dessen wurde untersucht, ob die Wiederfindungsquote durch andere Anreicherungs-
und Homogenisierungsprozesse verbessert werden kann. Flr die Analysen wurden unter-
schiedliche Verfahren angewendet. In der ersten Untersuchung wurde die Abwasserprobe
durch kraftiges Schitteln homogenisiert. In der Folge bildete sich auf dem Filterkuchen ein
deutlicher Rickstand der Feststoffe. Als Vergleichsprobe wurde die Abwasserprobe 30 min
lang sedimentiert, das gangige Verfahren. In Abbildung 1.6 ist der elektronegative Filter (MF-
Millipore 0,45 ym MCE Membrane, 47 mm, Nitrocellulose membrane, Hydrophilic, nonsterile,
Merck Millipore) beider Ansatze nach der Anreicherung im Edelstahldruckfilter einsehbar. Es
ist deutlich zu erkennen, dass durch die homogenisierte Probe (linkes Bild) mehr Festkorper
angereichert werden konnten als in der sedimentierten Probe (rechtes Bild).
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Abbildung 11.6: Abwasserprobe liber Membranfilter filtriert, links Homogenisiert durch Schiit-
teln, rechts abgesetzt

Zusatzlich wurde vergleichend die Probe mittels Ultraschallbad (Bandelin Sonorex Super RK
514 H), Zentrifuge (Thermo Megafuge 1.0R, 30 Minuten bei 6.240 x g; Analyse von Pellet und
Uberstand) und Dispergiergerat (IKA Labortechnik T25; fiinf Minuten bei 20.000 RPM) homo-
genisiert und jeweils 100 ml auf einem Membranfilter angereichert. Das Pellet im Zentrifugen-
réhrchen wurde mit destilliertem Wasser gewaschen, erneut zentrifugiert und mit dem Viral-

RNA-Buffer von Zymo homogenisiert.

In Tabelle 11.6 sind die Ergebnisse dargestellt. Alle Proben sind 24h-Mischproben des Zulaufs
der KA Aachen-Soers.
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Tabelle 11.6: PCR-Ergebnisse einer Abwasserprobe vom 24.01.2022 bei unterschiedlichen
Vorbehandlungsschritten

Ct- Ct- Standard- Genom-

Vorbe- Wert Wert abwei- Standard-abwei- kopien Gt?nom_-ko-

handlung FAM HEX = chung FAM chung HEX PCR pien/Liter
Abgesetzt 27,97 | 26,41 0,35 0,22 19.008 9.503.898
Geschiittelt | 28,39 | 27,75 0,27 0,24 14.266 7.133.007
Zentrifuga- 28,94 | 26,82 0,06 0,17 9.797 4.898.554
tion Uber-

stand

Zentrifuga- 27,97 | 26,38 0,19 0,14 19.008 9.503.898
tion Pellet

Zentrifuga- - - - - 28.805 14.402.452
tion Summe

Ultraturax 27,69 | 26,94 0,13 0,07 23.015 11.507.681
Ultraschall 28,92 | 28,35 0,08 0,22 9.932 4.965.953

Die Ct-Werte liegen zwischen 27,69 - 28,94 (maximale Differenz 1,25) fir den Farbkanal FAM
und zwischen 26,38 — 28,35 (maximale Differenz 1,97) fur den Farbkanal HEX.

Die Farbkanale sind spezifische Detektionskanale, um die Amplifikation der DNA wahrend des
PCR Prozesses zu messen. Jeder Farbkanal reprasentiert eine spezifische Fluoreszenzfarbe

(z. B. FAM Fluorescein), die mit einem bestimmten Detektionsfarbstoff verkntipft ist.

Die Unterschiede in den Ergebnissen werden als nicht erheblich different eingeschatzt. Das
gangige Verfahren des Absetzens zeigte bei beiden Farbkanalen den zweitniedrigsten Ct-Wert

und somit eine gute Ausbeute.

Auf den ersten Blick fuhrt die Zentrifugation des Abwassers in Summe der Genomkopien von
Uberstand und Pellet zwar zu einer gesteigerten Ausbeute und die Durchlaufzeit am Memb-
ranfilter verringert sich durch den Schritt der Zentrifugation, der zeitliche Aufwand lasst den

Workflow allerdings nicht beschleunigen.

Somit konnte in den durchgeflhrten Versuchen festgestellt werden, dass der Absetz- und Filt-
rationsschritt keinen wesentlichen Einfluss auf die Messergebnisse hat und das Verfahren des

Absetzens weiterhin einen geeigneten Workflow darstellt.

11.2.3  Untersuchung zur Automatisierung der Probenfiltration im Kooperati-
onslabor von EGLV

Die Aufkonzentration der Proben mittels Druckluftfiltration stellt bei dem analytischen Workflow
einen zumeist limitierenden Faktor in dem zeitlichen Ablauf dar. Besonders bei Klaranlagen
mit einem angeschlossenen Trennsystem kann es dazu kommen, dass eine Filtration bis zu
2,5 Stunden dauert. Auch bei der Gefahrdungsbeurteilung stellt die Druckluftfiltration einen
schwierigen Punkt dar. Im Forschungsvorhaben wurde deswegen in einer Vergleichsuntersu-

chung analysiert, ob durch eine automatisierte Filtration dieser Schritt optimiert werden kann.
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Verwendet wurde hierfur die APU sim von Analytik Jena, welche urspriinglich fur die Proben-
aufbereitung von AOX-Proben konzipiert wurde. Mittels der APU sim konnen bis zu sechs
Proben gleichzeitig analysiert werden. Die gewilinschte Filtrationsgeschwindigkeit kann durch
die Einstellung der Pumpen reguliert werden. Das Probenvolumen, welches aufbereitet wer-
den kann, betragt bis zu 100 ml und ist somit fir die SARS-CoV-2 Untersuchungen ausrei-

chend.

Betriebliche Einschitzung hinsichtlich Handhabbarkeit

Beim Vergleich zwischen der Filtration Uber die APU sim und Druckluftfiltration wurden jeweils

drei Proben parallel filtriert.

Wahrend bei der Druckluftfiltration die Proben nur nacheinander filtriert werden kénnen und
eine standige Anwesenheit der Anwenderlnnen erforderlich ist, ist es bei der APU sim méglich,
bis zu sechs Proben parallel zu filtrieren ohne dauerhaft anwesend sein zu missen. Die Dauer
der Filtration fur alle sechs Proben liegt immer fix bei 20 Min (100 ml Probe). Im Vergleich dazu
variiert die Filtrationsdauer pro Probe bei der Druckluftfiltration von Probe zu Probe und liegt

zwischen 3 Min und 2,5 Stunden.

Die APU sim ist innerhalb kurzer Zeit vorbereitet (Vorbereitung der sechs Kartuschen, Einle-
gen der Filter und Spritzen, Einstellungen an der APU sim). Dagegen ist die Nachbereitung
(Reinigung) im Vergleich zur Druckluftfiltration wiederum etwas aufwendiger, was jedoch kaum
stérenden Einfluss hat, da auch hierbei die APU sim selbststandig lauft und alle sechs Spritzen
parallel gereinigt werden. Es ist somit mdglich, andere Tatigkeiten wahrenddessen zu erledi-
gen. Bei der Druckluftfiltration hingegen ist die Reinigung nach jeder einzelnen Probe durch-

zufihren, bevor die nachste Probe filtriert werden kann.

Insgesamt erleichtert die APU sim enorm die zeitlichen Ablaufe der Filtration und anderer Ta-
tigkeiten, da sie eine gewisse Planbarkeit garantiert und sich die Zeit vom Probeneingang bis

zum Befundausgang verkurzt.

Auswertung der Ergebnisse

Fur die Vergleichsuntersuchungen wurden die Klaranlagen Duisburg-Alte-Emscher, Bottrop
und Dinslaken im Zeitraum vom 15.02.2023 bis zum 20.03.2023 parallel untersucht. Unter-

sucht wurde die Konzentration von SARS-CoV-2.

In Abbildung 11.7 sind die gemessenen SARS-CoV-2 Konzentrationen der Vergleichsmessun-
gen der jeweiligen Klaranlage dargestellt. Die Auswertung der Versuche hat gezeigt, dass die
gemessenen Konzentrationen sich zum Teil sehr stark unterscheiden. Hierbei ist aber nicht zu
erkennen, dass mittels der Druckluftfiltration mehr oder weniger gemessen werden konnte. Im
Vergleich zu der Druckluftfiltration findet der eigentliche Filtrationsprozess bei der APU sim

unter vergleichbareren Bedingungen statt. Warum es innerhalb der Messreihe zu so starken
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Schwankungen kommt, kann abschlieend nicht gesagt werden. Hierflr bedarf es weiterer
Untersuchungen, die innerhalb des Forschungsvorhabens nicht mehr durchgefihrt werden
konnten.
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Abbildung I1.7: Vergleichsmessung Druckluftfiltration und APUsim

Um die gemessenen Ergebnisse im Kontext einer Trendabschatzung vornehmen zu kdénnen,
wurde wie in Kapitel 1.6.3 beschrieben die Trendentwicklung innerhalb der Vergleichsuntersu-
chungen gemessen und ausgewertet. In Abbildung 11.4 zeigt sich, dass es innerhalb der Werte
zu einer starken Streuung kommt und dem entsprechend verschiedene Trends berechnet wer-
den.
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Abbildung 11.8: Vergleich der ermittelten Trendindikatoren bei der Probenvorbereitung mittels
Druckluftfiltration und APUsim

1.1.3 Begleitanalytik zur Anndherung des hauslichen Abwasseranteils

Die Abwasserzusammensetzung und somit auch die gemessenen SARS-CoV-2 Konzentrati-
onen werden durch Niederschlage, verschiedene Einleitungen aus Industrie und Haushalten,
Grundwasserinfiltration, SpulstéRen und weiteren Faktoren beeinflusst. Um diesen Effekten
bei der Ergebnisbewertung Rechnung zu tragen, bedarf es geeigneter Normalisierungspara-
meter. Haufig werden Abflussraten, elektrische Leitfahigkeit (Probleme mit Streusalz im Win-
ter) oder auch Ammoniakkonzentrationen (z. T. Probleme mit Industrieeinleitern) verwendet.
In der abwasserbasierten Epidemiologie werden auch Methoden mit Surrogatviren u. a.
PMMoV und CrAssvirales angewendet. Am haufigsten wird jedoch die Normalisierung anhand
der Abflussdaten durchgeflihrt (Mitranescu et al. 2022).

Fur die SARS-CoV-2-Normalisierung wird klassischerweise die gemessene RNA Konzentra-
tion einer 24h-Mischprobe mit dem Abwasserdurchfluss der letzten 24 Stunden an der Probe-
nahmestelle multipliziert, um die tagliche Viruslast zu berechnen. Diese Belastung kann wie-
derum auf die Bevdlkerung des Einzugsgebiets normiert werden, sodass die Viruslast ver-
schiedener Gebiete miteinander verglichen werden kann. Diesem Ansatz der Durchflussnor-

malisierung liegt die Annahme zugrunde, dass die entnommene Probe reprasentativ ist fur die
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hausliche Abwassermenge der Bevolkerung, die an das Pumpwerk oder die Klaranlage ange-
schlossen ist. Allerdings existieren mehrere Situationen, in denen diese Annahme mit Unsi-
cherheiten verbunden ist. Dies ist der Fall bei kurzfristiger Anderung der Bevélkerungszahl
durch Pendler oder Tourismus. Ebenfalls kann diese Annahme aufgrund von Dynamiken im
Kanalsystem beeintrachtigt werden, z. B. Mischwasserabscheidungen bei Regenereignissen,
Pumpenausfallen oder anderen betrieblichen Problemen. Folglich besteht Bedarf nach einer
zusatzlichen Qualitatskontrolle in der abwasserbasierten Epidemiologie. Die Normalisierung
durch zwei unabhangige Parameter konnte der richtige Weg sein, um die Reprasentativitat der
Probe fur die Ausscheidung von SARS-CoV-2 zu Uberprifen. Dartber hinaus sind an vielen
Orten keine Durchflussdaten verfiigbar, so dass andere Arten von Normalisierungsparametern

herangezogen werden mussen (Langeveld et al. 2023).

Im Projekt wurde begleitend zur PCR Analytik der pH-Wert (DIN EN ISO 10523: 2012-04) und
die Leitfahigkeit (DIN EN 27888: 1993-11), sowie verschiedene Summenparameter in einer

24-Stunden-Mischprobe hinter dem Sandfang gemessen:

e Abfiltrierbare Stoffe AFS (DIN EN 872: 2003-08)

o Trockenrtckstand TR (DIN 38409-1: 1987-01)

e Gesamter und gel6ster organischer Kohlenstoff TOC, DOC und gesamt gebundener
Stickstoff TNb (DIN EN 1484: 1997-08)

e CSB (DINISO 15705: 2003-01)

e Ammoniumstickstoff, Ortho-Phosphat, Chlorid, Sulfat, Kreatinin (Stoffwechselprodukt,
welches nur Uber den Harn ausgeschieden wird) und Harnstoff (DIN ISO 15923-1:
2014-07)

In Abbildung 11.9 sind die Ergebnisse der Leitfahigkeitsmessung dargestellt. Die Ergebnisse

variieren stark innerhalb der Anlagen.
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Abbildung 11.9: Ubersicht der Messung der Leitfihigkeit

In Abbildung 11.10 ist die einwohnerspezifische Harnstoff-Fracht aufgefihrt. Die Mediane der
Klaranlagen liegen vergleichsweise nahe beieinander. Zwischen den Klaranlagen sind keine
Unterschiede erkennbar, wohingegen die einwohnerspezifische Kreatinin-Fracht ein anderes
Bild darstellt (Abbildung 11.11). Eine Vergleichbarkeit konnte hier nicht festgestellt werden.
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Abbildung 11.10: Ubersicht der Messung des einwohnerspezifischen Harnstoffes fiir vier unter-
suchte Klaranlagen
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Abbildung 11.11: Ubersicht der einwohnerspezifischen Kreatinin-Fracht fiir vier untersuchte
Klaranlagen

Auch die gemessenen Ammoniumkonzentrationen wurden auf eine einwohnerspezifische
Fracht umgerechnet (Abbildung I1.12). Die Spannweite der einzelnen Klaranlagen ist weit und

zwischen den Klaranlagen sind die Unterschiede hoch.
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Abbildung 11.12: Ubersicht der einwohnerspezifischen Ammoniumfracht fiir vier untersuchte
Klaranlagen

Um die Eignung der Crassvirales als Normalisierungsparameter zu beurteilen, missen zeitli-
che, raumliche und saisonale Schwankungen betrachtet werden. Die zeitliche Konstanz der
Crassviralen Konzentration wurde von Ahmed et al. (2021) und Langeveld et al (2021)
Langeveld et al. (2023) in Untersuchungen bestatigt. Auch Greenwald et al. (2021) konnte

zeigen, dass die raumlichen Schwankungen der Viruskonzentration im Vergleich zu anderen
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Normalisierungsbiomarkern konstanter sind, weltweit sind aber auch gréRRere Schwankungen
detektiert worden. Eine Saisonalitat konnte nicht detektiert werden (Ballesté et al. 2019). Somit
zeigen die Forschungen, dass die Crassvirales in der Umwelt stabil sind und als Normalisie-

rungsparameter verwendet werden kdnnen.

In Situationen, in denen keine Abflussdaten verflgbar sind, kann laut Langeveld et al. (2021)
auch eine direkte Normalisierung anhand des Verhaltnisses SARS-CoV-2/Crassvirales vorge-
nommen werden. Die Daten zeigen einen ahnlichen Median zwischen den Klaranlagen und
auch Min- und Max-Werte, die miteinander vergleichbar sind, ahnlich der Daten des Harn-
stoffs. Fur eine Normalisierung waren daher sowohl die Crassvirales (Abbildung 11.13) als
auch die PMMoV (Abbildung I1.14) geeignete Normalisierungsparameter.
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Abbildung 11.13: Ubersicht der Messung der Crassvirales fiir vier untersuchte Kliranlagen

le7

2,00 1 ¢
1,75 A

' ' '
1,50 7 ¢

L 2 28 2

einwohnerspez. PMMoV Fracht [GC/E«d]

$
¢

1,254 §

i .

1,00 4

0,75 1

0,50 1

0,251

0,00 : : : : :
o)

(O \e® e ot e Ao
60‘/ 00 0'\(\(2\3\X9\ 609‘) 00 ‘(\a((\‘(\/ 00 @(\52 ) ‘(\'\)(\d/ )
w” W7 T e @ TeT GEe «\sc\\e‘ w”

00 (\_(“ -5‘0\) <
O oW

Abbildung 11.14: Ubersicht der Messung des PMMoV fiir sechs untersuchte Kliranlagen
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I.1.4 Durchfiihrung und Auswertung eines Laborvergleichs

Fur die Extraktion von Nukleinsduren aus Abwasserproben gibt es ein breites Spektrum an
veroffentlichten, selbst entwickelten RNA-Isolierungsmethoden sowie kommerziell erhaltlichen
Komplettldsungen (Philo et al. 2021; Whitney et al. 2021). Unabhangig davon, ob eine kom-
merzielle oder eine 6ffentlich zugangliche Methode verwendet wird, sind die Genauigkeit und
Konsistenz der Analyseergebnisse von entscheidender Bedeutung. Um die Konsistenz der
Ergebnisse zu Uberprifen und die Genauigkeit der Analysemethode zu bewerten, kénnen La-
borvergleiche durchgefiihrt werden, bei denen dieselben Testproben in mehreren unabhangi-
gen Labors gemessen werden. Diese Laborvergleiche ermoglichen es, potenzielle Diskrepan-
zen und Fehler in den Analyseergebnissen zu ermitteln, die auf eine Vielzahl von Faktoren wie
Probenvorbereitung, Isolierung oder Analysemethode in einem Labor zuriickzufliihren sein
kénnen. Daher kénnen Laborvergleiche dazu beitragen, die Qualitat und Zuverlassigkeit feh-
leranfalliger Testmethoden zu verbessern, indem sie die Schwachen und Starken hervorheben

und Verbesserungsmoglichkeiten aufzeigen.

Im Rahmen von COVIDready wurden insgesamt zwei Laborvergleiche mit Ruckstell-Abwas-
serproben aus Zeiten mit geringer COVID-19-Inzidenz durchgefihrt, die mit hitzeinaktivierten
authentischen SARS-CoV-2-Varianten in unterschiedlichen Konzentrationen und Verhaltnis-
sen gespiked wurden. Die gespikten Proben wurden verblindet und an teilnehmende Labore
fur PCR- und/oder NGS-Analyse verschickt. Die Ubermittelten Ergebnisse wurden fir den La-

borvergleich verwendet.

Die Vorbereitung und der Versand gespikter Abwasserproben im Rahmen der beiden Labor-
vergleiche wurde seitens KGU ausgerichtet. Die Durchfiihrung und Auswertung der Laborver-

gleichsergebnisse sind nachfolgend dargestellt.

Unter BSL3-Konditionen wurden suszeptible Zellen mit Patientenprobenmaterial infiziert (Wil-
helm et al., 2022c) und der virushaltige Zellkulturiberstand mit zuvor etablierten Methoden
inaktiviert (Widera et al., 2021). Die inaktivierten Viren wurden anschlielend flr Sensitivitats-
und Spezifitatsanalysen eingesetzt und als Ausgangsmaterial flir das Spiken von Abwasser-

proben verwendet.
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11.1.4.1.1 Laborvergleich 1: Projektinterner Laborvergleich
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Abbildung 11.15: Herstellung authentischer SARS-CoV-2-Viren und Inaktivierung

Ein erster Laborvergleich zum Nachweis von SARS-CoV-2 im Abwasser wurde am 13.09.2021
durch das KGU ausgerichtet. Hierflir wurden am LV Abwasserproben (wegen niedriger Inzi-
denz vermeintlich negativ) entnommen und am 24.08.2021 am KGU zugestellt (4°C). In einem
Vorversuch wurden die Abwasserproben erfolgreich mit inaktiviertem SARS-CoV-2 gespikt
(Abbildung 11.15), wobei ein Vorab-Test mittels RT-qPCR eine proportionale Verringerung der
Ct-Werte zeigte. Die Abwasserproben wurden auf Konzentrationen mit hitzeinaktivierten pa-
rentalen SARS-CoV-2 B (FFM1) oder SARS-CoV-2 B.1.617.2 (Delta) gespikt, die zuvor cha-
rakterisiert und sequenziert worden sind (Toptan et al. 2020; Wilhelm et al. 2021). Die Kon-
zentrationen wurden mittels RT-dPCR wie folgt bestimmt: Probe 1: 6x10°% Kopien/L
(100 % FFM1); Probe 2: 6x107 Kopien/L (90 % Delta, 10 % FFM1); Probe 3: negativ; Probe 3:
6x10° c/L (100 % FFM1). Zwischen dem berechneten Input und der gemessenen SARS-CoV-
2-RNA-Menge konnte ein deutlicher Unterschied von mehreren log-Stufen nachgewiesen wer-
den, was auf starke Nuklease-Aktivitat im Abwasser zuriickzuflhren ist. Anhand dieser Vor-
Werte wurden 4 Laborvergleich-Proben gespikt und an das ISA und LV versandt (06.09.2021).
Die Zustellung der Proben an beide Labore wurde unter Einhaltung der Kuhlkette bestatigt.
Die Messung der Proben wurde fir den 09.09.2021 vereinbart, wobei das ISA bis dahin noch
nicht am Laborvergleich teilnehmen konnte. Die Auswertung der Proben wurde am 29.09.2021
besprochen, wobei die Ergebnisse des Laborvergleichs zwischen KGU und LV bei Mehrfach-
bestimmungen (n=3) mit einem Target (N2) gute Ubereinstimmungen ergaben. Die Tenden-
zen der Proben konnten in den mit hohen und intermediaren Mengen gespikter SARS-CoV-2
RNA qualitativ gut wiedergegeben werden. Mangels Kalibrierungsstandard am LV konnte je-

doch noch keine Kopienzahl verglichen werden.
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11.1.4.1.2 Laborvergleich 2: Qualitatskontrolle durch realitatsnahen Laborvergleich

[]

mit gespiktemm Abwasser

Abbildung 11.16: Proben fiir die Qualitatskontrolle durch realititsnahen Laborvergleich mit ge-
spiktem Abwasser

Ein weiterer Laborvergleich zum Nachweis von SARS-CoV-2-Varianten im Abwasser wurde
durch KGU ausgerichtet. Hierflr wurden Ruckstell-Abwasserproben aus Zeiten niedriger Inzi-
denz und Negativitat fir die Omikron-Variante (KW26/2021) als Ausgangsmaterial ausgesucht

und durch EGLV zur Verfligung gestellt.

Die SARS-CoV-2-Subvariante von Omikron (BA.2) wurde kurz nach dem Auftreten der BA.1-
Variante identifiziert. Eine Anzucht in Zellkultur und RNA-Isolierung fir weitere PCR-Analysen
und Laborvergleiche ist am KGU gegliickt. Erweiterte RT-dPCR-Analysen der Abwasserpro-
ben, die anhand der Positionen E484A, T547K und H655Y zwischen den Subvarianten BA.1
und BA.2 sowie Delta unterscheiden kdnnen, wurden auf Spezifitat Gberprtft (siehe auch Me-

thodenentwicklung und Anwendung dPCR).
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Abbildung I1.17: Qualitatskontrolle- Realitatsnaher Laborvergleich mit gespiktem Abwasser. A)
Positivanteil zur Zeit der Nullprobenahme (Quelle: RKI-Dashboard). B) Erhal-
tene Proben, angekommen unter Einhaltung der Kiihlkette am Beispiel KWR
(NL)
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Wegen niedriger Inzidenz und vermeintlicher Negativitat fir die Omikron-Varianten wurde
KW26/2021 als Ausgangsmaterial ausgesucht (Abbildung 11.17). Mehrere Liter dieser Proben
werden am 26.01.2022 am KGU zugestellt (4°C). Mehrere Liter dieser Proben wurden Ende
Januar 2022 am KGU mit inaktiviertem, authentischem SARS-CoV-2 Beta, Delta sowie Omik-
ron BA.1 und BA.2 in verschiedenen Konzentrationen gespikt (Abbildung 11.18). Nach hausei-
gener Qualitatskontrolle konnten die Proben an alle Laborvergleichsteilnehmer zum Zweck der
Viruslastquantifizierung (quantitativ) sowie Virusvariantennachweis (qualitativ) an die vorgese-
henen Labore (KGU, ISA, LV sowie in Unterauftrag an KWR (Niederlande)) und die weiteren
Teilnehmer (vgl. FiW AP1) verschickt und der Laborvergleich im Februar 2022 durchgefiihrt
werden. Die Ergebnisauswertung vom 02.03.2022 (Abbildung 11.19 + Abbildung 11.20) belegt
recht hohe Vergleichbarkeit in der Tendenz bzw. hinsichtlich der Kopienzahlbestimmung. Un-
ter Einsatz verschiedener Methoden (RT-qPCR, dPCR, ddPCR) und Verwendung individueller
Testkits konnten alle teiinehmenden Labore eine prinzipiell korrekte Konzentrationsabstufung

der untersuchten Proben angeben.

Fir den quantitativen (RT-dPCR und RT-ddPCR) und semiquantitativen (RT-qPCR) Nachweis
der Varianten wurden mehrere variantenspezifische Primer und Sonden verwendet, die die
Spike-Substitutionen A69/70, G339D, K417N, L452R, N501Y, H655Y, N856K detektieren (Ab-
bildung 11.19A-E). Zusatzlich wurde eine Omikron-spezifische Multiplex-PCR (OmMet) einge-
setzt. Der semiquantitative Nachweis viraler Varianten ohne Angabe von Genomkopie-Aqui-
valenten, aber mit Angabe des qualitativen Nachweises wurde mit RT-qPCR fir A69/70,
K417N, L452R und N501Y durchgeflhrt. Sowohl bei den Laboren, die variantenspezifische
digitale RT-PCR durchfuhren, als auch bei den klassischen RT-gPCR-Analysen traten aller-
dings Bestimmungsfehler auf, die zu einer falschen Interpretation der detektierten Varianten
fuhrten (Abbildung II.20E). Insbesondere bei den haufig verwendeten Assays fur N501Y und
Del69/70 wurde keine Korrelation zwischen der verwendeten PCR-Methode und der Validitat

der erhobenen Daten festgestellt.

Abhangig von den verwendeten Primer/Sonden-Paaren (K417N, N501Y, del69/70, H655Y,
G339) konnten zwei Laboratorien (4 und 6) die Probe 2 mit der hochsten SARS-CoV-2-RNA-

Konzentration mittels eines schrittweisen Ausschlussverfahrens als Beta identifizieren.

Bei Probe 3, die maRige Mengen an Delta und BA.1 enthielt, wie sie in Zeiten geringerer Inzi-
denzen beobachtet wurden, wurde das Vorhandensein von BA.1-verwandten Substitutionen
(K417N, Del69/70, H655Y, N501Y, OmMet, G339D, N856K) Uberwiegend korrekt nachgewie-
sen. Bemerkenswert war, dass 15 von 18 durchgeflihrten BA.1-bezogenen PCR-Tests erfolg-
reich BA.1 nachweisen konnten. Der Test fur L452R, der ausschlief3lich von Labor 6 (KGU)
durchgefuhrt wurde, wies SARS-CoV-2 Delta korrekt nach, auch wenn unter Angabe einer

geringeren relativen Mutantenfraktion als fir Probe 3 erwartet (Abbildung 11.19).
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Probe 4, die so aufbereitet war, dass sie in etwa der Nachweisgrenze entsprach, war mit ge-
ringsten Mengen der Omikron BA.2-RNA gespikt. Das Vorhandensein von BA.2 konnte von
den meisten Laboren sowohl mit RT-gPCR als auch mit RT-dPCR oder RT-dPCR mit dem
Assay flr K417N erfolgreich nachgewiesen werden (Abbildung 11.19). Dartber hinaus waren
die Assays fur G339D sowie OmMet fur einen sehr empfindlichen Nachweis von BA.2 in Ab-
wasser geeignet. Nur 50% der N501Y-spezifischen Assays waren in der Lage BA.2 nachzu-
weisen, wahrend der Assay spezifisch fur die Del69/70-Position im SARS-CoV-2-Spike in
50 % der Assays falsch-positiv nachgewiesen wurde. Auch der Test fir N856K, der fir die
Omikron-Untervariante BA.1 spezifisch ist, fihrte bei der Untersuchung der Probe 4 zu einem

falsch-positiven Signal.

Insgesamt waren die meisten Labore in der Lage, SARS-CoV-2-variantenspezifische Mutatio-
nen auch in Proben mit geringer Spike-in-Menge zuverlassig nachzuweisen. Die Ausfalle stan-
den nicht im Zusammenhang mit der angewandten PCR-Methode, sondern mit der Perfor-

mance des zugrunde liegenden variantenspezifischen PCR-Assays.

NGS-Sequenzierung von SARS-CoV-2-Varianten
Ein NGS-Labor war in der Lage, Probe 2 mit einer Abdeckung von 99 % korrekt als SARS-
CoV-2 Beta (B.1.351) zu identifizieren (Figure 11.21). Hier lag die hochste Konzentration an

gespikter Virusmenge vor. Bei geringeren Spike-in-Mengen wurde ein Rickgang der sequen-
zierten Genom-Abdeckung auf 86 % bzw. 57 % fur die beiden nacheinander sequenzierten
Replikate von Probe 3 beobachtet. Dennoch konnte Probe 3 korrekt als eine Mischung aus
Delta und Omikron BA.1 erkannt werden. Die Probe 4 mit niedriger Konzentration konnte je-
doch mangels ausreichender Abdeckung (<50 %) als Omikron-Unterlinie, nicht aber als BA.2
identifiziert werden. Ein weiteres NGS-Labor war nicht in der Lage korrekte Daten zu SARS-
CoV-2-Varianten zu meldet (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend lasst sich schlussfol-
gern, dass die Variantenidentifizierung durch NGS-Sequenzierung im Vergleich zur PCR gro-
Rere Mengen an viraler RNA erfordert und bei einer Analyse mit geringer Genomabdeckung

nur eine begrenzte Vorhersagekraft hat.
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Abbildung 11.18: Design des Abwasser-Laborvergleichs. A) Schematische Darstellung des Ver-
suchsplans mit den inaktivierten authentischen SARS-CoV-2-Varianten Beta,
Delta und Omicron BA.1 und BA.2. B) Errechnete Spike-in Menge von hitzein-
aktivierten SARS-CoV-2 Varianten. C) Variantenspezifische Spike-in Menge von
SARS-CoV-2 Beta, Delta, BA.1 und BA.2. D) Von den teilnehmenden Laboren
untersuchte SARS-CoV-2 Spike-Mutationen und Vorkommen in von bis Februar
2022 aufgetretenen SARS-CoV-2 VoCs.
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Abbildung 11.19: Quantitativer Nachweis von SARS-CoV-2-Genom-Kopienadquivalenten. A) RT-
PCR-basierter quantitativer Nachweis von SARS-CoV-2-Genomkopiedquivalen-
ten (GCE) fiir jedes teilnehmende Labor. B) Zusammenfassung der ermittelten
SARS-CoV-2 GCE aller teiinehmenden PCR-Labore (95 % Konfidenzintervalle,
Fehlerbalken zeigen die Spanne der geringsten und héchsten gemessenen
Konzentration, schwarze Punkte entsprechen einzelnen quantitativen SARS-
CoV-2 GCE Assays). C) +D) Relation von gemessenen SARS-CoV-2 GCE und
errechneter Spike-in Menge.
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Abbildung 11.20: Qualitative Analyse der SARS-CoV-2-Varianten. A-C) Nachweis von SARS-CoV-
2-Spike-Substitutionen, die in allen Labors analysiert wurden. Die entspre-
chende Nachweismethode (RT-qPCR, RT-dPCR oder RT-ddPCR) ist angegeben.
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Die folgenden SARS-CoV-2 Spike (S)-Substitutionen wurden mit variantenspe-
zifischen Primern und Sonden untersucht, die in allen teilnehmenden Labors
verwendet wurden: A) K417N, B) N501, und C) A69/70. D) Evaluierung der ein-
gesetzten PCR-Primer/Sonden. Hell- bzw. dunkelblau weist auf die Abwesenheit
bzw. Anwesenheit der entsprechenden Mutation in allen bis Februar 2022 auf-
tretenden SARS-CoV-2 VoCs hin. Fehlende Sequenzinformationen kommerziel-
ler Primer/Probes ist in grau hervorgehoben. Erwartete Effekte auf Assay Spe-
zifizitdt und Sensitivitat (,, « = geringer Effekt, ».. = moderater Effekt). E) Zusam-
menfassung der PCR-bestimmten relativen Anteile der angegebenen SARS-
CoV-2-Spike-Substitutionen. Grau = falsch-positives/negatives Ergebnis, hell-
griin = korrekte Bestimmung von Abwesenheit/Anwesenheit der entsprechen-
den Mutation, dunkelgriin = korrekte Bestimmung der Anwesenheit/Abwesen-
heit der entsprechenden Mutation innerhalb des gewahlten Toleranzbereiches
von 25 %.
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Abbildung I1.21: Genomanalyse von SARS-CoV-2-Varianten aus gespiktem Abwasser.
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et al,. 2023, STOTEN)
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1.5 Zusammenfassung der Kernergebnisse des Arbeitspakets

Der etablierte Workflow zum SARS-CoV-2-Abwassermonitoring ist mit vergleichsweise Uber-
schaubarem Aufwand in gut ausgebauten abwassertechnischen Analytik-Laboren mdglich.
Die Methodik ist erlernbar und kann auch von Laborpersonal ohne bisherige Erfahrung in mo-
lekularbiologischer Analytik erlernt und durchgefiihrt werden. Die Auswertung und Interpreta-
tion der Ergebnisse erfordert eine detaillierte und aufwendigere Einarbeitung und sollte immer
in Kooperation mit Experten erfolgen. Neben der SARS-CoV-2-Analytik kdnnen neben den
normalen Standardparametern bei Abwassern gegeben falls die Harnstoffkonzentration oder
die Crassvirales als Normalisierungsparameter erganzend gemessen werden. Ein Bedarf zur

Normalisierung gab es in diesem Projekt jedoch nicht.

Die Methodik wurde im Rahmen von Standardverfahrensanweisungen im Umweltanalytischen
Laboratorium des ISA und im Kooperationslabor von Emschergenossenschaft und Lippever-
band mit dem Ruhrverband dokumentiert. Die Verfahrensanweisungen ermdglichen, erganzt
um einen fertiggestellten Kurzfilm zur Dokumentation des Workflows, dessen Etablierung auch
in weiteren Laboren. Das Video zum Workflow der RT-gPCR wurde mit Texteinblendungen in

deutscher Sprache versehen (https://covidready.de/). Das Workflow-Video basiert auf einer

textlichen Zusammenfassung des Laborablaufs durch den LV und wurde um Anmerkungen
von ISA und KGU erganzt. Als Zielpublikum wurden grof3e Abwasserentsorger identifiziert, die
eigene Laborkapazitaten aufbauen méchten. Entsprechend hat das Video den Charakter ei-
nes textbegleitenden Schulungsvideos zur Etablierung des Workflows und steht nicht fir sich

allein.

In dieser Studie haben wir einen Vergleich zwischen Laboren durchgefihrt, die auf PCR- und
NGS-basierte abwasserepidemiologische Analysen von SARS-CoV-2 und deren Varianten
spezialisiert sind. Gefrorene Ruckstellproben aus Zeitrdumen mit geringer COVID-19-Inzidenz
wurden mit verschiedenen inaktivierten authentischen SARS-CoV-2-Varianten in abgestuften
Konzentrationen und Verhaltnissen versetzt. Die Proben wurden zur Analyse mit laborspezifi-
schen Methoden an die teilnehmenden Laboratorien geschickt, und die gemeldeten viralen
RNA-Genomkopien und der Nachweis viraler Varianten wurden mit den erwarteten Werten
verglichen. Trotz unterschiedlicher Isolierungs- und Nachweismethoden in den teilnehmenden
Laboren konnte eine hohe Reproduzierbarkeit und Zuverladssigkeit der abwasserbasierten

SARS-CoV-2-Genom-Kopienaquivalentmessungen nachgewiesen werden.

Die PCR-basierte Genotypisierung war in Abhangigkeit von der zugrundeliegenden PCR-As-
say-Qualitat in der Lage, den relativen Anteil variantenspezifischer Substitutionen auch in Pro-

ben mit geringer Spike-in-Menge vorherzusagen. Die Identifizierung von Varianten durch
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NGS-Sequenzierung erforderte jedoch groRe Mengen an viraler RNA und hatte einen be-
grenzten Vorhersagewert, wenn die Analyse bei geringer Genomabdeckung durchgefliihrt

wurde.

Zusammenfassend zeigt der Laborvergleich, dass trotz unterschiedlicher Extraktions- und
Analysemethoden eine hohe Ubereinstimmung der SARS-CoV-2-Genomkopiedquivalente er-
reicht werden konnte. Daher ist ein dezentraler Ansatz zur Uberwachung des SARS-CoV-2-
Abwassers aus unserer Sicht geeignet, um vergleichbare Analyseergebnisse zu erzielen. Eine
vorherige Qualitatskontrolle der einzelnen Arbeitsablaufe ist fir eine korrekte Variantenvorher-
sage unerlasslich. Da das Abwasser-Monitoring zu einem Routinetest fir die SARS-CoV-2-
Surveillance geworden ist und fur Schutz- und Praventionsmaflinahmen bei kiinftigen Pande-
mien eingesetzt werden kdnnte, empfehlen wir die Durchfiihrung obligatorischer Qualitatskon-
trollen und realistischer Vergleiche zwischen den Labors fir relevante Analysen unter Verwen-

dung negativer Abwasserproben, die mit authentischen Viren versetzt sind.
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.2 Methodenentwicklung und -anwendung dPCR

.21 Etablierung von dPCR fir Mutantennachweis in Abwasser

Der Begriff der digitalen RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) beschreibt
eine Methode, die es erlaubt die absolute Menge bestimmter RNA-Moleklle in einer Probe zu
quantifizieren. Im Gegensatz zur traditionellen RT-PCR, in der das Gesamtvolumen der Probe
in einer einzigen Reaktion verwendet wird, ermdglicht die digitale RT-PCR die Aufteilung der
Probe in mehrere tausend Kompartimente, in denen einzelne Reaktionen stattfinden. Hierbei
wird anhand einer Fluoreszenzdetektion die Anzahl PCR-positiver Kompartimente als Grund-
lage der absoluten Quantifizierung in der zu untersuchenden Probe enthaltenden RNA-Mole-
kile verwendet (Abbildung 11.23). Im Rahmen des Arbeitspakets AP2 sollte ein PCR-Gerat
(QIAcuity One* der Fa. Qiagen) zur digitalen PCR-Analytik von SARS-CoV-2-Genomko-
piedquivalenten getestet werden. Hierbei sollten die potenziellen Vorteile der hohen Ampilifi-
kationseffizienz, der Unempfindlichkeit gegenuber PCR-Inhibitoren, sowie hohe Sensitivitat
evaluiert werden. Ferner sollten Multiplex-Analysen zur Bestimmung der Frequenz von SARS-
CoV-2-Varianten eingesetzt werden. Die Sensitivitat und Spezifitat dieser Variantennachweise
sollte durch ,Spiken® von SARS-CoV-2 negativen Abwasserproben mit inaktiviertem Virusma-
terial (authentische SARS-CoV-2-Viren inkl. Varianten) auch innerhalb von internationalen La-

borvergleichen evaluiert werden.

RT-qPCR RT-dPCR

Variierende PCR- < ': ‘3\\'.‘\
Effizienz beeinflusst e |
Ct-Wert *

28.000 individuelle Endpunkt-PCRs pro Probe

Quantifizierungs-
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Absolute
Quantifizierung ' .
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Abbildung 11.23: Vor- und Nachteile der Amplifikation und Detektion von SARS-CoV-2-RNA mit-
tels RT-qPCR und RT-dPCR

Mittels klassischer RT-qPCR-Analytik wurde parallel mit dem Vergleich von Testkits zur De-
tektion von SARS-CoV-2 und deren Varianten begonnen und Reagenzienvergleiche (Pro-
mega versus Qiagen) ausgewertet. Das digitale PCR-Gerat ,QI/Acuity One“ der Fa. Qiagen
(dPCR) wurde am 02.09.2021 geliefert und installiert. Ein Gerate-Training erfolgte am
03.09.2021. Die initiale Testung mittels CDC N1/N2- Primern separat im FAM- und Cy5-Kanal
konnte bei Einsatz der 26K Nanoplates mit dem QIAcuity One-Step Viral RT-PCR Kit der Fa.
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Qiagen erfolgreich etabliert werden. Seit dem 06.09.2021 wurden kontinuierlich Optimierun-
gen hinsichtlich der Methodenkonditionen der SARS-CoV-2-Varienten-Analytik durchgefihrt.

Die Optimierungen wurden auf folgende Prozessierungsschritte angewandt:

1) Extraktion der RNA: Initial wird die virale RNA aus der Abwasserprobe gereinigt, auf-
konzentriert und isoliert.

2) Reverse Transkription: Die isolierte RNA wird mittels des Enzyms Reverse Transkrip-
tase in cDNA (komplementare DNA) umgewandelt (erfolgt zusammen mit Schritt 3;
One-Step-Verfahren)

3) Primersetup und Amplifikation: Innerhalb jeder Reaktionskammer (Kompartimente)
wird die cDNA separat amplifiziert. Nach abgeschlossener Amplifikation werden fluo-
reszierende Farbmarker verwendet, um PCR-positiven Kompartimente zu detektieren.

4) Detektion und Analyse: Durch die Analyse der Anzahl der positiven und negativen
Kompartimente kann die Anzahl der RNA-Molekdle in der urspriinglichen Probe be-
rechnet werden. Das Signal-Rausch-Verhaltnis ist hierbei entscheidend.

Diese Einzelschritte wurden im Rahmen der Methodenetablierung optimiert und sind nachfol-

gend beschrieben.

1.2.1.1 Probenvorbereitung und Extraktion der Nukleinsauren

Ein essenzieller Schritt der Feinanalytik ist die Probenaufbereitung. Hierzu wurden zunachst
Verfahren zur Isolation der im Abwasser-befindlichen viralen Nukleinsduren zur maximalen
Sensitivitatssteigerung optimiert. Die Qualitat der Template-RNA ist hierbei wichtig, um eine

effiziente PCR ohne Anwesenheit inhibitorischer Stérfaktoren zu gewahrleisten.

Die gangige, aber aufwendige Ultrafiltration-basierte bzw. Amicon-Saulen basierte Methode
wurde in Verbindung mit kommerziell erhaltlichen Kits (u. a. der Firmen Promega und Qiagen)
hinsichtlich Ihrer Effizienz getestet. Anschlieend wurden die Isolationsverfahren bezlglich ih-
rer Ausbeute (Menge der SARS-CoV-2-Genomkopiedquivalente) hin verglichen. Zunachst
wurden Optimierungen der Isolationsmethodik durchgeflihrt und verschiedene Amicon-Rdhr-
chen (10kDa - 100kDa) zur Aufkonzentrierung der Abwasserproben miteinander verglichen.
30kDa und 100KDa erzielten hierbei im Vergleich zu 10kDa-Réhrchen die hdchste Ausbeute
(Abbildung 1). Parallel wurde die sogenannte 4S-Methode (Sewage, Salt, Silica, and SARS-
CoV-2 (4S) getestet, die eine einfache und zeitsparende Methode fur Probenaufbereitung mit
hoher Ausbeute darstellen kann (Whitney et al. 2021). Die ersten Testversuche flhrten jedoch
zum irreversiblen Verstopfen der Silicamembranen, sodass die Methode verbessert und ins-
besondere die Vorfiltration verfeinert werden musste. Das Endprotokoll wird im Nachfolgenden
als FESPINA bzw. Direct capture bezeichnet (Filtrated Ethanol Salt Precipitation-based isola-
tion of Nucleic Acids). Im Gegensatz zu den Ultrafiltration-basierten Methoden erméglicht FE-
SPINA auch die Isolation von eingefrorenen Riickstellproben (Abbildung 11.24 sowie Tabelle
I1.7). Diese Fahigkeit ist besonders dann relevant, wenn eine retrospektive Analyse der Ab-

wasserproben (ggf. > 1 Jahr Lagerung) erfolgen soll. Eine solche retrospektive Analyse von
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Ruckstellproben zur Zeit des SARS-CoV-2-Variantenlibergangs von Alpha zu Delta wurde im
Langzeitverlauf durchgefiihrt (siehe Kapitel 11.2.2). Die Ergebnisse dieser Studie werden zu-
sammen mit den Erkenntnissen aus der Methoden-Optimierung in einem Manuskript ver-
schriftlicht.
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Abbildung 11.24: Methodenoptimierung: Effekt der Abwasserlagertemperatur auf die SARS-
CoV-2 Viruslast-/Variantenbestimmung

Im Vergleich zu dem Amicon-Réhrchen stellte sich die FESPiNA-Methode in Kombination mit
einer auf dem ,Wizard Enviro TNA Kit“ (Fa. Promega) basierten RNA-Extraktion als eine ein-
fache und zeitsparende Methode fiir die Probenaufbereitung von gekihlten Abwasserproben
sowie eingefrorenen Rickstellproben dar. Die Testversuche zeigten, dass die Methode sowohl
fur gespikte als auch authentische Abwasserproben zur SARS-CoV-2-Viruslastbestimmung

sowie auch zur Charakterisierung von Virusvarianten bestens geeignet ist.

FESPINA ermoglicht dartiber hinaus die Extraktion von SARS-CoV-2-RNA aus bis zu 24 Ab-
wasserproben innerhalb von ca. vier Arbeitsstunden (Tabelle I1.7). Ultrafiltration-basierte Me-

thoden bendétigen hierfir mit acht Arbeitsstunden erheblich langer.

Eine haufige Komplikation bei der Extraktion von Nukleinsauren von Abwasserproben ist das
Verstopfen der Filter. Insbesondere bei der Verwendung von 10-kDa-Amiconréhrchen kam es
trotz vorherigen Zentrifugierens haufig zu verstopften Filtern und somit zu einem vorzeitigen
Abbruch der Extraktion von RNA der betreffenden Abwasserprobe. Die Verstopfungsgefahr
war sehr hoch bei Abwasserproben mit hohem Feststoffanteil (Tabelle 11.7). Die Verwendung
von 30kDa- und 100kDa-Amiconréhrchen reduzierte das Risiko verstopfter Amiconfilter, je-
doch stieg gleichzeitig das Risiko einer verstopften Silicamembran wahrend der darauffolgen-
den Aufreinigung von Nukleinsduren mit kommerziell erhaltlichen Kits (u. a. der Firmen Pro-
mega und Qiagen). Das finale Protokoll von FESPINA wies insgesamt ein signifikant geringes
Risiko verstopfter Filter-, sowie Silicamembranen auf unabhangig von der im Abwasser ent-

haltenen Feststoffmenge.
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Tabelle 11.7: Ubersicht der Evaluation verschiedener Methoden zur Abwasserprobenvorbe-
reitung und Extraktion der Nukleinsauren

FESPiNA UF UF UF
-10kDa -30kDa -100kDa

Arbeitszeit ~4h ~8h ~8h ~8h
Verstopfungsgefahr gering/gering sehr hoch/moderat  hoch/hoch moderat/sehr hoch
(Filter-/Silicamembran)
geeignet fiir kommunales ja/ja ja/nein ja/nein ja/nein
Abwasser
(geringe/hohe Feststoffmengen)
geeignet fiir Riickstellproben ja/ja ja/nein ja/nein ja/nein

(gelagert bei 4°C/-20°C)

.21.2 Reverse Transkription

Das anfangs von der Fa. Qiagen zur Verfiigung gestellte Kit (QlAcuity One-Step Viral RT-PCR
Kit) hat sich im Vergleich zur konventionellen RT-gPCR als wenig sensitiv bei der Analyse von
SARS-CoV-2-Varianten in Abwasserproben erwiesen. Im Laufe der Projektlaufzeit stellte die
Firma Qiagen eine Weiterentwicklung des o. g. Detektionskits (QlAcuity OneStep Advanced
Probe Kit) zur Verfligung. Stabilere Enzyme sowie eine erhdhte relative Resistenz gegeniber
inhibitorischen Bestandteilen konnten einen deutlichen Performance Zuwachs generieren (Ab-
bildung 11.25).

SARS-CoV-2 RNA wurde aus Abwasser aus Januar 2022 extrahiert. Zu dieser Zeit war SARS-
CoV-2 Omikron BA.1 dominant. Sowohl bei der Bestimmung der SARS-CoV-2 Viruslast mittels
des dualen N1+N2 Assays, sowie bei dem variantenspezifischen Multiplex-Assays fur K417
und K417N konnten mehr positive Signale mit dem QlAcuity OneStep Advanced Probe Kit im
Vergleich zu dem QIAcuity One-Step Viral RT-PCR Kit ermittelt werden.
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Abbildung 11.25: Das QlAcuity OneStep Advanced Probe Kit ermdglicht eine sensitivere SARS-
CoV-2 Viruslastbestimmung bzw. Variantendetektion im Abwasser mittels RT-
dPCR im Vergleich zu dem QlAcuity One-Step Viral RT-PCR Kit

.2.1.3  Primersetup und Amplifikation

Die RT-PCR (inklusive dPCR) ist eine molekularbiologische Methode zur in vitro Vervielfalti-
gung bestimmter Nukleinsdure-Sequenzen. Hierfir sind zahlreiche Sequenz- und Detektions-
spezifische Voraussetzungen notwendig, die individuell optimiert werden kénnen. Die Wahl
der richtigen Primer und Sonden ist von entscheidender Bedeutung, um eine sensitive und
spezifische Amplifikation zu erreichen. Die codierende Sequenz des SARS-CoV-2 N-Gens ist
innerhalb aller viralen mRNA-Isoformen (genomische und subgenomische RNA) enthalten und
damit das am haufigsten vorkommende virale Gen (Finkel et al. 2021; Long 2021). Es eignet
sich daher ideal zur Detektion der stark degradierten viralen RNA im Abwasser. Die Detektion
von SARS-CoV-2 N mittels Dual-Target-Ansatz (N1/N2) erhéht die Trefferquote und verbes-
sert die Sensitivitat (Abbildung 11.26).
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Abbildung 11.26: PCR-Analysemethoden zur quantitativen und qualitativen Bestimmung von
SARS-CoV-2. (DVTA 2022; Wikipedia 2008)

Die absolute Quantifizierung mittels dPCR konnte im Vergleich zu einer kommerziellen auf
Kalibrierungsstandards (hergestellt durch Verdlinnungsreihen bekannter DNA-Fragmente, die
das Zielgen enthalten) basierten Quantifizierung mittels RT-qPCR-Methode eine Differenz von
bis zu Faktor 10 ermitteln. Das Ergebnis macht deutlich, dass unterschiedliche Kalibrierungs-
standards bei der RT-gPCR basierten Bestimmung vereinheitlicht werden missen, um ver-
gleichbare quantitative Ergebnisse in den einzelnen Laboren zu erzielen. Eine dPCR-basierte
Vorab-Quantifizierung eines einheitlichen Kalibrierungsstandards, der an alle Labore des Kon-
sortiums verschickt wird, wirde hier einen deutlichen Mehrwert bringen. Ein entsprechender
Kalibrationsstandard wurde in KGU hergestellt und den Kooperationspartnern in Aachen und

Essen zur Verfligung gestellt.

Die variantenspezifischen Primer/Sonden sollten eine minimale Dimerbildung aufweisen und
keine Kreuzreaktionen mit unspezifischen Sequenzen eingehen. Letzteres hat sich insbeson-
dere bei der spezifischen Detektion von SARS-CoV-2-Varianten als essenzielle Vorausset-
zung herausgestellt. Im Rahmen der Etablierung und Evaluierung der PCR-Assays wurden
SARS-CoV-2-Virusstocks hergestellt und zur Spezifitats- und Sensitivitatstestung eingesetzt
(siehe auch Kapitel 11.1.4). Um in den anfanglichen Niedriginzidenzphasen der Pandemie aus-
reichend authentisches Probenmaterial fur die Workflow-Entwicklung zur Verfligung zu haben,
wurden grofde Mengen an infektiosen SARS-CoV-2 B.1.617.2 (Delta), B.1.1.7 (Alpha) sowie B
(Ursprungsvirus) hergestellt und mit bereits etablierten Methoden inaktiviert, sodass Abwas-
serproben mit den inaktivierten Viren (in unterschiedlichen Verhaltnissen der Varianten zuei-

nander) gespikt werden kdnnen. Die Auswertung der Inaktivierungskontrolle war erfolgreich.
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Kommerzielle Testkits verschiedener Anbieter zum Nachweis von SARS-CoV-2 Varianten
wurden auf lhre Sensitivitat und vor allem Spezifitat hin Gberprift. Der (d)PCR-basierte Nach-
weis von SARS-CoV-2-Varianten erfordert eine spezifische Diskriminierung von ,Wildtyp* und
Mutante, was allerdings bei einigen kommerziell verfigbaren Kits nicht gegeben war (z. B.
K417N-Assay des Promega Panel-8 Kits). Auch bei einigen publizierten Primern und Probes
(Del69/70 Mex) wurden falsch positive Detektionen beobachtet (Wilhelm et al. 2022a; Wilhelm
et al. 2022b)

Zwecks Nachweis von SARS-CoV-2-Varianten mittels dPCR wurde zunachst ein von der
Firma I.A.G.E. entwickeltes Multiplex-Kit getestet, das jedoch wegen unzureichender Fluores-
zenzintensitaten (auch bei der Positivkontrolle) sowie veralteter Mutationsnachweise von wei-
teren Testreihen ausgeschlossen wurde. Ein z. T. LNA-basiertes und flexibles auf Einzelkom-
ponenten basiertes Primer/Probe-System wurde daher entwickelt und getestet (Promega, IDT,
Qiagen). Unter Zuhilfenahme gespikter Proben konnten die SARS-CoV-2-Varianten B.1.1.7
(Alpha, N501Y, P681H), B.1.617.2 (Delta, L452R, P681R) und P.2 (Zeta, E484K) eindeutig
diskriminiert werden. Die Bestimmung der Linearitat bei quantitativem Einsatz sowie die Nach-
weisgrenze (auch bei Mischproben) wurden bestimmt und die Reaktionsbedingungen opti-

miert.

In Rahmen dieses Projektteils wurde letztendlich auf ein auf Einzelkomponenten-basiertes Pri-
mer/Probe-System gesetzt, welches eigens entwickelt und getestet wurde. Hierbei kann si-
multan der Anteil von Wildtyp (Cy5, HEX) und Mutante (FAM) an bestimmten Positionen im
Virusgenom in mehreren Fluoreszenzkanalen nachgewiesen werden. Auch vorab als valide
definierte kommerziell erhaltliche Primer/Probe-Kits der Fa. Promega (Panel 8) sowie indivi-
duell hergestellte LNA-Probes und Primer wurden flr den dPCR-Einsatz hinsichtlich Sensitivi-

tat und Spezifitat erfolgreich implementiert.

Die meisten Standard-PCR-Protokolle verwenden eine Temperatur von 95°C fiir 30 Sekun-
den, um die Doppelstrang-DNA in Einzelstrang-DNA zu denaturieren. Wenn die Denaturierung
unzureichend ist, kann dies zu einer geringeren Ausbeute oder unspezifischen Amplifikation
fuhren. Die vom Hersteller vorgegebenen 5 Sekunden Denaturierung erwiesen sich als bei

Einsatz von 24-well Nanoplates als geeignet flr diverse Anwendungen.

Die Annealing-Temperatur sollte so gewahlt werden, dass die Primer spezifisch an die Ziel-
Sequenz binden. Eine niedrige Annealing-Temperatur kann zu unspezifischer Bindung flhren,
wahrend eine hohe Annealing-Temperatur zu geringer Ausbeute flihren kann. Die optimale
Annealing-Temperatur der Primer/Probes des N1/N2 Dual-Assays sowie aller verwendeten
LNA-Assays, wie beispielsweise zur Detektion der Substitutionen L452R, K417N, Del144,
H655Y und D950N wurde ermittelt und in darauffolgenden dPCR Testungen berucksichtigt.
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Die Anzahl der PCR-Zyklen sollte so gewahlt werden, dass eine ausreichende Amplifikation
erreicht wird, ohne dass unspezifische Produkte gebildet werden. Eine zu hohe Anzahl von
PCR-Zyklen kann zu unspezifischer Amplifikation fihren, wahrend eine zu niedrige Anzahl von
PCR-Zyklen zu geringer Amplifikation fiihren kann. Die Anzahl von 50 PCR-Zyklen erwies sich
als optimale Bedingung flr sensitive dPCR-Assays ohne das Auftreten unspezifischer Ampli-
fikationen. Auch die Optimierung der Reaktionsbedingungen wie der Konzentration von Pri-
mern, Sonden und Enzymen hat dazu beitragen, das Signal-Rausch-Verhaltnis zu verbessern.
Ebenfalls erwies sich die VergroRerung des eingesetzten Volumens aufgereinigter Nuklein-
sauren von 5 pL auf 10 yL als sinnvoll, insbesondere bei Proben, bei denen eine geringe
Menge detektierbarer SARS-CoV-2 RNA zu erwarten war. Hierbei war die Verwendung von
Positiv- und Negativen-Kontrollen sowie internen Kontrollen zur Uberpriifung des Priming-Er-

folgs (im Testkit standardmaRig enthalten) erforderlich.

.21.4  Detektion und Analyse

Bei der Auswertung der digitalen RT-PCR ist das Signal-Rausch-Verhaltnis entscheidend, um
eine Diskriminierung zwischen PCR-positiven und negativen Kompartimenten zu ermdglichen.
Eine Ansammlung von Signalen, die zwischen den Schwellenwerten des positiven und des
negativen Signals auftreten, werden als ,Rain“ (engl. Regen)-Phanomen bezeichnet. Dieses
Phanomen tritt aufgrund von Schwankungen wahrend der Amplifikation auf und kann die In-
terpretation der Ergebnisse erschweren. Innerhalb des Projektteils wurde die Ergebnisinter-

pretation durch verschiedene Optimierungsschritte verbessert.

Die Optimierung der Belichtungsdauer wurde fur jedes Zielgen unter Berlcksichtigung der
Excitations- und Emmissionsspektren angepasst, um die maximal dynamische Abdeckung zu
erhalten. Qualitativ hochwertige Primer und Probes mit sehr geringen basal Fluoreszenzni-
veaus wurden von der Firma IDT synthetisiert und bezogen. Hierbei konnten Hintergrundsig-

nale durch den Einsatz von hochwertigen Quenchern reduziert werden.

I.2.2 Charakterisierung von auffalligen Positivproben aus AP3

Im Verlauf der Pandemie stellen neue SARS-CoV-2-Varianten, die durch Mutationen der vira-
len Erbinformationen und evolutionarer Anpassung an den Wirt auftreten, das Gesundheits-
wesen immer wieder vor Herausforderungen. Neue Virusvarianten haben insbesondere das
Potenzial, sich auf die Antigen-Eigenschaften, die Ubertragbarkeit oder auf den Schweregrad
der Viruserkrankung auszuwirken. Da Mutationen auch die therapeutischen Mdglichkeiten ein-

schranken und zum Beispiel die Wirksamkeit monoklonaler Antikorper (Cathcart et al. 2021;
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VanBlargan et al. 2022; Wilhelm et al. 2022c) oder anderer antiviraler Wirkstoffe (z. B: Paxlo-
vid) beeintrachtigen kénnen (Hu et al. 2022; Jochmans et al. 2023; Service 2022), ist es von

grolder Bedeutung, die Verbreitung relevanter Varianten auf breiter Ebene zu beobachten.

Um die dynamische Ausbreitung kritischer Virusvarianten ohne teure Sequenzierungskosten
Uberwachen zu kdnnen, sollten auch im Rahmen dieses Vorhabens in regelmaligen Abstan-
den ausgewahlte und auffallige Proben sowie Ruckstellproben aus AP3 mittels dPCR unter-

sucht werden.

In Abwasserproben vom Zulauf zweier GroRR3klaranlagen der Emschergenossenschaft in Duis-
burg und Dinslaken konnte erstmals am Donnerstag, den 9.12.2021, eine fur die SARS-CoV-
2-Variante Omikron charakteristische Mutation (K417N) detektiert und an Folgetagen auch
das Auftreten weiterer typischer Mutationen (A69/70 sowie N501Y) bestatigt werden. Im Sinne
eines Frihwarnsystems konnten diese Abwasserbefunde erste Hinweise liefern, dass die O-
mikron-Variante im Einzugsgebiet dieser Klaranlagen auftritt. Im weiteren Verlauf konnte an-
hand Proben aus insgesamt drei Uberwachten Klarwerken (Bottrop, Duisburg Alte Emscher
und Emschermindung) der Nachweis erbracht werden, dass sich das Verhaltnis der Spike-
Variationen K417N, N501Y, A69/70 hinzu Omikron als bereits dominante Variante entwickelt
hat (siehe Pressemitteilung 12/2021). Die optimierte RT-dPCR-Methodik (Abbildung 11.27) eig-
net sich daher als vielseitiges Instrument zur schnellen abwasserbasierten Uberwachung der
SARS-CoV-2-Variantenausbreitung.
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Abbildung 11.27: Monitoring des SARS-CoV-2 Omikron-spezifischen Mutantenanteils von K417N

mittels digitaler PCR. A) Die 7-Tage-Inzidenz (links) und der relative Anteil von
Omikron (rechts) fiir Deutschland und Nordrhein-Westfalen (NRW) sind ange-
geben. Die epidemiologischen Daten basieren auf Individualtestungen und
stammen vom Robert Koch-Instituts (RKI) in Deutschland. B) Gesamtwerte von
SARS-CoV-2 (links) und die Omikron-detektierende Substitution K417N (rechts)
in Abwasserproben der Klaranlage KLEM. C) Die 7-Tage-Inzidenz in NRW kor-
reliert mit den nachgewiesenen SARS-CoV-2-Konzentrationen im Abwasser
(links). Der durch Einzeltests ermittelte relative Mutantenanteil von Omikron ist
in hohem MaRe vergleichbar mit dem relativen Anteil von K417N, der im Abwas-
ser gefunden wurde (rechts). (Wilhelm et al. 2022b)

Die Ende 2020 bis Anfang 2021 durchgeflihrte Studie Uber den (d)PCR-basierten Erstnach-

weis der SARS-CoV-2 Omikron-Variante im Abwasser konnte im international anerkannten

Fach-Journal Science of The Total Environment als Open-Access-Publikation am 01.08.2022

veroffentlicht werden (Wilhelm et al., 2022b). Hierbei wurde ein sukzessiver Workflow mit RT-
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gPCR, dPCR und NGS-Sequenzierung eingesetzt und die SARS-CoV-2 Omikron-Variante be-
reits am 8. Dezember 2021 im Abwasser aus NRW nachgewiesen. Die Bestatigung wurde
durch NGS-Sequenzierung in einer am 14. Dezember 2021 erhaltenen Probe erbracht. Die
Ausbreitung im Einzugsgebiet der untersuchten Klaranlagen konnte schliellich mittels digitaler
PCR erbracht und am 19. Januar 2022 Omikron als die dominante Variante quantifiziert wer-
den. Am 10.02.2022 konnte die Methode bei einem 6ffentlichen Vortrag fur Anwender (Work-
shop der Fa. Qiagen) durch Dr. Widera/KGU vorgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Studie
wurden zudem am 30.03.2022 in einem Vortrag ,Wastewater Surveillance Allows Early De-
tection of SARS-CoV-2 Omikron variant in North Rhine-Westphalia Germany* beim 31t Annual
Meeting of the Society for Virology durch Dr. Wilhelm /KGU vorgestellt. Als Synthese dieser
Projektergebnisse wurde in Abstimmung mit den Projektpartnern eine Ubersichtsgrafik (Abbil-
dung 1.2) zum dezentralen Testworkflow unter Einbeziehung der zur Verfigung stehenden
molekularbiologischen Methoden (RT-gPCR, RT-dPCR und NGS-Sequenzierung) erzeugt
und 6ffentlich zur Verfligung gestellt (Wilhelm et al. 2022b).

Kurz darauf sind in Stdafrika neue SARS-CoV-2 Omikron-Subvarianten BA.4 und BA.5 iden-
tifiziert worden. Eine Virus-Isolation und Anzucht in Zellkultur unter BSL3-Konditionen sowie
eine nachfolgende RNA-Isolierung fur die Validierung der PCR-Analysen sowie weiterer Test-
reihen (unter anderem Tests zum Nachweis der Positionen E484A, F486V, D950, L452R) ist
dazu unmittelbar am KGU erfolgt. Individuell von der Fa. IDT hergestellte LNA-Probes und
Primer zur Detektion der L452R-Mutation wurden fur den Nachweis der neuen Omikron-Vari-
anten BA.4/BA.5 hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat erfolgreich evaluiert. Somit konnte das
KGU bereits wenige Tage nach Bekanntwerden der neuen Subtypen spezifische Primer und
Sonden zur Verfugung stellen und diese in den zuvor publizierten Analyse-Workflow integriert
werden. Unter KGU-Anleitung wurden hierzu durch die Projektpartner Abwasserproben unter-
sucht. Proben, bei denen dezentral eine fir SARS-CoV-2 BA.4/BA.5 charakteristische Mutati-
onen nachgewiesen (L452R) wurde, wurden zur Verifizierung gekuhlt an das KGU verschickt.
Mittels der 0. g. FESPiNA-Methode, die zur Isolation von RNA aus frischen sowie eingefrore-
nen Abwasserproben etabliert wurde, konnten die Riickstellproben im KGU-Labor isoliert wer-
den. Mittels der zuvor etablierten digitalen PCR-Methode konnte der relative Anteil dieser Mu-
tation in einer am 05.06.2022 entnommenen Probe in mehreren Klarwerken auf Gber 50 %
bestimmt werden (Abbildung 11.28) (Wilhelm et al. 2022a). Die Anwesenheit von BA.4/BA.5
wurde ferner mittels variantenspezifischer PCR (E484A/F486V Einzelnukleotid-Polymorphis-
mus-Test) bestatigt. Diese Methode wurde aufgrund lhrer schnellen Verfligbarkeit und dem

spezifischen Nachweis der BA.4/BA.5 gewahlt.
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Abbildung 11.28: RT-dPCR identifiziert BA.4/BA.5 friihzeitig als die dominierende SARS-CoV-2-
Variante (L452R) (Wilhelm et al. 2022a)

Das Screening von BA.4/BA.5 erforderte neben der Untersuchung via RT-dPCR eine Verifi-
zierung mit einem Einzelnukleotid-Polymorphismus-PCR-Assay (SNP-PCR). Dieser Test er-
moglicht durch Schmelzkurvenanalyse des Amplifikats den Nachweis von variantenspezifi-
schen Mutationen (Wilhelm et al. 2022a). Die SARS-CoV-2 Omikron-Varianten BA.2, BA.4 und
BA.5 weisen die E484A-Mutation auf, wahrend die Kombination aus E484A und F486V
(E484A/F486V) einen exklusiven BA.4/BA.5-Nachweis ermoglicht. Die proprietaren Primer
und Sonden (SARS-CoV-2 VirSNiP Mutations Assay, Kat.-Nr. 53-0839-96) wurden vom TIB
Molbiol Syntheselabor GmbH (Berlin, Deutschland) erworben. Nach dem Zyklus wurde eine
Schmelzkurvenanalyse mit einer Heizrate von 0,2 °C/Sekunde durchgefihrt. Ein hoher
Schmelzpeak (~60 °C) war hierbei ein Hinweis auf das Vorhandensein der SARS-CoV-2-Va-
rianten BA.4/BA.5, wahrend BA.2-Sequenzen einen niedrigeren Schmelztemperaturpeak (~53
°C) aufwies. Eine abschlieliende NGS-Sequenzierung der relevanten Proben wurde in Koope-
ration mit der TU Darmstadt erfolgreich durchgeftihrt. Am 15.06.2022 wurde basierend auf
diesen Daten eine Pressemitteilung zur Dominanz von SARS-CoV-2 BA4./BA.5 in NRW ver-
offentlicht. Ein Manuskript wurde am 27.07.2022 verdffentlicht (Wilhelm et al. 2022a).

Die anfanglichen Entwicklungen der SARS-CoV-2-Pandemie ermdglichten eine evidenzba-
sierte Vorhersage zum wahrscheinlichen Auftreten neuer Varianten in Deutschland. Jungst
wurde jedoch im Vergleich zu den vorherigen Pandemie-Phasen eine starke Diversifizierung
der Omikron-Subvarianten beobachtet. Mehrere Untervarianten kursieren unabhangig vonei-

nander und limitieren anhand lhres Gberlappenden Mutationsprofils die Detektionsmethoden.

Mehrere SARS-CoV-2-Varianten haben sich auf Grund lhrer immunevasiven und wegen der
héheren Ubertragungswahrscheinlichkeit gegen die bis Herbst 2022 dominante BA.5 durch-

setzen und auch in Deutschland ausbreiten kdbnnen. Insbesondere standen hier die Varianten
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BQ.1.1 und XBB.1.5 im Fokus, die durch einen mit erheblichen Replikationsvorteil sowie sehr

starke Immunevasion gekennzeichnet sind (Cao et al. 2023).

Variantenspezifische Einzelnukleotid-Polymorphismus-PCRs (SNP-PCR) flr mehrere Spike-
Position waren zur Variantendiskriminierung verfigbar. Da sich die Sequenzen untereinander
(weil von Omikron-Sublinien abstammend) ahnlich sind und sich eine Diskriminierung tech-
nisch komplex erweist, war eine im Rahmen dieses Arbeitspakets erarbeitete Stufendiagnostik

erforderlich.

Ein universeller Genotypisierungstest basierend auf der Spike-Position R346T stand zur Ver-
flgung, der neue Varianten universell detektieren kann und eine Diskriminierung zur voraus-
gehenden BA.4/5-Situation erlaubt. Bei einem Positiv-Nachweis fur R346T (u. a. positiv fur
BA.4.6, BA.2.75.2 sowie XBB.1.5 und BQ.1.1, aber negativ fir BA.4/5) wurde anschliefend
eine ,Stufendiagnostik” zur weiteren Bestimmung der Subvarianten durchgefihrt (z. B. Posi-
tion Spike K444T und G446S). Ferner wurde ein Test entwickelt, der die Spike-Mutation
E484A-F486P detektiert, die flr XBB.1.5 spezifisch ist. Alle anderen XBB-Varianten haben die
Mutation E484A-F486S, wie auch in der BA.2.75.2 gegeben, sodass eine Unterscheidung
technisch moéglich war. Wegen des dynamischen Mutationsgeschehens entwickeln verschie-
dene Omikron-Varianten unabhangig voneinander die gleichen Mutationen. Es ist daher meist
nicht moglich, eine eindeutige Mutation zu identifizieren. Dies gilt auch fur die XBB.1.5-Muta-
tionen, da die F486P-Mutation zum Beispiel auch fiir die selten auftretende Variante CJ.1
(BA.2.75 Sub-Linie) beschrieben wurde.

Aktuell (letzte analysierte Probe vom 22.02.2023) deutet der Nachweis der Spike-Substitution
R346T in den beprobten Klaranlagen (KLEM, DoD) auf das dominante Vorkommen (90 %)
diverser BA.5-und anderer Omikron-Subvarianten hin (Test u. a. positiv fur BA.2.75.2, CJ.1,
BA.4.6, BF.7 sowie BQ.1.1, BJ.1, XBB und XBB.1.5) hin. Im Vergleich lag der relative Anteil
am 30.01.23 bei ca. 85 %. Der Anteil der fir SARS-CoV-2 BQ.1, BQ.1.1 und CH.1.1 charak-
teristischen Mutation K444T in SARS-CoV-2-Spike reduzierte sich im Februar auf ca. 30 % (in
KLEM und DoD). Im Vergleich lag der relative Anteil von K444T-tragenden SARS-CoV-2 Va-
rianten am 30.01.2023 bei ca. 40 %. Der Anteil von SARS-CoV-2 XBB.1.5 stieg im Februar
deutlich an und lag am 22.02.23 bei ca. 70 % (KLEM und DoD) (Abbildung 11.29 und Abbildung
[1.30).
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Abbildung 11.29: Monitoring der Ausbreitung von neuen Omikron- Sub-Varianten mittels 346T,
446S und 444T-SNP-PCR exemplarisch von Juni 2022 bis Januar 2023
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Abbildung 11.30: Relativer Anteil der SARS-CoV-2 Spike-Substitutionen F486V, F486S und F486P
im Abwasser vom 26.12.2022 bis 15.03.2023

Die Abwasserproben entstammen aus dem Klarwerk Emschermindung (KLEM) und Dort-
mund-Deusen (DoD). In Klammern sind die mittels F486V, F486S und F486P-PCR detektier-
ten Omikron-Subvarianten aufgezahlt, welche anhand der Daten aus Individualtestungen in
Deutschland (Quelle: RKI) einen Anteil >1 % in der betreffenden Berichtwoche ausmachen.
Der PCR-Test, der die Spike-Mutation F486P detektiert, weist XBB.1.5, XBB.1.9 sowie XBF
nach. Wegen des dynamischen Mutationsgeschehens entwickeln heutzutage verschiedene
Omikron-Varianten unabhangig voneinander die gleichen Mutationen. Es ist daher meist nicht
moglich, eine eindeutige ,Varianten-Mutation“ zu identifizieren. Dies gilt auch fur die XBB.1.5,
da die F486P-Mutation zum Beispiel auch fir die selten auftretenden Varianten XBF, XBB.1.9
und CJ.1 (BA.2.75 Sub-Linie) beschrieben wurde. Alle anderen XBB-Varianten tragen die Mu-
tation F486S, wie auch in der BA.2.75.2 gegeben, sodass eine Unterscheidung technisch még-
lich ist. Vorausgehenden Varianten (z.B. BA.4, BA.5, BF.7, BQ.1) enthalten hingegen die Spike
Substitution F486V.
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.2.3 Zusammenfassung der Kernergebnisse des Arbeitspakets

Die abwasserbasierte SARS-CoV-2-Epidemiologie (WBE) hat sich als hervorragendes Instru-
ment zur Uberwachung der Pandemiedynamik erwiesen, das individuelle Teststrategien un-
terstiitzt. WBE kann auch als Frithwarnsystem zur Uberwachung des Auftretens neuartiger
Erreger oder viraler Varianten eingesetzt werden. Fur eine zeitnahe Ubermittlung der Ergeb-
nisse ist jedoch eine ausgefeilte Probenlogistik und -analytik erforderlich, die dezentral in La-
bore in der Nahe der Probe-Entnahmestellen durchgefihrt wird. Eine vergleichende Qualitats-
kontrolle der Analyseverfahren, insb. der Validierung der variantenspezifischen PCR-Assays

ist unerlasslich, um zuverlassige und gleichwertige Ergebnisse zu erhalten.

Die von kommerziellen Herstellern zur Verfigung gestellten Methoden zur SARS-CoV-2-De-
tektion erlauben eine suboptimale Detektion von SARS-CoV-2 und deren Varianten. Eine sehr
gute Sensitivitat und Spezifitat der SARS-CoV-2-Variantennachweise durch RT-dPCR wurde
durch zahlreiche Optimierungsstrategien erzielt. Es sollte durch ,Spiken“ von SARS-CoV-2
negativen Abwasserproben mit inaktiviertem Virusmaterial (authentische SARS-CoV-2-Viren

inkl. Varianten) auch innerhalb von internationale Laborvergleichen evaluiert werden.

COVIDready setzt einen dezentralen Uberwachungsansatz um, welcher Meldungen zum Auf-
treten neuer Virusvarianten innerhalb von 48 h an die Behérden ermdglicht. Qualitatskontrolle
erfolgt durch realitdtsnahe Laborvergleiche und ermdglicht die Validierung des dezentralen

Ansatzes.

Die Detektion von SARS-CoV-2 durch Dual-Targets (N1/N2) erhoht die Trefferquote und ver-
bessert die Sensitivitat. Mittels digitaler PCR (dPCR) in Kombination mit spezifischen LNA-
Sonden kann der Anteil neuer SARS-CoV-2-Varianten im Abwasser prazise und zeiteffizient
bestimmt werden. SNP-PCR-Analysen ermdglichen die frihzeitige Bestatigung neuer Varian-
ten im Abwasser (Stufendiagnostik). Eine vorherige Validierung von PCR-Assays ist flir einen

variantenspezifischen Nachweis unerlasslich.
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.3 Praxiseinsatz: Screening im Verbandsgebiet

Basierend auf dem in AP1 untersuchten dezentralen, analytischen Workflow war es das Ziel
des Forschungsvorhabens, die abwasserbasierte Epidemiologie praxisorientiert in zwei ver-
schiedene Untersuchungsgebiete zu etablieren. Hierbei wurde der gesamte bendtigte Work-
flow von der Probenahme bis hin zur Kommunikation etabliert und hinsichtlich Schnelligkeit,
Zuverlassigkeit und potentiell limitierenden Faktoren untersucht.
Analyse

s Kommunikation
g 00

~ i

—
—
—
— o

Datenauswertung

Probenahme

Probenlogistik

Abbildung I1.31: Schritte im gesamten Workflow von der Probenentnahme zur Kommunikation

Leitparameter bei der Erarbeitung der einzelnen Teilschritte des Workflows war es, praxisori-
entierte Lésungen zu finden. Dies umfasst neben der Logistik, welche an die Lage der Anlagen
angepasst worden ist, die Datenauswertung, die anhand der vorhandenen Daten und Infra-
struktur der Betreiber aufgebaut worden ist und die Kommunikation mit den Gesundheitsbe-
hdrden, welche in Absprache der verschiedenen Stakeholder in einem interaktiven Prozess

entstanden ist. Im Folgenden werden die verschiedenen Aspekte detailliert beschrieben.

I.3.1 Untersuchte Klaranlagen / Probenahme

Im Forschungsvorhaben COVIDready wurden ab 06/2022 zehn verschiedene Klaranlagen aus
NRW untersucht, an denen 3,4 Mio. Menschen angeschlossen sind. Die Klaranlagen von Em-
schergenossenschaft/Lippeverband wurden im Kooperationslabor von EGLV und Ruhrver-
band analysiert. Die weiteren Standorte werden durch das Fachgebiet fir Siedlungswasser-
wirtschaft der RWTH Aachen analysiert. Beprobt wurden alle Standorte mit einer 24-h-Misch-
probe, die durch einen automatischen Probenehmer hinter dem Sandfang genommen wurde.

Die Beprobung erfolgt dabei volumenstrom- oder mengenproportional.

Um die Einflisse der Pendler auf die Ergebnisse beim Abwassermonitoring besser quantifi-
zieren zu kénnen, wurde zum Start des Projekts an allen Anlagen der Sonntag und der Mitt-
woch beprobt. Durch die Unterscheidung zwischen Wochenende und wochentags kdnnen

Ruckschlisse auf den Effekt der Pendler gezogen werden. Etwaige Ungenauigkeiten, die
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durch Tourismusstréme am Wochenende erzeugt werden, gehen hier in die Daten mit ein. Ab

Marz/April 2022 wurde auf Vorgabe des Projekttragers die Beprobung auf die Untersu-

chungstage Montag und Mittwoch angepasst.

Tabelle 11.8: Informationen zu den untersuchten Klaranlagen
Angeschl. Gesund-
Kliranlage Betreiber Einwohner SaeRsss-li?l}nlt;z Labor heitsamter
2020 im EZG
Bottrop EGLV 732.816 | seit 07/2021 KL >10
S EGLV 906.222 | seit 07/2021 KL >10
dung
LN Al EGLV 242172 | seit 07/2021 KL 2
Emscher
Bortm”“d' EGLV 399.425 |  seit 04/2022 KL 4
eusen
DB EGLV 113.439 |  seit 04/2022 KL 1
Scharnhorst
Dinslaken EGLV 56.812 | seit 02/2022 KL 1
Qf‘s"he”'so' WVER 206.424 | seit 11/2021 ISA 1
Eschweiler- WVER 68.244 | seit 02/2022 ISA 1
Weisweiler
Ménchengla- . .
dbach GKW | Niersverband 412.000 seit 06/2022 ISA 5
Wuppertal- Wupperver- .
B e Rl 317.483 | seit 06/2022 ISA 1

1.3.2 Probenlogistik

Die Probenlogistik stellt fur die mdglichst schnelle Bereitstellung der Analyseergebnisse einen
der wichtigsten und zum Teil auch am schwersten zu kalkulierenden Punkt dar. Im Zuge des
Forschungsvorhabens wurden flr die verschiedenen Standorte unterschiedliche Mdglichkei-

ten wahrend eines Praxistests untersucht.
Kommerzielles Logistikunternehmen

Die Probenlogistik fur die Standorte Ménchengladbach und Wuppertal-Buchenhofen wurde
von einem kommerziellen Logistikunternehmen tbernommen. Hier wurden die Proben Diens-
tag- bzw. Donnerstagmittag verschickt. Beauftragt wurden tber den Durchfihrungszeitraum

verschiedenen Firmen, die sich als unterschiedlich zuverlassig erwiesen haben.
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Probenlogistik durch verbandseigene Mitarbeiter

Die Probenlogistik fir die Klaranlagen Duisburg-Alte-Emscher, Dinslaken, Emschermindung
und Bottrop wurde innerhalb einer Tour abgebildet, die durch einen Mitarbeiter von EGLV ab-
gefahren worden ist. Hier trafen die Proben zumeist dienstags und donnerstags vor 11:00 Uhr
ein. Mit einer entsprechenden Vertretungsregelung kann so sichergestellt werden, dass die

Proben rechtzeitig und zuverlassig geliefert werden.
Probenlogistik durch einen Probenkurier

Die Standorte Dortmund-Deusen und Dortmund Scharnhorst wurden durch einen externen
Probenkurier durchgeflhrt, der gezielt verschiedene Klaranlagen von EGLV anfahrt. Hier wur-
den die Proben fur die SARS-CoV-2 Analytik in eine bereits bestehende Tour integriert, um so
mdglichst Kosten zu sparen. Durch die organisierte Probenlogistik konnte sichergestellt wer-
den, dass die Proben dienstags und donnerstags rechtzeitig geliefert wurden, wobei es zum
Teil aber zu Verzégerungen um wenige Stunden kam. Ursache hierfir ist, dass die zeitliche
Anforderung, die an die SARS-CoV-2-Untersuchungen gestellt wird, fir andere Beprobungs-
reihen nicht gegeben ist und eine Integration der Proben eine Herausforderung darstellen

kann. Durch die Beauftragung eines weiteren Kuriers waren die Kosten weiter gestiegen.

1.3.3 Methodenentwicklung zur Auswertung von SARS-CoV-2 Abwasserdaten
Far die Auswertung wurde eine Routine auf Basis von Python entwickelt. Diese umfasst die
Aggregation, Verarbeitung, Trendbewertung und Darstellung der Daten. In Abbildung 11.33 ist

eine grobe schematische Reprasentation des Workflows zur Aus- und Bewertung der Daten

dargestellt.
Eingangsdaten
L= = @@ 1
Betriebsdaten Analysen Kenndaten Klaranlage
. . q Nominal .
A " Surrogat-Virus SARS-CoV-2 Ammonium- Maximaler Informationen
Wassermenge Online-Analytik N 3 . angeschlossene N ¥
Konzentration Konzentration Konzentration Zufluss SR Einzugsgebiet

Berechnungen

SARS-CoV-2 Hydraulische Ammonium-
Auslastung Fracht,
Fracht

Surrogat Virus
Fracht

Klaranlage Leitfahigkeit
Bewertung
‘ Darstellungen / Glattung ‘ 5
Austausch Offentlicher

Kanalnetzeinflusse, Einschatzung der Gesundheitsdienst
Mischwasser, Prognosewertglite
Pendlerverkehr,
etc. ‘ Trendanalyse ‘

Abbildung 11.32: Schematische Darstellung der Eingangsdaten und der Datenverarbeitung
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Aus dieser, eher zur Veranschaulichung dienenden Darstellung wurde eine Datenauswer-
tungs-Pipeline entwickelt. Der Begriff ,Pipeline“ beschreibt in der Data-Science einen Schritt
fur Schritt ablaufenden Auswertungsvorgang, wie er in Abbildung 11.33 dargestellt ist. Die Ent-
wicklung der Pipeline erfolgte in Anlehnung u. a. an Arbeiten von Rauch et al. (2022). Wichtig:
Bei der dargestellten Auswertung ist der Punkt der Qualitatssicherung der bereitgestellten Ein-

gangsdaten (vgl. Kapitel 11.3.3.1) bereits abgeschlossen.

-
Normalisierung Interpolation Glattung Trenddetektion Trendbewertung
(Resampling) (Smoothing)
Ziele Ziele / Anforderungen Ziele / Anforderungen
- Schwankungen - Kurzfristige Schwankungen dampfen - Durch Gesundheitswesen
im Kanalnetz - Zugrundeliegenden Trend abbilden zu definieren
bericksichtigen - Glattungsfunktion muss laufende - Abhédngig von
- Bezug auf Auswertung erlauben Pandemiegeschehen
Einwohner - Ergebnisse aus Glattung zeitlich fix
Methodik / Parameter Methodik / Funktionen Methodik /Bewertung
- Volumenstrom - Gleitender Mittelwert - Aktuelle Viruslast
- Ammonium - LOESS - Steigung / Anderung
- Surrogat-Viren - Gleitende lineare Regression - Verhaltnis zu Vorzeitraum
- Einwohnerzahl (Steigungsanalyse des CDC)

- etc.

Abbildung 11.33: Datenanalyse und -Trendbewertung als Pipeline vom Datensatz zum Ergebnis

Die Datenauswertungs-Pipeline wird in den nachfolgenden Kapiteln naher erlautert.

11.3.3.1 Eingangsdaten

Fir die Auswertung der verschiedenen Anlagen werden zunachst bei den jeweiligen Standor-
ten die Tageswassermenge und sofern vorhanden, die Abwassertemperatur, die Leitfahigkeit
und der pH-Wert aus dem Zulauf abgefragt. Darliber hinaus werden fiir die Routine noch wich-
tige Kenndaten der Klaranlage bzw. des Einzugsgebiets erfasst. Hierunter fallen die maximal
aufzunehmende Wassermenge, die nominal angeschlossenen Einwohner laut der NRW Infor-
mationsdatenbank ELWAS-WEB mit Stand 2020 sowie etwaige zusatzliche Informationen aus
dem Einzugsgebiet. Die Informationen aus dem Einzugsgebiet werden einbezogen, sofern
wiederkehrend nicht zu definierende Ausreiler in den Messungen festgestellt werden. Seitens
der Labore werden die Konzentrationen von SARS-CoV-2 und eines Surrogat-Virus (ISA:

Crassvirales, LV: PMMoV) und die Ammoniumkonzentration gemessen.
Die Eingangsdaten kénnen unter anderem den folgenden Einflissen ausgesetzt sein:

e Bewegung der Bevdlkerung innerhalb des Gebiets (Pendler, Tourismus, usw.)

¢ Einflisse im Kanalsystem (Dimensionierung des Kanals, RUB, SKU, Pumpwerke)

e Eventuell aulRere Einflisse (Temperatur, Niederschlag, UV-Einstrahlung, Fremdein-
leiter, ...)

e Probenahme
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e Analytik

Aufgrund haufiger Anderungen in der Bereitstellung der Daten (zundchst eigenes Datenformat
- ESI-CorA-Datenformat > AMELAG-Datenformat), waren haufige Anpassungen in der Da-
tenaggregation notwendig, die die Fortentwicklung der eigentlichen Auswerteroutine behinder-
ten. Dies wurde dadurch erschwert, dass durch Umstellung der zu berichtenden Einheiten
zwischen den einzelnen Dateninfrastrukturen, zeitweise Fehler bei der Dateneingabe han-

disch nachkontrolliert werden mussten.

1.3.3.2 Normalisierung

11.3.3.2.1 Grundlagen
Die Normalisierung von Daten aus dem Abwassermonitoring auf SARS-CoV-2 auf weitere Pa-

rameter dient zum Ausgleichen von Schwankungen, die sich aus der Verdiinnung fakaler Ab-
wasser durch gewerbliche/industrielle Abwéasser, Regenwasser oder Grundwasserinfiltration
ergeben. Zudem sollen z. B. Schwankungen in der Abwasserbeschaffenheit aufgrund von
Pendlerbewegungen oder kurzfristigen GrolRereignissen ausgeglichen werden. Viele Parame-
ter, die zur Normalisierung von Abwasserproben verwendet werden kénnen, sind bereits un-
tersucht worden. (Maal-Bared et al. 2023)

Der Standardansatz in der Abwasseruberwachung ist die Normalisierung anhand von Durch-
flussmessungen. Hierfir muss aber eine durchfluss- oder mengengenproportionale Bepro-
bung, z. B. in Form von 24-Stunden-Mischproben gewahrleistet sein (vgl. Langeveld et al.
2023).

Launay et al. (2016) schlugen die Verwendung der elektrischen Leitfahigkeit (LF) als Nahe-
rungswert fur die Verdiinnung von Abwasser mit Regenwasser vor, da sich die typischen LF-
Werte fur stadtischen Regenwasserabfluss (~200-250 uS/cm) deutlich von denen des Abwas-
sers (~1000-1500 uS/cm) unterscheiden. Sie zeigten in ihrer Studie, dass die Verdlinnungs-
rate auf der Grundlage von LF ahnlich gut berechnet werden kann wie die Verdinnungsrate
auf der Grundlage von inerten menschlichen Abwasser-Tracern wie Ibuprofen, Naproxen und
Diclofenac. Die elektrische Leitfahigkeit hat dabei den gro3en Vorteil, dass sie online via Mess-

sonde und somit kontinuierlich bestimmt werden kann.

Die Normalisierung der SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen auf endogene Fakalmarker, die
spezifisch fir menschliche Fakalien im Abwasser sind wird angewandt, um den Gehalt an
menschlichen Fakalien oder die Fakalienstarke zu schatzen (Been et al. 2014; Choi et al.
2019) (American Public Health Laboratories, 2022; Centre for Disease Control and Prevention,
2022). Zu den haufig untersuchten Biomarkern gehdren Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV),
CrAssphage, fakale Coliforme und weitere (Ai et al. 2021; Duvallet et al. 2022; Feng et al.
2021; LaTurner et al. 2021; Vadde et al. 2022; Sakarovitch et al. 2022; Zhan et al. 2022; Wilder
et al. 2021). Die Hypothese ist, dass die Normalisierung quantitativer Virusdaten mit diesen
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Fakalmarkern die Korrelationen zwischen RNA-Konzentrationen und Fallzahlen verbessern
kann, da so die Variabilitdt des menschlichen Fakaliengehalts in der Probe bericksichtigt wird.
Dies setzt voraus, dass die endogenen Abwassermarker die Ausscheidung von SARS-CoV-2

und dessen Transport im Kanalnetz abbilden (Crank et al. 2021; Castro-Gutierrez et al. 2022).

Haufig wurde eine Normalisierung auf Crassvirales/ CrAssphagen untersucht (Crank et al.
2020; Hillary et al. 2021; Wilder et al. 2021; Langeveld et al. 2023; Heijnen et al. 2021). Hierbei
handelt es sich um ein sehr haufig vorkommendes Virus, das fast ausschlie3lich in menschli-
chen Fakalien gefunden wird und weltweit beim Menschen vorkommt (Edwards et al. 2019).
Weltweit werden hohe crAssphage-Konzentrationen in hauslichen Abwassern gemeldet und
es wird berichtet, dass die Belastung keine signifikanten saisonalen Schwankungen aufweist
(Ballesté et al. 2019), was sie zu einem potenziell nitzlichen Index fir die menschliche Faka-
lienfraktion des Abwassers macht. Weitere Informationen hierzu sind auch Kapitel 11.1.3 zu

entnehmen.

PMMoV ist nicht direkt ein endogener fakaler Marker, wird aber haufig zur Normalisierung von
SARS-CoV-2-RNA-Daten verwendet (D'Aoust et al. 2021; Wu et al. 2021). Dabei soll insbe-
sondere die Normalisierung der SARS-CoV-2-Konzentrationen in Feststoffen ermdglicht wer-
den. Obwohl PMMoV in hohen Konzentrationen aus Fakalien und unbehandeltem Abwasser
gewonnen wird, sind die PMMoV-Konzentrationen im Abwasser in hohem Mafe von der Ver-
fugbarkeit und dem Verzehr infizierter Paprika und einiger anderer Nachtschattengewachse
und ihrer Produkte abhangig (Holm et al. 2022; Symonds et al. 2018; Wu et al. 2021; Zhang
et al. 2005). Somit ist die Ausscheidung stark durch geografische, saisonale und soziokultu-

relle Randparameter beeinflusst.

Mehrere Studien zeigten, dass die Normalisierung durch Biomarker die Korrelationen mit den
Fallzahlen auf Gemeinde-/Kreisebene nicht durchgangig verbessert (Duvallet et al. 2022; Feng
et al. 2021; Greenwald et al. 2021; Sakarovitch et al. 2022; Zhan et al. 2022; Langeveld et al.
2023; Maal-Bared et al. 2023). Nachfolgend werden zwei aktuelle Studien, einmal zur CrAss-

phage und einmal zu PMMoV, naher beschrieben.

Langeveld et al. (2023) untersuchten zwei alternative Normalisierungsmethoden, die elektri-
sche Leitfahigkeit und die CrAssphage und verglichen diese mit der Normalisierung auf den
Durchfluss. Zu diesem Zweck wurden zwischen September 2020 und August 2021 an neun
Messstellen mengenproportionale 24-Stunden-Proben (n = 1.116) genommen. Darlber hin-
aus wurden 221 Stuhlproben aus dem Klinikum Rotterdam analysiert, um die tagliche CrAss-
phagen-Belastung pro Person zu bestimmen. Die Ergebnisse zeigen, dass, obwohl die Aus-
scheidungsraten von CrAssphage pro Person stark variieren und eine bimodale Verteilung
aufweisen, auf Bevolkerungsebene die CrAssphage-Belastung pro Person und Tag Uber die

Zeit in allen Einzugsgebieten ahnlich war. Folglich wurde geschlossen, dass CrAssphage als
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quantitativer Biomarker fir die Einwohnergewichtung flr Einzugsgebiete oberhalb von ca.
6.000 angeschlossenen Einwohnern verwendet werden kann. Die elektrische Leitfahigkeit
wurde als besonders geeignet angesehen, um die Verdlinnungsraten des Abwassers im Ver-
haltnis zu den Trockenwetter-Abflusskonzentrationen zu bestimmen. Die allgemeine Schluss-
folgerung lautet, dass eine Durchfluss-Normalisierung erforderlich ist, um auch kurzfristige
Trends in der Viruszirkulation zuverlassig zu bestimmen. Die Normalisierung auf CrAssphage

und/oder die Messung der elektrischen Leitfahigkeit kann dabei als Qualitatskontrolle dienen.

Maal-Bared et al. (2023) untersuchten in einer Studie die Auswirkungen von Durchfluss, Po-
pulationsgroRe und Biomarker-Normalisierung auf die Korrelationen und Vorlaufzeiten fur
zehn Gemeinden in zwolf Abwassereinzugsgebieten in Alberta (Kanada) zwischen September
2020 und Oktober 2021 (n = 1.024). Dabei wurde versucht festzustellen, ob die Normalisierung
durch das Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV) im Vergleich zu anderen Normalisierungspara-
metern (z. B. Durchfluss, gemeldete und dynamische Populationsgrofien, BSB, AFS, NHs,
Pges) Vorteile bietet. Die PMMoV-Konzentrationen korrespondierten mit den Zuflussmengen
der Anlagen und waren in den stadtischen Zentren am hdchsten. Die SARS-CoV-2-Zielgene
E, N1 und N2 waren alle negativ mit dem pH-Wert des Abwasserzuflusses verbunden, wah-
rend PMMoV positiv mit der Temperatur assoziiert war. Die Einzugsgebiet-Ubergreifende Ana-
lyse der Daten zeigte, dass die Normalisierung die p-Werte um fast 0,1 erhdhte und fir Am-
moniak, TKN und TP am hdéchsten war, gefolgt von PMMoV. Die Normalisierung durch andere
Parameter schwachte die Assoziationen ab. Keiner der festgestellten Unterschiede war statis-
tisch signifikant. Die standortspezifischen Korrelationen zeigten, dass die Normalisierung der
SARS-CoV-2-Daten durch PMMoV die Korrelationen nur bei zwei der zwolf Messstellen signi-
fikant verbesserte; bei beiden handelte es sich um grof3e Abwasserschachte oder Mischwas-
serkanale. Bei funf Messstellen verbesserte die Normalisierung durch herkémmliche Abwas-
serparameter und dynamische Bevdlkerungsschatzungen die Korrelationen. Die Vorlaufzeit
der SARS-CoV-2 Daten vor den Meldezahlen lag sowohl bei gepoolten als auch bei standort-
spezifischen Vergleichen zwischen ein und vier Tagen. Insgesamt wurde eine Normalisierung
auf spezielle Abwasserparameter nur dann empfohlen, wenn mindestens zwei parallele Ver-
fahren Verwendung finden und sich als niitzlich erwiesen haben fir die Normalisierung nach
einer initialen Testphase. Die Normalisierung anhand von klassischen Abwasserparametern
und die dynamische Bevodlkerungsschatzung sollten laut den Autoren weiter untersucht wer-
den. Grundsatzlich wurde die Zulaufvolumenstrommessung als probates Mittel flir die Norma-

lisierung identifiziert.

Auf Basis der dargestellten Erkenntnisse der genannten Autoren und aufgrund festgestellter
hoher Schwankungen bei den Biomarkern PMMoV und CrAssphage fand im Rahmen der
nachfolgend dargestellten Untersuchungen primar eine Normalisierung mittels Tageswasser-

mengen innerhalb der 24-Stunden-Beprobungszeitraume statt. Eine Normalisierung auf die
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Leitfahigkeit wiirde ebenfalls v. a. die Regenbeeinflussung widerspiegeln und wurde daher nur

zur Kontrolle der Ergebnisse betrachtet.

11.3.3.2.2 Frachten und hydraulische Auslastung im Zulauf der Klaranlagen
Aus der Tageswassermenge Q. [m?*d] sowie der gemessenen SARS-CoV-2 Konzentration

Csars-cov-2 [Genkopien/100ml] bzw. der gemessenen Konzentration des Surrogatvirus Csurogatvirus
[Genkopien/100ml] werden gemaf den Gleichungen Gl.: 2-1 und Gl.: 2-2 die entsprechenden

Frachten berechnet.

Genkopien [m?3] Genkopien

By sars—cov—2 [T] = Q7| Csars—cov—2 “Tooml Gl.: 21
Genkopien [m3] Genkopien

Bd,Surrogatvirus I:T] =Vn 7 * CSurrogatvirus [W Gl.: 2-2

Um abschatzen zu kdnnen, ob bedingt durch die signifikant gréRere Abwassermenge in Folge
eines Niederschlags ein Einfluss auf die Messergebnisse vorlag, wird die hydraulische Aus-
lastung der Klaranlage mit der Tageswassermenge Q.. und der maximalen Wassermenge Qmax

gemal der Gleichung Gl.: 2-3 berechnet.

m3 m3
Auslastung ;. ,[%] = Q,,,,, - /Qzu[7] Gl.: 2-3

Die Bericksichtigung des Verhaltnisses des Surrogatvirus bezogen auf das Ammonium als
Indikatorwert fir die Prognosewertgtite konnte aufgrund der geringen Datenbasis noch nicht
ausreichend gepruft werden, sodass dieser Parameter zum derzeitigem Stand nicht mit in die-

sen Bericht aufgenommen wird.

11.3.3.2.3 Weitere Normalisierungsparameter
Die in Kapitel 11.3.3.2.1 erlauterte Normalisierung auf die Leitfahigkeit oder anhand von huma-

nen Fakalmarkern kann laut Langeveld et al. (2023) Gber folgende Gleichungen erfolgen, wenn

eine Volumenstrommessung zur Verfiigung steht:

QTW,re f " CcrAss,TW,re f

mult. factor (crAss) =

qe " EW Cerass Gl:2-4
Qrw,ref Taglicher Trockenwettervolumenstrom im Referenzzeit- [m®/d]
raum
qE Einwohnerspezifischer Abwasseranfall (typ. 0,12 m®/d) [m3/(E-d)]
EW Einwohner im Einzugsgebiet [E]
CerassTwyref  Mittlere crAssphage Konzentration im Trockenwetterfall [GC/m?]
CerAss Analysierter Wert in 24-Stunden-Mischprobe [GC/m?]
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Steht keine Volumenstrommessung zur Verfligung, dann ist Qrw,r abzuschatzen.

11.3.3.2.4 Einwohnerspezifische SARS-CoV-2 Fracht
Der Bezug auf die im Einzugsgebiet lebende Bevdélkerung kann auch anhand von Daten des

Kanalnetzbetreibers zu den angeschlossenen Einwohnern erfolgen. Entsprechende Daten
werden nicht kontinuierlich erhoben, sind (nach Erfahrung der Abwasserentsorger) zumeist
uber mindestens ein Jahr als statisch anzunehmen und spiegeln keine Pendlerbewegungen

wider.

1.3.3.3 Resampling

Unter Resampling wird eine Angleichung der Abstande zwischen Datenpunkten in einem Da-
tensatz verstanden. Da die Analysentage mit Montag und Mittwoch ungleich in der Woche
verteilt sind, fuhrt eine Anwendung der nachfolgenden Schritte zur Glattung und Trendbestim-
mung (vgl. nachfolgende Kapitel) zu einer Trendverzerrung. Das Resampling kann ein sog.
up- oder down-sampling erfolgen. Beim down-sampling wirden die Daten z. B. auf einen Wo-
chen-Mittelwert verdichtet. Nach Rauch et al. (2022) kann das down-sampling auf Wochen-
mittelwerte die Robustheit des Datensatzes erhéhen und kurzfristige wocheninterne Schwan-
kungen z. B. aufgrund von Pendlereinflissen minimieren. Das up-sampling kann eine Interpo-
lation der Daten (z. B. linear, polynomisch, kubisch oder anhand des nachsten Nachbarn) ent-
halten. Aufgrund der hohen Varianz in den Datenpunkten wurde darauf hier verzichtet. Statt-
dessen wurde der Datensatz um die Wochentage ohne SARS-CoV-2 Analysen erweitert. Fur

die weiteren Tage standen dann die Volumenstrdme und z. T. weitere Parameter zur Verfu-
gung.

1.3.3.4 Glattung/Regression

11.3.3.4.1 Allgemeine Hinweise
Fur die Glattung, bzw. Regression von Daten wird vereinfacht zwischen parametrischen und

nicht-parametrischen Regressionsmodellen unterschieden. Der Hauptunterschied zwischen
parametrischen und nichtparametrischen Regressionsmodellen liegt in der Annahme Uber die
Form der Beziehung zwischen den Variablen. Parametrische Modelle bieten eine klare mathe-
matische Funktion, um die Beziehung zu modellieren, wahrend nichtparametrische Modelle
flexibler sind und keine explizite Funktion flr die Beziehung vorgeben. Nichtparametrische
Modelle kénnen jedoch anfélliger fiir Uberanpassung und schwieriger zu interpretieren sein,

da sie keine klare Funktionsform haben (Norvig und Russell 2021).

Ein parametrisches Regressionsmodell ist ein Modell, das eine bestimmte funktionale Bezie-
hung zwischen den Variablen annimmt und eine Reihe von parametrischen Schatzungen ver-
wendet, um die unbekannten Parameter der Modellfunktion zu schatzen. Ein Beispiel fir ein

parametrisches Regressionsmodell ist die lineare Regression, bei der eine lineare Beziehung
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zwischen der abhangigen und der unabhangigen Variablen angenommen wird und die Schat-
zungen der Steigung und des y-Achsenabschnitts verwendet werden, um die Modellfunktion

zu schatzen (Norvig und Russell 2021).

Im Gegensatz dazu sind nichtparametrische Regressionsmodelle eine flexible Methode, die
keine Annahmen Uber die funktionale Form der zugrunde liegenden Beziehung macht. Diese
Modelle verwenden statt einer spezifischen Funktion oder Annahme eine Schatzung der Be-
ziehung, die auf den Daten selbst basiert. Ein Beispiel fur ein nichtparametrisches Regressi-
onsmodell ist der gleitende Mittelwert, bei dem fir jeden Wert der abhangigen Variablen ein

Mittelwert Gber einen bestimmten Zeitraum berechnet wird (Norvig und Russell 2021).

[1.3.3.4.2 Gleitender Mittelwert
Um die Einflisse der Schwankungen in einzelnen Analysewerte zu reduzieren, wird aus den

berechneten Frachten der gleitende Mittelwert aus 8 Tagen (eine Woche mit i. d. R. drei Ana-
lysewerte, nachfolgend auch MA3) und aus 15 Tagen (zwei Wochen mit i. d. R. funf Analyse-
werte, nachfolgend auch MA5) gebildet. Hierbei werden alle Analysewerte verwendet, die qua-
litdtsgesichert aus dem jeweiligen Labor zur Verfligung gestellt wurden. Liegt am Probenah-
metag eine Beeinflussung durch eine groRere Menge an Niederschlag vor, so erfolgte im Pra-
xistest eine deskriptive Datenanalyse, jedoch wurde der Wert in der Berechnung des gleiten-
den Mittelwerts mitberlcksichtigt. In Kapitel 11.3.3.7.1 wird exemplarisch auch ein Ausschluss

von identifizierten Ausreilern dargestellt.

11.3.3.4.3 Locally estimated scatterplot smoothing (LOESS)
LOESS (Locally Estimated/Weighted Scatterplot Smoothing) ist eine nichtparametrische Re-

gressionsmethode, die verwendet wird, um die Beziehung zwischen einer abhangigen und
einer unabhangigen Variablen zu modellieren. LOESS basiert auf der Idee, dass eine Funk-
tion, die eine Beziehung zwischen den Variablen beschreibt, in kleinen Bereichen der unab-
hangigen Variablen linear sein kann. LOESS verwendet eine bewegliche Fenstertechnik, um
fur jeden Wert der unabhangigen Variabel ein lokales lineares Modell zu schatzen. Dabei wer-
den nur die Beobachtungen in der Nahe des aktuellen Wertes der unabhangigen Variablen
bertcksichtigt. Die Glattung erfolgt durch eine Gewichtung der Beobachtungen innerhalb des
Fensters, wobei Beobachtungen in der Nahe des aktuellen Wertes starker gewichtet werden
als entferntere Beobachtungen. Die Gewichte werden basierend auf einer Kern-Funktion, wie
z. B. einer Glockenkurve, berechnet. LOESS ist generell ein flexibles Werkzeug fur die explo-
rative Datenanalyse und Modellierung von Beziehungen zwischen Variablen. Es kann jedoch
anfallig fir Uberanpassung sein, insbesondere wenn die Fenstergrofie zu klein gewahlt wird.
Eine sorgfaltige Wahl der Fenstergrof3e und der Kernfunktion ist daher wichtig, um ein ange-

messenes Modell zu erhalten. (Cleveland 1979)
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1.3.3.5 Darstellung und abwassertechnische Bewertung

Basierend auf den Projektergebnissen kann, bedingt durch die unterschiedlichen Einzugsge-
biete, keine feste, klaranlagenlbergreifende Bewertungsmatrix fir die Auswirkung von Nieder-
schlagsereignissen definiert werden, sodass die Relevanz der Beeinflussung auf Basis der

Erfahrungen in Form einer Expertenbewertung eingebracht wird.

Fur die Bewertung der einzelnen Abwasserbefunde an den jeweiligen Standorten werden die
oben beschriebenen Parameter in verschiedenen Grafiken dargestellt (vgl. Grafiken in Kapitel
[1.3.5 und 11.3.6). Im oberen Teil der Grafiken sind die berechneten SARS-CoV-2 Frachten

sowie die geglatteten Kurven dargestellt.

In der darunter liegenden Grafik wird die berechnete Inzidenz fir das Einzugsgebiet darge-
stellt. Da die genauen Daten aus dem Einzugsgebiet der Klaranlage nicht bekannt waren,
wurde dieser Wert anhand der aus den unterschiedlichen Stadten und Landkreisen an die
jeweilige Klaranlage angeschlossenen Einwohnern berechnet. Hierflr wurde die aktuell Fall-
zahl im Einzugsgebiet gemaf der Gleichung Gl.: 2-4 berechnet. Diesem Ansatz liegt die Ver-

einfachung zugrunde, dass die Virusinfektionen konstant tGber die Flache verteilt vorliegen.

AkF Az = Z AFAstaar * ESfaderLA/ Estaat Gl.: 2-5
AKF Agzc Aktuelle Fallzahlen im Einzugsgebiet der Klaranlage
AFAstaar Aktuelle Fallzahlen der angeschlossenen Stadt
Estadtkra Einwohner der Stadt die an der Klaranlage angeschlossen sind
Estadt Einwohner der Stadt

Aus der Fallzahl konnte dann die geschatzte 7-Tage-Inzidenz des Einzugsgebiets berechnet
werden. Diese dient zur Untersuchung, ob ahnliche Trends in der Inzidenz und in den Abwas-

serdaten zu identifizieren waren.

In der dritten Teilgrafik sind die Tageswassermengen der Klaranlagen dargestellt, die iber den
gesamten Zeitraum betrachtet werden. Auf Basis der Daten wurde eine deskriptive Auswer-

tung getatigt und Ausreil3er identifiziert.

1.3.3.6 Entwicklung eines Trendindikators

Die SARS-CoV-2 Genkopie-Fracht ist nach dem aktuellen Kenntnisstand der Autoren zwi-
schen den beprobten Klaranlagen nicht direkt vergleichbar. Dies ist zum einen in den unter-
schiedlichen Zielgenen, bzw. Biomarkern begrindet, die je nach Analysemethode abwei-
chende Signale liefern kdnnen. Aber auch bei Anwendung des gleichen Analytik-Workflow auf
unterschiedliche Klaranlagenzulaufe zeigen sich deutliche Unterschiede in den ermittelten
Genkopie-Konzentrationen, bzw. Genkopie-Frachten. Auch eine Normierung des Werts auf

die nominal angeschlossenen Personen im Klaranlageneinzugsgebiet lieferte bislang keine
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einheitliche BezugsgrofRe. Entsprechend wird an dieser Stelle von einer Ermittlung des derzei-
tigen Niveaus des Infektionsgeschehens anhand von anlagenibergreifenden Summen- oder

Mittelwertbildungen der Genkopie-Frachten abgesehen.

1. Die Trendbestimmung erfolgt je Klaranlage und liefert als Ausgangswert - je nach
untersuchtem Trendindikator - eine prozentuale Veranderung des derzeitigen Zeit-

raums zum Vorzeitraum,

2. die Steigung einer, mittels linearer Regression angenaherten Funktion im Betrach-
tungszeitraum oder
3. eine Einordnung des Trends in die Kategorien ,Steigender Trend®, ,Sinkender

Trend” und ,Kein gesicherter Trend®.

Die Ergebnisse der untersuchten Indikatoren werden in Trend-Grafiken je Einzelklaranlage
dargestellt. Die Darstellung ermoglicht die Gruppierung nach Zeitrdumen mit gemeinsamer
Trendentwicklung anhand von Experteneinschatzung. Eine automatisierte Bewertungsfunk-
tion und die Zusammenfassung der Klaranlagentrends in einen Gebietsindikator werden er-
probt und mit dem Auftraggeber LZG diskutiert, bevor eine Implementierung stattfindet. Dabei
wird ermittelt, ob eine Verdichtung der derzeit enthaltenen Informationen, wie geographische
Lage und angeschlossene Einwohnerzahl je Einzelklaranlage in einen aggregierten Gebietsin-

dikator zu einem Gewinn oder Verlust an Aussagekraft fur NRW fuhrt.

Nachfolgend werden die einzelnen Trendindikatoren vorgestellt und erlautert. Da es sich hier-
bei um Auswertungen aus laufenden Forschungsvorhaben handelt, ist diese Sektion des Be-

richts im Verlauf des Beratungsauftrags Anderungen und Ergdnzungen unterworfen.

Ein derzeit untersuchter Trendindikator ist die prozentuale Veranderung des gleitenden Mittel-
werts aus zwei Wochen (i. d. R. 5 Werte; MAS) zum aktuellen Probenahmetag (aktuelle Wo-

che) zum MAS des gleichen Probenahmetages vor zwei Wochen (vgl. Abbildung 11.34).
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Zurzeit wird an einem Ausschlusskriterium flr stark abweichende Genkopienfrachten gearbei-
tet, welcher nach Verifizierung Uber Datensatze weiterer Klaranlagen als zusatzliches Tool fir

die Bewertung zur Verfligung stehen wird.

Fur das Trendkriterium des RKI wird der Wert aus der LOESS-Regression der aktuellen Wo-

che mit dem Wert aus der Vorwoche verglichen.

1.3.3.7 Untersuchung alternativer Glattungs- und Trenddetektionsmethoden
Im Rahmen des Austauschs auf nationaler und internationaler Ebene wurden anhand der CO-

VIDready-Daten noch weitere Methoden zur Datenglattung und Trenddetektion untersucht.
Diese sind nachfolgend kurz aufgeflihrt und werden in Kapitel 11.3.5 und 11.3.6 exemplarisch

der vorgenannten Methodik gegentbergestellt.

11.3.3.7.1  LOESS nach RKI-Angaben
Das Robert Koch-Institut (RKI) verwendet flr das bundesweite Pandemieradar eine LOESS-

Regression mit integrierter Kreuz-Validierung. Auf Nachfrage wurde der entsprechende Code,
der in der Software R geschrieben ist, im Oktober 2022 freundlicherweise zur Verfligung ge-
stellt. Eventuelle Anpassungen an der Methode, die zeitweise erfolgt sein kénnten, sind nicht
bekannt und wurden im Rahmen der Arbeiten in COVIDready daher nicht bertcksichtigt. Nach-
folgend findet sich eine Erlauterung der Vorgehensweise, die durch das RKI zur Verfigung

gestellt wurde:

Fiir jeden Standort wird die Verdnderung der mittels einer lokal gewichteten Regression (LOESS-Me-
thode) berechneten / vorhergesagten Viruslast zum aktuellsten Messzeitpunkt innerhalb einer Woche
gegentber der fiir 7 Tage vorher vorhergesagten Viruslast berechnet. Die Kurven, auf denen die vor-
hergesagten Viruslasten liegen, werden mit Hilfe des LOESS-Verfahrens fiir jeden Standort einzeln ge-
schétzt. Das LOESS-Verfahren verwendet eine lokal gewichtete Regressionsfunktion, sodass in die
Vorhersage einer Viruslast auf der LOESS-Kurve ein bestimmter Anteil aller beobachteter Viruslasten
um den Messwert herum einbezogen wird, wobei der Einfluss mit der Entfernung zum Zeitpunkt der
vorherzusagenden Viruslast abnimmt. Der Anteil an einzubeziehenden Viruslasten wird fiir jeden Stand-
ort mit Hilfe der generalisierten Kreuz-Validierungs-Methode festgelegt, welches die Vorhersageglite
der Kurve optimiert. Die Idee der Kreuzvalidierungsmethode ist es, eine beobachtete Viruslast aus den
Daten zu entfernen, diese auf Basis eines Anteils aller anderen beobachten Viruslasten um den Mess-
wert herum mit dem LOESS-Verfahren vorherzusagen und die resultierende Abweichung zwischen be-
obachteter und vorhergesagter Viruslast zu berechnen. Dieses Verfahren wird flir alle Messzeitpunkte
durchgefiihrt und die berechneten Abweichungen summiert. Der optimale Anteil an einzubeziehenden
Viruslasten nach dem Kreuzvalidierungskriterium ist der, der diese Summe minimiert. So ergibt sich fiir
jeden Standort eine glatte Kurve und fiir jeden Zeitpunkt (auch zwischen den Messzeitpunkten) eine
vorhergesagte Viruslast. Die prozentuale Verdnderung zwischen der vorhergesagten Viruslast zum ak-
tuellsten Messzeitpunkt innerhalb einer Woche und der fiir 7 Tage vorher vorhergesagten Viruslast wird
berechnet und es wird angegeben, an wie vielen Standorten sich in 7 Tagen ein steigender Trend ("an-

steigend”, definiert als Anderung > 15 %), ein fallender Trend ("fallend”, Anderung < -15 %) oder keine
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relevante Anderung ("stabil", Anderung zwischen -15 % und 15 %) beobachten lasst. (Team Abwas-
sersurveillance RKI, E-Mail vom 19.10.2022)

Der nicht modifizierte Code des RKI wird fur die Berechnung der Kurve ,LOESS-Regression
nach RKI-Methode* in Kapitel 11.3.3.7.1 verwendet.

Anmerkung
Durch die verwendete generalisierte Kreuz-Validierungs-Methode wird die Kurve der LOESS-

Regression des Pandemie-Radars bei wechselnden Datenmengen automatisch tber den gan-
zen Betrachtungszeitraum angepasst. Untersuchungen mit den Daten aus COVIDready zei-
gen, dass in einem Datensatz, der Phasen hoher und niedriger Befunde im Abwasser umfasst,
die gesamte Kurve starker geglattet wird, als dies bei gleitenden Mittelwerten der Fall ist. Die
Auswirkungen sind in Kapitel 11.3.3.7.1 exemplarisch dargestellt. Eine Mitigationsstrategie
konnte eine Unterteilung des Datensatzes einer Klaranlage in unterschiedliche Pandemiepha-

sen sein. Dies wurde im Rahmen von COVIDready nicht abschlieRend geprtift.

11.3.3.7.2 Internationale Ansatze am Beispiel der CDC-Methode
Das Center for Disease Control and Prevention (CDC) der Vereinigten Staaten hat auf seiner

Website eine Methode zur Trenddetektion in Abwasserdaten veréffentlicht, die nachfolgend

maschinell Ubersetzt wurde:

Die Klassifizierung von Abwassertrends ist die statistische Analyse von Verdnderungen in der normali-
sierten Konzentration von SARS-CoV-2 im Abwasser (d. h. nicht durch qualitative visuelle Bewertung).
Anhand der Trends in diesen Abwasserdaten lassen sich die (gemeldeten und nicht gemeldeten) CO-
VID-19-Trends innerhalb der Gemeinde, die zum Abwassersystem beitrdgt, beurteilen. Trends der
SARS-CoV-2-Konzentrationen im Abwasser kénnen nicht anhand von weniger als drei Probenahme-
stellen ermittelt werden (z. B. sind bei einer konsequenten wdéchentlichen Probenahme 15 Tage an
Daten erforderlich, um Trends abzuschétzen). Sie kénnen die Trends in Kategorien einteilen, die auf
der Dauer und der Richtung der Verédnderung der Viruskonzentration basieren, um sie zu interpretieren

und fiir die 6ffentliche Gesundheit zu nutzen.

Trendberechnung: Die Verteilung der SARS-CoV-2-Konzentrationen im Abwasser ist bei der Berech-
nung von Trends in den Viruskonzentrationen zu berticksichtigen. Vor der Berechnung von Trends soll-
ten die Konzentrationen normalisiert werden, um Anderungen in der Abwasserverdiinnung und Unter-

schiede im relativen Eintrag menschlicher Abfélle im Laufe der Zeit zu berticksichtigen.

Trends kénnen mithilfe einer linearen Regression mit mindestens drei Messungen berechnet werden,
wobei die Steigung den Trend beschreibt. Die unabhéngige Variable in der Trendregression sollte das
Datum und nicht die Anzahl der Messungen sein, um Verdnderungen pro Tag und nicht pro Messung
abzuschétzen. Da die SARS-CoV-2-Konzentrationen im Abwasser wahrscheinlich lognormal verteilt
sind, sollten die normalisierten SARS-CoV-2-Konzentrationen vor der Berechnung von Trends und an-

deren Statistiken log-transformiert werden. Flr Trends, die mit logs-transformierten Konzentrationen
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berechnet werden, berechnen Sie die prozentuale tédgliche Verdnderung (engl. Percent daily change,

PDC) der Viruskonzentrationen aus der Steigung als:
PDC = (10St¢igung — 1) . 100 [%] Gl.: 2-6

Beziehen Sie Abwasserproben mit SARS-CoV-2-Werten unterhalb der Nachweisgrenze in die Trend-
berechnungen ein. Dies kann geschehen, indem der Probe ein Wert von der Hélfte der Nachweisgrenze
des Assays zugewiesen wird.

Variabilitdt der Messung: Flir eine prézisere Auswertung von Abwasserdaten kénnen Trendberech-
nungen die Variabilitdt in jeder SARS-CoV-2-Messung durch statistische Gewichtung mittels gewichte-
ter Regressionen der kleinsten Quadrate einbeziehen, die die Variabilitét in den Schritten Probenahme,

Verarbeitung und Quantifizierung berticksichtigen kénnen.

Trend-Klassifizierung: Trends kénnen grob nach Dauer (kurzfristig oder anhaltend) und Richtung (An-

stieg, Rlickgang oder Plateau) klassifiziert werden.

Dauer: Die Klassifizierung der Trends héngt von der Haufigkeit der Probenahmen ab. Beispielsweise
kénnten kurzfristige SARS-CoV-2-Abwassertrends als Trends definiert werden, die sich lber weniger
als zwei Wochen erstrecken, und anhaltende Trends kénnten als Trends definiert werden, die sich iiber
zwei Wochen oder ldnger erstrecken. Auf der Grundlage einer zweimal wochentlich stattfindenden Ab-
wasserprobenahme kénnten kurzfristige Trends aus drei Proben berechnet werden, die (iber einen Zeit-
raum von acht Tagen entnommen wurden, und anhaltende Trends aus flinf Proben, die (iber einen

Zeitraum von 15 Tagen entnommen wurden.

Richtung: Sie kénnen die normalisierten SARS-CoV-2-Konzentrationstrends in "steigend”, "fallend"
oder "Plateau” einteilen, indem Sie die Trends auf statistische Signifikanz priifen. Die statistische Sig-
nifikanz zeigt an, dass ein zunehmender oder abnehmender Trend vorliegt, der die Variabilitét der
SARS-CoV-2-Daten berticksichtigt. Sie kbnnen auch einen Mindestschwellenwert fiir die prozentuale
tégliche Verédnderung in Verbindung mit der statistischen Signifikanz verwenden, um die Trendrichtung

zu bestimmen.

(maschinell (ibersetzt; Formatierung angepasst; Quelle: CDC 2023)
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1.3.4 Pandemieverlauf in NRW anhand veroffentlichter Humandaten

Die pandemische Situation war in Deutschland z. T. groBen Anderungen zwischen unter-
schiedlichen dominierenden Virusvarianten, aber auch innerhalb von Zeitraumen mit einer do-
minierenden Variante unterworfen. In Abbildung 11.35 ist die Pandemiesituation anhand verof-
fentlichter Zahlen des RKI grafisch aufgearbeitet. Dieses sind erganzt um wichtige Termine
aus einer Auflistung des LZG.NRW.
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Abbildung 11.35: Aufbereitung des Pandemieverlaufs anhand der Informationen aus dem RKI
GitHub? und der RKI-Website?3, erganzt um wichtige Termine aus einer Auflis-
tung des LZG.NRW (vgl. Tabelle IV.1 im Anhang fiir genaue Datumsangaben)

2 Inzidenz: Robert Koch-Institut (2023): SARS-CoV-2 Infektionen in Deutschland, Berlin: Zenodo.
DOI:10.5281/zenodo.7992609.; Hospitalisierung: Robert Koch-Institut (2023): COVID-19-Hospitalisierungen in
Deutschland, Berlin: Zenodo. DOI:10.5281/zenodo.7992772.; PCR-Testungen: Robert Koch-Institut (2023):
SARS-CoV-2-PCR-Testungen in Deutschland, Berlin: Zenodo. DOI: 10.5281/zenodo.7969958

8 Variants of Concern: Robert-Koch-Institut (2023): Besorgniserregende SARS-CoV-2-Virusvarianten (VOC),
https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges_Coronavirus/Virusvariante.html
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Die nachfolgend dargestellten Screenings (Kapitel 11.3.5 und 11.3.6) wurden zwischen Dezem-
ber 2021 und April 2023 durchgeflhrt. Innerhalb dieses Zeitraums war zunachst die Delta-
Variante dominant. Diese wurde zum Jahreswechsel 2021 auf 2022 von Omikron BA.1 abge-
16st. Im Mai/Juni 2022 erfolgte dann der Wechsel tiber BA.4 auf BA.5. Ab Ende 2022 fand eine

Diversifizierung der Virusvarianten statt.

Die 7-Tage-Inzidenz fur NRW erreichte in der Phase mit dominierender Omikron BA.1 Variante
ihren HOhepunkt. Innerhalb der Folgezeit von Juni 2022 bis November 2022 mit dominierender
BA.5 Variante waren drei ausgepragte Erkrankungswellen zu verzeichnen, die jedoch in der
Inzidenz sukzessive ein schwacheres Signal hervorriefen. Das Verhaltnis an positiven PCR-
Tests auf die Gesamt-PCR-Tests in Deutschland war in den beiden ersten Omikron BA.5 Wel-
len nahezu identisch, was flr eine hohere Dunkelziffer spricht. In der dritten, von Omikron BA.5
dominierten Welle lag die Anzahl an PCT-Tests bei ca. 2 der vorherigen Welle. Somit kann
auch hier die Dunkelziffer h6her liegen. Untermauert wird diese Hypothese von der gleichzeitig
angestiegenen Hospitalisierungsinzidenz. Dies wird besonders deutlich, wenn das Verhaltnis
aus Hospitalisierungsinzidenz und 7-Tage-Inzidenz gebildet wird. Hier ist im Jahr 2022 ein
kontinuierlicher Anstieg dieses Verhaltnisses zu verzeichnen. Der sprunghafte Anstieg dieser
Verhaltniszahl ab Marz 2023 koinzidiert mit dem Wegfall der Corona-Test- und Meldepflicht

und ist somit voraussichtlich nicht auf eine erhdhte Hospitalisierungsrate zurtckzufuhren.

Es ist eine starke Anfalligkeit der Individualdaten fir gednderte Testregime und die allg. politi-
sche Situation erkennbar. Ein davon unabhangiges Kontrollwerkzeug, wie die abwasserba-

sierte Epidemiologie kann hier aufgrund allgemeiner Kostenvorteile direkten Mehrwert bieten.
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1.3.5 Screening im Verbandsgebiet EGLV

Innerhalb des Forschungsvorhabens COVIDready konnte der dezentrale Workflow erfolgreich

fur sechs verschiedene Anlagen umgesetzt werden. Basierend auf den Erfahrungen des Ab-

wasserscreenings aus zwei Jahren Projektlaufzeit kénnen die folgenden Aspekte aus Sicht

eines Abwasserentsorgers festgehalten werden:

Probenahme:

Innerhalb des Forschungsvorhabens wurde keine unterschiedlichen Probenahmearten
untersucht. Fur die Beurteilung eines Trends des Infektionsgeschehens hat sich die
volumenproportionale Probenahme als zuverlassig herausgestellt.

Der genaue Probenahmezeitraum sollte sich nach dem Probenahmekonzept auf den
Anlagen richten. Fir das Abwassermonitoring spielt der genaue Zeitraum eine unter-

geordnete Rolle.

Probenlogistik

Unter der Pramisse, die Ergebnisse schnellstmdglich bereitstellen zu kénnen, stellt die
Probenlogistik einen wichtigen Faktor dar. Am besten bewahrt hat sich der Transport
der Proben mit beschaftigten Personen. Die Durchfliihrung des Praxistests hat dabei
gezeigt, dass fiir eine Ubermittiung der Ergebnisse am selben Tag die Proben bis 10:00
Uhr im Labor angeliefert werden missen. Mit einer steigenden Anzahl an Proben kann
sich das Zeitfenster verschieben.

Besonders in den Sommermonaten ist sicherzustellen, dass die Probe auch wahrend
des Transports ausreichend gekunhlt ist.

Bei der Planung von Logistikstrecken sind vor allem in Ballungsgebieten ausreichend

Pufferkapazitaten zu bertcksichtigen.

Laboranalytik

Der im Forschungsvorhaben COVIDready angewandte Analyseworkflow von Analytik
Jena konnte gut in dem Kooperationslabor von Emschergenossenschaft, Lippever-
band und Ruhrverband etabliert werden. Entscheidender Vorteil ist hier die Probenvor-
bereitung mittels Filtration.

In dem gesamten Analyseworkflow stellt die Filtration aber auch den zeitaufwendigsten
Schritt dar und kann je nach Klaranlage bis zu einer halben Stunde dauern. Besonders
bei einer immer groflier werdenden Anzahl an Proben wirde fir die schnelle Aufberei-
tung eine Automatisierung von zentraler Bedeutung sein.

Die Dauer der Filtration des Abwassers der verschiedenen untersuchten Anlagen un-
terscheidet sich zum Teil signifikant. Wahrend die meisten Klaranlagen bei einer Filt-

rationszeit um die drei bis finf Minuten lagen, bendétigte die Klaranlage Dinslaken
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(Trennsystem) bis zu 30 Minuten. Die Auswirkung der Filtrationsdauer auf die Ergeb-
nisse wurde innerhalb des Forschungsvorhabens nicht untersucht.

Eine Auswertung der gemessenen Ct-Werte ist in der Tabelle 8 dargestellt. Der nied-
rigste Ct-Werte konnte auf den kleineren Anlagen gemessen werden.

Insgesamt bewegen sich die Ct-Werte auf den verschiedenen Anlagen in einem ver-

gleichbaren Bereich.

Tabelle 11.9:  Gemessene Ct-Wert auf den Klaranlagen der Emschergenossenschaft und des

Lippeverbands.

Klaranlage Max Min Median Q1 Q2

Bottrop 32,11 26,35 28,32 27,6 28,91
Duisburg Alte-Emscher 33,17 25,44 27,08 26,59 27,57
Emschermiindung 30,59 24,99 26,62 26,12 27,22
Dortmund-Deusen 29,35 24,77 26,66 26,31 27,35
Dinslaken 28,57 24,26 26,24 2547 26,93
Dortmund Scharnhorst 30,2 24,8 26,87 26,2 27,39

Datenauswertung

Die Auswertung der Daten hat gezeigt, dass in den Zeiten mit einer hohen Testbereit-
schaft innerhalb der Bevolkerung der Verlauf der Inzidenz gut Gber die Abwasserdaten
abgebildet werden kann.

In Zeitraumen mit reduzierten Testungen und einer héheren Dunkelziffer entkoppelt
sich der Verlauf der Abwasserbefunde von der Inzidenz und stellt somit einen weiteren
wichtigen Parameter dar.

Im Zeitraum von November 2021 bis Marz 2022 konnte zum Teil ein Unterschied zwi-
schen dem beprobten Sonntag (Wochenende) und dem Mittwoch (Werktag) in den Ab-
wasserbefunden festgestellt werden. Dies erklart zum Teil die starken Schwankungen
zu Beginn der verschiedenen Messkurven. Fur ein gezieltes Klaranlagenmonitoring
sollten die Einflisse aus Pendlerbewegungen und Tourismusstromungen mitberick-
sichtigt werden.

Bedingt durch die zum Teil sehr starken Schwankungen in den Analysenwerten stellt
die Bewertung des Einzelwerts eine groRere Herausforderung dar. Auch die Angabe
von kurzfristigen Trends kann auf Basis von zwei Analysenwerten pro Woche nur be-
grenzt vorgenommen werden.

In Zeiten mit sehr starken Niederschlagen nimmt die Schwankung der einzelnen Mess-

werte im Vergleich zu langeren Trockenperioden zu.
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e Auch bei einem steigenden Trend der Abwasserbefunde schwanken die Werte starker
als bei einem sinkenden Trend.

e Besonders bei einem starken Niederschlag nach einer langeren Trockenperiode nimmt
die gemessene SARS-CoV-2 Fracht am einzelnen Probentag signifikant zu.

e Die Darstellung langerfristiger Trends der Abwasserbefunde Uber das ganze Gebiet
bietet eine gute Mdglichkeit, das aktuelle Infektionsgeschehen Uber die Abwasserdaten
mit zu beurteilen.

e Nach Aufhebung/Lockerung der Coronaregelungen nimmt die Schwankung der Ab-

wasserbefunde weiter zu.
Kommunikation

o Abwassermonitoring ist eine interdisziplinare Aufgabe, die das Mitwirken von ver-
schiedenen Akteuren erfordert. Besonders die Kommunikation der Abwasserbe-
funde und die daraus resultierende Interpretation stellt eine groRe Herausforderung
dar.

e Besonders wichtig flr die Kommunikation ist die abwassertechnische Einordnung
des einzelnen Messergebnisses, um sicherzustellen, dass Einzelwerte nicht Gber-
interpretiert werden.

e Basierend auf den Erfahrungen des Vorhabens sollte eine Verdéffentlichung der Da-
ten seitens des Gesundheitswesens erfolgen. Hier bedarf es eines engen Aus-
tauschs mit den Abwasserentsorgern.

e Wichtig fur zukinftige Kommunikationsstrategien ist es, die Akzeptanz und das
Verstandnis von Abwasserdaten weiter zu steigern. Darlber hinaus muss mit dem

OGD der genaue Bedarf erortert werden.
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1.3.5.1  Klaranlage Bottrop

Probenlogistik

Die Klaranlage Bottrop wurde durch einen Mitarbeiter von Emschergenossenschaft und Lip-
peverband angefahren. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum konnten die Proben zu-

verlassig und schnell transportiert werden.

Laboranalytik

Die Laboranalytik zeigte bei der Klaranlage keine Auffalligkeiten. Die Filtration des Abwassers
verlief in weniger als finf Minuten ohne Probleme. Der niedrigste gemessene Ct-Wert betrug
26,36 der hochste 32,11. Der Median betrug 28,32. In Vergleich zu den anderen untersuchten
Klaranlagen wurden hier zumeist die hochsten Ct-Werte gemessen. Auffallig war bei den Un-
tersuchungen auch, dass bei der Klaranlage Bottrop bei einer Lagerung der Proben der grofite
Effekt auf die Ergebnisse festzustellen war. Eine eindeutige Festlegung der Ursache konnte
nicht vorgenommen werden, es bleibt aber anzumerken, dass die Klaranlage Bottrop industri-
ell gepragt ist.
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o Analyse o
2,0e+14 L gleitender Mittelwert aus 1 Woche
- (typischerweise 3 Werte)
5 __ gleitender Mittelwert aus 2 Wochen b b
o 1,5e+14 4 (typischerweise 5 Werte) d
T E ollio o |~ LOESS Regression nach RKI-Angaben o
_gu o o !
g O 1,0e+14 o o /?\J
3 (o] AN s
5,0e+13 - als || Lo gd®s R4 g
¥ : T el g /
‘5 98\ &5 m@
0,0e+00 4= T T ——
2.500
2.000
1.500 A
1.000 A
500 A
o}

2206200317 3114 28142811 250923 062004 18 1529 12 26 10 24 07 21 05 19 02 16 30 13 27 13 27
Ma Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo MoMoMoMo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Me Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo Mo

Dez Jan Feb Mrz Apr Mai Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez Jan Feb Mrz
2021 2022 2022 2022 2022 2022 2022 2022 2022 2022 2022 2022 2022 2023 2023 2023

Abbildung 11.36: Zeitreihendarstellung Viruslast, berechnete 7-Tage-Inzidenz und hydraulische
Auslastung der Klaranlage Bottrop

Datenauswertung

Wie in der Abbildung 11.36: zu erkennen ist, konnte der Verlauf der Inzidenz tber die Abwas-
sermessungen im Zeitraum vom 12/2021 bis 08/2022 sehr gut abgebildet werden. Im folgen-
den Zeitraum hat sich der Verlauf der SARS-CoV-2 Fracht im Abwasser von der berechneten

Inzidenz abgekoppelt. Im Zeitraum von Dezember 2021 bis ca. November 2022 zeigen die
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Abwasserbefunde auf der Klaranlage Bottrop im Vergleich zu dem folgenden Zeitraum bis zum
Projektende eine geringere Schwankung. Auffallig dabei ist, dass besonders ab Januar 2023
die Schwankungen in den Abwasserdaten signifikant zunehmen. Mit zu bericksichtigen hier-
bei ist, dass ab Dezember 2022 die Niederschlagshaufigkeit zugenommen hat, was in der

hydraulischen Auslastung der Klaranlage zu erkennen ist.

1.3.5.2 Klaranlage Duisburg Alte Emscher

Probenlogistik

Die Probenlogistik fur die Klaranlage Duisburg Alte Emscher wurde wie bei der Klaranlage

Bottrop durch einen eigenen Mitarbeiter durchgefihrt.

Laboranalytik

Die Laboranalytik auf der Klaranlage Duisburg Alte Emscher zeigt keine Auffalligkeiten. Die
Filtrationsdauer verlief in einem ahnlichen Zeitraum wie die der Klaranlage Bottrop. Der
héchste gemessene Ct-Wert betrug 33,17 und ist der von allen Klaranlagen am héchsten ge-
messenen Wert. Der niedrigste Ct-Wert betrug 25,44. Der Median belief sich auf 27,08 und
liegt somit nach Bottrop von allen untersuchten Klaranlagen an zweithdchster Stelle. 25 % der
gemessenen Ct-Werte lagen unterhalb von 26,59 und 85 % unterhalb von 27,57.
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Abbildung I1.37: Zeitreihendarstellung Viruslast, berechnete 7-Tage-Inzidenz und hydraulische

Auslastung der Klaranlage Duisburg Alte Emscher
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Datenauswertung

Wie auch auf der Klaranlage Bottrop konnten die Infektionswellen auf der Klaranlage Duisburg
Alte Emscher im Januar/Februar 2022 Uber das Abwasser abgedeckt werden. Auch die Som-
merwelle im Juli 2022 konnte im Abwasser aufgezeigt werden. Ab Januar 2023 scheint sich
der Verlauf der Abwasserbefunde auf der Klaranlage Duisburg Alte Emscher von der Inzidenz
zu entkoppeln. Besonders der Anstieg der Abwasserbefunde Anfang Februar 2023 spiegelt
sich nicht in der kalkulierten Inzidenz wider. Im Zeitraum von November 2021 bis Marz 2022
konnte ein Unterschied zwischen dem beprobten Sonntag (Wochenende) und dem Mittwoch
(Werktag) in den Abwasserbefunden festgestellt werden. Dies erklart die starken Schwankun-
gen zu Beginn der Messkurve. Die Zunahme der Schwankung in den Messwerten ab Januar
2023 konnte auf der Klaranlage Duisburg Alte Emscher nicht so stark wie in Bottrop festgestellt
werden. Der Einfluss der unterschiedlichen GréfRe und Struktur der untersuchten Einzugsge-

biete sollte hier bertcksichtigt werden.
1.3.5.3 Klaranlage Emschermiindung

Probenlogistik

Die Probenlogistik fur die Klaranlage Emschermindung wurde wie bei der Klaranlage Bottrop

durch einen eigenen Mitarbeiter durchgefihrt.

Laboranalytik
Die Laboranalytik auf der Klaranlage Emschermindung zeigt keine Auffalligkeiten. Die Filtra-

tionsdauer verlief in einem ahnlichen Zeitraum wie bei der Klaranlage Bottrop. Der hochste
gemessene Ct-Wert betrug 30,59 und liegt somit im mittleren Bereich aller untersuchten Klar-

anlagen.
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Emschermiindung
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Abbildung 11.38: Zeitreihendarstellung Viruslast, berechnete 7-Tage-Inzidenz und hydraulische
Auslastung der Kldaranlage Emschermiindung

Datenauswertung

Im Zuge des Baus des Abwasserkanals Emscher (AKE) kam es am 03.01.2023 zu einem
Umschluss der Klaranlage Emschermindung. Durch den Umschluss wurde das Zulaufwasser
nicht mehr aus der Emscher entnommen, sondern Uber den AKE zur Klaranlage geflhrt. Ne-
ben einer Veranderung des untersuchten Einzugsgebiets ergibt sich hieraus auch eine Veran-
derung der Abwasserzusammensetzung. Auf der Klaranlage Emschermindung zeigt sich wie
auf der Klaranlage Bottrop in dem Zeitraum mit einer Beprobung des Wochenendes eine gro-
Rere Schwankung in den Abwasserdaten. Mit zu berlicksichtigen ist hier aber auch der oben
beschriebene Umschluss der Klaranlage. Insgesamt zeigt sich, dass die Abwasserbefunde auf
der Klaranlage Emschermiindung bis zum November 2022 die Inzidenz gut abbilden. In dem
darauffolgenden Zeitraum entkoppelt sich der Verlauf der Abwasserbefunde von dem Verlauf

der Inzidenz.
1.3.5.4 Klaranlage Dortmund-Deusen

Probenlogistik

Die Probenlogistik fir die Klaranlage Dortmund-Deusen wurde durch die Erweiterung eines
bereits bestehenden Auftrags fir den Probentransport aus der Region etabliert. Bezogen auf
das gesamte Projekt konnten auch hier die Proben zumeist schnell und zuverlassig geliert

werden.
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Laboranalytik
Die Laboranalytik auf der Klaranlage Dortmund-Deusen zeigt keine Auffalligkeiten. Die Filtra-

tionsdauer verlief in einem ahnlichen Zeitraum wie bei der Klaranlage Bottrop. Der héchste
gemessene Ct-Wert betrug 29,53 und liegt somit abgesehen von Dortmund-Scharnhorst un-
terhalb der anderen untersuchten Klaranlagen. Hierbei muss gesagt werden, dass die Daten-
reihe bedingt durch den spateren Start der Untersuchung deutlich kiirzer ist und erst nach der

Omikronwelle startet.

Dortmund Deusen
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Abbildung 11.39: Zeitreihendarstellung Viruslast, berechnete 7-Tage-Inzidenz und hydraulische
Auslastung der Klaranlage Dortmund-Deusen

Datenauswertung

Bedingt durch die spatere Hinzunahme der Klaranlage Dortmund-Deusen in das Untersu-
chungsprogramm beginnt die Datenreihe erst deutlich spater. Eine Untersuchung der Unter-
schiede zwischen Wochentagen und Wochenenden wurde auf der Klaranlage nicht durchge-
fuhrt. Insgesamt konnte auf der Klaranlage Dortmund-Deusen bis November 2022 der Verlauf
der Inzidenz Uber das Abwasser gut wiedergegeben werden. Im darauffolgenden Zeitraum
entkoppelte sich der Verlauf der Abwasserbefunde von der Inzidenz. Besonders auffallig bei
der Klaranlage Dortmund-Deusen ist, dass nach einer langeren Trockenperiode der Einfluss
eines groRReren Niederschlags im Einzugsgebiet durch ein Ansteigen der SARS-CoV-2 Gen-
kopienfracht klar zu erkennen ist. Exemplarisch zu nennen ist hier der 16.11.2022. Aber auch
ohne eine vorlaufende langere Trockenperiode ist ein Einfluss des Niederschlags in den Daten
zu erkennen. Der Vergleich der Messdaten vom 12.09.2022 und 14.09.2022 zeigt, dass mit
einem steigenden Niederschlag die SARS-CoV-2 Genfracht signifikant nach oben steigt. Fir
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eine detaillierte Analyse der Auswirkungen eines Starkniederschlags auf die Messergebnisse

ist die Datenmenge nicht ausreichend.
1.3.5.5 Klaranlage Dortmund-Scharnhorst

Probenlogistik

Die Probenlogistik fur die Klaranlage Dortmund-Scharnhorst wurde auch durch eine Erweite-
rung eines bereits bestehenden Auftrags flr den Probentransport aus der Region etabliert.
Bezogen auf das gesamte Projekt konnten auch hier die Proben zumeist schnell und zuver-

I&ssig geliefert werden.

Laboranalytik
Die Laboranalytik auf der Klaranlage Dortmund-Scharnhorst zeigt keine Auffalligkeiten. Die

Filtrationsdauer verlief in einem ahnlichen Zeitraum wie bei der Klaranlage Bottrop. Der
héchste gemessene Ct-Wert betrug 30,2 und liegt somit abgesehen von Dortmund-Scharn-
horst unterhalb der anderen untersuchten Klaranlagen mit einem Mischsystem. Hierbei muss
gesagt werden, dass die Datenreihe bedingt durch den spateren Start der Untersuchung deut-

lich kiirzer ist und erst nach der Omikronwelle startet.

Dortmund Scharnhorst
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Abbildung 11.40: Zeitreihendarstellung Viruslast, berechnete 7-Tage-Inzidenz und hydraulische
Auslastung der Kldranlage Dortmund-Scharnhorst

Datenauswertung

Wie auch bei der Klaranlage Dortmund-Deusen beginnt die Datenreihe der Klaranlage erst

Ende April. Auffallig ist, dass die beiden Dortmunder Anlagen einen ahnlichen Verlauf in den
C@VIDready © COVIDready 2023
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Abwasserbefunden anzeigen, was bedingt durch die raumliche Nahe eine Plausibilisierung
der Daten sein kann. Auch auf der Klaranlage Dortmund-Scharnhorst zeigen sich in den Mess-
reihen grofRe Schwankungen, die in einem Zusammenhang mit Starkregenereignissen stehen.
Auffallig bei dieser Klaranlage sind zwei gro3e Peaks, die am 27.07.2022 und 01.08.2023
gemessen wurden. Ein Einfluss des Niederschlags auf die beiden Messwerte kann weitestge-
hend ausgeschlossen werden. Eine abschlieRende Begriindung flr die Ursache der hohen
Messwerte konnte nicht gefunden werden. Hier zeigt sich, dass die Bewertung des Einzelwerts

immer noch eine groRere Herausforderung darstellt.
1.3.5.6 Dinslaken

Probenlogistik

Die Probenlogistik fir die Klaranlage Dinslaken wurde wie bei der Klaranlage Bottrop durch

einen eigenen Mitarbeiter durchgefuhrt.

Laboranalytik
Bei der Laboranalytik der Klaranlage Dinslaken konnte festgestellt werden, dass im Vergleich

zu den anderen untersuchten Klaranlagen die Filtration der Proben mit bis zu 30 Minuten deut-
lich langer gedauert hat als bei den anderen Klaranlagen. Dies ist unter anderem auf das
Trennsystem im Einzugsgebiet der Klaranlage zurlickzufiihren. Auch bei den gemessenen
Konzentrationen zeigte sich, dass hier die hochsten Analysewerte erzielt werden konnten. So
liegt der Median der Ct-Werte mit 26,24 unterhalb aller anderen Klaranlagen. Dies Iasst sich
durch das Trennsystem, aber auch durch das kleinere Einzugsgebiet und den geringeren An-
teil an Industrie erklaren. Bei der Interpretation der Messwerte muss auch hier berticksichtigt

werden, dass die Klaranlage erst spater in das Messprogramm aufgenommen worden ist.
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Abbildung 11.41: Zeitreihendarstellung Viruslast, berechnete 7-Tage-Inzidenz und hydraulische

Auslastung der Klaranlage Dinslaken

Datenauswertung

Auf der Klaranlage Dinslaken konnte wie auch auf den anderen untersuchten Klaranlagen in

der Emscher-Lippe-Region der Verlauf der Inzidenz Uber die Befunde im Abwasser bis Ende

2022 sehr gut dargestellt werden. Danach kommt es zu einer Entkoppelung der Abwasserbe-

funde von der Inzidenz. Trotz des vorhandenen Trennsystems im Einzugsgebiet der Klaran-

lage Dinslaken sind bei der hydraulischen Auslastung der Klaranlage Einflisse von Nieder-

schlagen aus dem EZG zu erkennen, die auch einen Einfluss auf die Streuung der Messer-

gebnisse haben.
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1.3.6 Screening im Verbandsgebiet der assoziierten Partner

Die nachfolgend dargestellten Klaranlagen wurden im umweltanalytischen Labor des ISA ana-
lysiert. Die Probenlogistik war unterschiedlich organisiert. Die Proben des WVER wurden auf-
grund der Nahe zum ISA-Labor direkt durch Mitarbeiterlnnen des ISA abgeholt. Bei den Stand-
orten des Niersverbands und des Wupperverbands wurden externe Versanddienstleister fiir

die Logistik verwendet.
1.3.6.1  Klaranlage Aachen-Soers (WVER)

Probenlogistik

Die Proben wurden durch das ISA direkt abgeholt und gekuhlt in das Umweltanalytische La-

boratorium des ISA am Standort der Klaranlage Aachen-Soers transportiert.

Laboranalytik
Die Extraktion der Proben erfolgte am Probenahmetag. Die Extrakte wurden eingefroren und

am darauffolgenden Tag gemeinsam mit den Proben der Klaranlagen mit externem Versand

analysiert (Ménchengladbach und Wuppertal).

Bei der Laboranalytik der Klaranlage Aachen-Soers konnte festgestellt werden, dass im Ver-
gleich zu den anderen untersuchten Klaranlagen die Filtration der Proben mit bis zu 120 Mi-
nuten langer gedauert hat als bei den anderen Klaranlagen, ausgenommen Mdnchenglad-
bach-Neuwerk. Auch bei den gemessenen Konzentrationen zeigte sich, dass hier die niedrigs-
ten (Ct 26,4) und héchsten Analysewerte (Ct 36,1) erzielt werden konnten. So liegt der Median

der Ct-Werte mit 28,7 unterhalb aller anderen Klaranlagen.
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Abbildung 11.42: Zeitreihendarstellung Viruslast, berechnete 7-Tage-Inzidenz und hydraulische
Auslastung der Kldranlage Aachen-Soers

Datenauswertung

Im Rahmen der Untersuchungen wurde die Klaranlage Aachen-Soers vor Umstellung auf die
Beprobung Montag/Mittwoch aus den ESI-CorA Handreichungen zunachst statt montags am
Sonntag beprobt. Dies ist aus Abbildung 11.42 bis April zu erkennen. Die Anlage wies dabei an
Sonntagen zumeist eine deutlich geringere Viruslast im Abwasser aus, als dies am Werktag
der Fall war. Entsprechend ist die Ausbildung von ,Sagezahnen® im zeitlichen Verlauf deutlich
erkennbar. Z. T. wird der Effekt durch Starkregenereignisse Uberlagert. Insgesamt sind im glei-
tenden 2-Wochen-Mittel und in der LOESS-Regression die Pandemiewellen aus der 7-Tage-

Inzidenz abgebildet.
1.3.6.2 Klaranlage Eschweiler-Weisweiler (WVER)

Probenlogistik

Die Proben wurden durch das ISA am Probenahmetag abgeholt und gekuihlt in das Umwelt-

analytische Labor des ISA am Standort der Klaranlage Aachen-Soers transportiert.

Laboranalytik
Die Anreicherung und Extraktion der Proben erfolgte am Probenahmetag. Die Extrakte wurden

eingefroren und am darauffolgenden Tag gemeinsam mit den Proben der Klaranlagen mit ex-

ternem Versand analysiert (Monchengladbach und Wuppertal).

Die Laboranalytik auf der Klaranlage Eschweiler-Weisweiler zeigt keine Auffalligkeiten (Filtra-

tion in wenigen Minuten). Die Filtrationsdauer verlief in einem ahnlichen Zeitraum wie bei der
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Klaranlage Wuppertal-Buchenhofen. Der héchste gemessene Ct-Wert betrug 33,2 und der
niedrigste Ct-Wert 27,2. Der Median lag bei einem Ct-Wert von 29,7 und liegt somit im mittleren

Bereich aller untersuchten Klaranlagen.
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Abbildung 11.43: Zeitreihendarstellung der Kldaranlage Eschweiler-Weisweiler

Datenauswertung

Im Rahmen der Untersuchungen wurde die Klaranlage Eschweiler-Weisweiler vor Umstellung
auf die Beprobung Montag/Mittwoch aus den ESI-CorA Handreichungen zunachst statt mon-

tags am Sonntag beprobt. Dies ist in der Abbildung bis April zu erkennen.

1.3.6.3 Modnchengladbach-Neuwerk (Niersverband)

Probenlogistik

Die Proben wurden durch das Klaranlagenpersonal am Probenahmetag gekuinhlt verpackt und
an einen Versanddienstleister fiir einen Uber-Nacht-Versand bis 9 Uhr des Folgetages (iber-
geben. Aufgrund von z. T. zu spat angelieferten Proben, mussten einige Analysen verworfen
werden, weil die Filtration und Verarbeitung der Proben am Ankunftstag nicht mehr sicherge-

stellt werden konnte.

Laboranalytik
Die Anreicherung und Extraktion der Proben erfolgte am Ankunftstag der Probe im Labor des

ISA. Die Extrakte wurden direkt am selben Tag analysiert.
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Bei der Laboranalytik der Klaranlage Moénchengladbach-Neuwerk konnte festgestellt werden,
dass im Vergleich zu den anderen untersuchten Klaranlagen die Filtration der Proben mit bis
zu 180 Minuten deutlich langer gedauert hat als bei den anderen Klaranlagen. Bei den gemes-
senen Konzentrationen wurden Analysenwerte zwischen 27,3 und 32,7 mit einem Median von
29,5 erzielt werden. So liegen die Ergebnisse im selben Bereich wie die anderen Klaranlagen.
Hierbei muss gesagt werden, dass die Datenreihe bedingt durch den spateren Start der Un-

tersuchung deutlich kurzer ist und erst nach der Omikronwelle startet.
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Abbildung 11.44: Zeitreihendarstellung der Kldranlage Ménchengladbach-Neuwerk

Datenauswertung

Aufgrund fehlender Messdaten basiert die Trenddetektion z. T. nur auf den als Mindestanzahl
festgelegten drei Werten in einem 2-Wochen-Zyklus (vgl. Abbildung 11.44). An den Weih-
nachtstagen 2022 war aufgrund von Versandproblemen somit eine Licke im gleitenden- 2-

Wochen-Mittel zu verzeichnen.

Insgesamt sind im gleitenden 2-Wochen-Mittel und in der LOESS-Regression die Pandemie-

wellen aus der 7 Tage-Inzidenz abgebildet.
1.3.6.4 Wuppertal-Buchenhofen (Wupperverband)

Probenlogistik

Die Proben wurden durch das Klaranlagenpersonal am Probenahmetag gekuhlt verpackt und
an einen Versanddienstleister fiir einen Uber-Nacht-Versand bis 9 Uhr des Folgetages iiber-

geben.
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Laboranalytik
Die Anreicherung und Extraktion der Proben erfolgte am Ankunftstag der Probe im Labor des

ISA. Die Extrakte wurden direkt am selben Tag analysiert. Die Laboranalytik auf der Klaranlage
Wuppertal-Buchenhofen zeigt keine Auffalligkeiten. Die Filtrationsdauer verlief in einem ahnli-
chen Zeitraum wie bei Klaranlage Aachen-Soers. Der héchste gemessene Ct-Wert betrug 33,7
und der niedrigste Ct-Wert 27,3. Der Median lag bei einem Ct-Wert von 29,6. Die Werte liegen
somit im Bereich der untersuchten Klaranlagen. Hierbei muss gesagt werden, dass die Daten-

reihe bedingt durch den spéateren Start der Untersuchung erst nach der Omikronwelle startet.
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Abbildung 11.45: Zeitreihendarstellung der Klaranlage Wuppertal-Buchenhofen

Datenauswertung

Fur Wuppertal zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen der Montags- und Mittwochs-
probe (Abbildung 11.45). Die Montagsprobe einer Woche liegt dabei zumeist niedriger. Dies
war im Juli 2022 sehr stark ausgepragt, wo die Genkopienzahl fiir die Montagsproben (roter
Kreis) um den Faktor 4 niedriger lagen als fur die Mittwochsproben (blauer Kreis). Interessant
ist, dass die Proben z. T. auch einen anderen Trend aufweisen. Dies kann im November 2022
beobachtet werden, wo die Montagsproben einen sinkenden Trend abbilden (rote Linie), wah-
rend die Mittwochsproben einen stagnierenden/schwankenden Trend abbilden. Im Februar
2023 ist der Trend Uber drei Wochen sogar gegenlaufig (Montagsproben: sinkender Trend;
Mittwochsproben: steigender Trend). Insgesamt sind im gleitenden 2-Wochen-Mittel und in der
LOESS-Regression die Pandemiewellen aus der 7 Tage-Inzidenz abgebildet. Das gleitende
2-Wochen-Mittel zeigte dartuber hinaus im August 2022 einen Anstieg, wahrend in der Inzidenz

einen gleichbleibenden Trend zu verzeichnen war.
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.4 Vergleich von Trendindikatoren

Aus Kapitel 1.3 geht hervor, dass die Genkopienfracht im Abwasser Schwankungen in Abhan-
gigkeit von der Virusvariante unterworfen ist. Aus diesem Grund sollte bei der Annaherung
langfristiger Datenreihen entweder ein Splitting auf Zeitrdume dominierender Virusvarianten
durchgefuhrt werden, um eine angepasste Trenddetektion anhand absoluter Genkopienfrach-
ten zu erlauben, oder es sind Methoden zu entwickeln, die unabhangig von wechselnden Gen-
kopienfrachten weiterhin aussagekraftig sind. In Abbildung 11.46 und Abbildung 11.47, sowie in
Abbildung V.1 bis Abbildung IV.7 (IV.2 Anhang B), werden die unterschiedlichen in Kapitel
[1.3.3.6 und 11.3.3.7 erlauterten Trendindikatoren hinsichtlich ihrer Aussagekraft grafisch mitei-

nander verglichen.
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Abbildung 11.46: Vergleich von Trendindikatoren des SARS-CoV-2 Abwassersignals anhand von
Daten der Klaranlage Bottrop.
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Abbildung 11.47: Vergleich von Trendindikatoren des SARS-CoV-2 Abwassersignals anhand von
Daten der Klaranlage Aachen-Soers.
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Abbildung 11.48: Klaranlageniibergreifender Vergleich unterschiedlicher Trendindikatoren mit
der Anderung der 7-Tage-Inzidenz.
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1.5 Roll-out: Abstimmung mit Akteuren aus dem Gesundheitswe-
sen

Unsere Abwasseruntersuchungen in Nordrhein-Westfalen sowie die Ergebnisse weiterer For-
schungskonsortien in Hessen (Agrawal et al. 2021), Baden-Wurttemberg (Ho et al. 2022) und
Bayern (Roflmann et al. 2022) zeigen, dass die Monitoringergebnisse dem o&ffentlichen Ge-
sundheitsdienst erlauben, Malnahmen zur Einddmmung der Pandemie frihzeitig, verlasslich,

und einzugsgebietspezifisch zu treffen und begriindet zu kommunizieren.

Der Projektstart von COVIDready im Mai 2021 fiel mit dem Ubergang von der Alpha- in die
Delta-Welle zusammen und im Juni bis August zunachst in eine sich relativ entspannenden
Lage mit abnehmenden 7-Tage-Inzidenz und Hospitalisierungsinzidenz. Die Kommunikation
mit dem OGD verlief zunachst auf Ebene der Gesundheitsamter, die sich direkt im Einzugs-
gebiet der beprobten kommunalen Klaranlagen befinden. Am 30. Juli 2021 erfolgte eine erste
Abstimmung mit dem Landeszentrum Gesundheit (LZG.NRW). Weitere Abstimmungen, auch
mit dem Ministerium fir Arbeit, Gesundheit und Soziales (MAGS.NRW) mindeten in einem
regelmafigen, meist zweiwochentlichen Austausch, aus dem im spateren Verlauf eine inten-
sive Zusammenarbeit zur Sammlung und Interpretation der Analysendaten, aber auch zur
Fortentwicklung von Trendindikatoren und Kommunikation der Ergebnisse etabliert werden
konnte. Die Ergebnisse von COVIDready zur Trenddetektion konnten so direkt mit Akteuren
aus dem Gesundheitswesen diskutiert und in der Gesamtschau aller vorliegenden Indikatoren
einbezogen werden. Wichtige Eckpunkte in der Kommunikation mit dem 6ffentlichen Gesund-

heitsdienst sind in der Terminauflistung aus Tabelle 1.3 in Kapitel 1.3 enthalten.

Mit der Anderung des Infektionsschutzgesetzes im September 2022 wurde das SARS CoV-2-
Abwassermonitoring in Deutschland erstmals rechtlich festgeschrieben. In § 13 Abs. 2 ist vor-
gesehen, dass ,das Robert Koch-Institut und die Léander zur Uberwachung Ubertragbarer
Krankheiten Sentinel-Erhebungen sowie Testungen an bestimmten Wasserproben in be-
stimmten Gebietskorperschaften durchfihren kénnen. (...) Sentinel-Erhebungen an Abwas-
serproben kénnen in Zusammenarbeit mit ausgewahlten Einrichtungen der Abwasserbeseiti-
gung und -analytik stattfinden“. Erganzend wurde in § 28b Abs. 7 IfSG neu geregelt, dass die
Lander beim Vorliegen einer konkreten Gefahr fir die Funktionsfahigkeit des Gesundheitssys-
tems oder der sonstigen kritischen Infrastruktur spezifische Schutzmalinahmen erlassen kon-
nen. Ein neuer, erganzender Indikator fUr die Einschatzung der Lage im sogenannten ,Pande-

mieradar” ist das SARS-CoV-2-Abwassermonitoring (Perea et al. 2023).

Ruckmeldungen aus den Gesundheitsamtern im Einzugsgebiet der beprobten Klaranlagen
zeigten, dass die Etablierung des Abwassermonitorings einen Mehrwert fur den 6ffentlichen
Gesundheitsdienst erzielen konnte, aber in friheren Pandemiephasen einen gréReren Mehr-

wert gehabt hatte, aber zu diesem Zeitpunkt noch nicht ausreichend zur Verfigung stand.
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Vorwiegend in der Zeit vor dem groRangelegten Einsatz der Impfstoffe, also in Zeiten von
Lock-down, Kontaktnachverfolgung und mdglichst weitgehender Infektionspravention, hatte
das heute etablierte SARS-CoV-2 Abwassermonitoring als zeitiges Instrument geholfen, um
schnell und kosteneffizient auf eine sich andernde Pandemiesituation zu reagieren. Grund-
satzlich werden an das System v. a. Erwartungen hinsichtlich Schnelligkeit der Datenbereit-
stellung in verlasslicher und interpretierter Form gestellt, die das Projektkonsortium in der Wei-

terverfolgung des dezentralisierten Ansatzes bestarkten.

Auf Basis der im Rahmen von COVIDready in NRW etablierten Abstimmungsrunden zwischen
Akteuren aus dem Gesundheitswesen und der Wasserwirtschaft kann abgeleitet werden, dass
Abwassermonitoring so fortentwickelt werden muss, dass das System im Bedarfsfall schnell

und adaptiv hochgefahren werden kann. Dies umfasst:

- Etablierung technischer Infrastruktur fir die Beprobung im Kanalnetz und auf der Klar-
anlage

- Vorhalten von Analytikkapazitaten fir die Bestimmung von RNA/DNA in Abwasserpro-
ben

- Etablierung von Melde- und Kommunikationswegen aus der Abwasserreinigung zum
Gesundheitsdienst fur kiinftige Monitoring-Targets

- Bereitstellung von Auswertungs- und Darstellungstools

Zur Verstetigung des SARS-CoV-2-Abwassermonitorings, in dem bundesweit bis zu 200 Klar-
anlagen einbezogen werden sollen, arbeiten RKI und UBA eng im Rahmen des ,Abwasser-
Monitoring fUr die epidemiologische Lagebewertung® (AMELAG) zusammen, welches vom
BMG mit ca. 30 Mio. Euro bis Ende 2024 finanziert wird (Perea und Scholz). Ziel dieses Vor-
habens ist es, Strukturen und Prozesse fur ein bundesweites Netzwerk praxis- und routinege-
recht aufzubauen, die es den einzelnen Bundeslandern kinftig ermoéglichen soll, fur ihr Bun-
desland qualitatsgeprifte, abwasserbasierte Erregernachweise erganzend zu weiteren Indi-
katoren flrr eine epidemiologische Lagebewertung nutzen zu kénnen. Parallel wird weiter er-
probt, in welchem Umfang das Abwassermonitoring als Frihwarnsystem und zur Uberwa-
chung von Virusmutationen (u. a. auch im Rahmen der Einreise und Beprobung an Flughafen

und Flugzeugen) eingesetzt werden kann (Perea und Scholz).

Parallel dazu wird in dem von der Europaischen Kommission am 26.10.2022 vorgelegten Ent-
wurf zur Revision der Kommunalabwasserrichtlinie das gesundheitsbezogene Abwassermo-
nitoring aufgegriffen. Dazu werden in § 17 Absatz 1 des Entwurfes neben SARS-CoV-2 auch
u. a. das Poliovirus und Influenzavirus genannt. Die Mitgliedstaaten sollen u. a. eine Koordi-
nierungsstruktur zwischen den fur die 6ffentliche Gesundheit und die kommunalen Abwasser
zustandigen Behdrden einrichten, um Abstimmung und Roll-out zwischen den Akteuren auf

Bundes-, Landes- und Kommunalebene weiter voranzutreiben.
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Das Verbundprojekt COVIDready hat erfolgreich dazu beigetragen, Grundlagen fir die Ein-
richtung eines nationalen Monitoringsystems flr das Coronavirus und seine Varianten zu legen
und konnte insbesondere in NRW den Roll-out des SARS-CoV-2 Abwassermonitoring maf3-

geblich mitgestalten und begleiten.

Besonders flr die sondergesetzlichen Wasserverbande in NRW erwachst bei der Anwendung
eines regionsorientierten Abwassermonitorings hinsichtlich Umwelt- und Gesundheitsfragen
aufgrund ihrer Uberkommunalen Struktur eine wichtige Rolle in der Unterstiutzung der stadte-
Ubergreifenden Zusammenarbeit, z. B. beim Warn- und Meldewesen. Darlber hinaus bieten
die erforschten Losungen Perspektiven fir Biotechnologieunternehmen, mit ihren auf Abwas-
ser abgestimmten molekularbiologischen Methoden und Analytiksystemen fir SARS-CoV-2
neue Geschéaftsfelder in der Abwasserepidemiologie aufzubauen. Das Konsortium
COVIDready arbeitet derzeit erweitert um die Universitatsmedizin Essen als weiteren Partner
an einem Projektantrag ,Abwasserbasierte Epidemiologie und Preparedness: Forschungsbe-
darf fiir eine Roadmap zum Aufbau adaptiver Monitoringkapazitaten im Offentlichen Gesund-
heitsdienst” zur Férderung durch das Bundesministerium fir Gesundheit. Die ibergeordnete
Zielsetzung dieses Vorhabens ist die wissenschaftliche Erweiterung einer Roadmap fur den
Aufbau einer zukunftsweisenden abwasserbasierten Epidemiologie in Deutschland mit adap-
tiven Monitoring-Kapazitaten im 6ffentlichen Gesundheitsdienst (OGD). Dazu soll das derzei-
tige Screening neben SARS-CoV-2 um weitere Erreger inklusive zirkulierender und neu auf-
tretender (emerging) humanpathogener Viren als auch um antimikrobielle Resistenzen erwei-
tert werden. Durch die Beantwortung offener Forschungsfragen werden Grundlagen geschaf-
fen, um zielgerichtet und kosteneffizient auf neuartige Anforderungen im OGD vorzubereiten

(Preparedness).
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A

Datum

Anhang

Anhang A
Tabelle IV.1:

Zeitlicher Ablauf von Pandemie und MaBnahmen nach Zusammenstellung des

LZG.NRW

Ereignis

Erlauterung/Bemerkung

27.01.2020

Corona in D

Ein Mann aus dem Landkreis Starnberg in Bayern hat
sich infiziert

25.02.2020

Corona in NRW

Eine Person aus dem Kreis Heinsberg, Gangelt ist nach
Karneval an Corona erkrankt.

11.03.2020

Pandemiebeginn

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) erklart den CO-
VID-19-Ausbruch zu einer Pandemie

13.03.2020

Coronaschutzverordnung

Erste Veroffentlichung und Umsetzung von Corona-
SchutzmalRnahmen

16.03.2020

1. Lockdown

Mit der Verordnung vom 16.03.2020 tritt ein Lockdown in
Kraft. Das offentliche Leben wird zur Reduzierung der
Kontakte und zur Eind@mmung der Infektionszahlen her-
untergefahren. Beginn der Kontaktsperre. Der Lockdown
gilt bis zum 19.04.2020.

20.04.2020

Lockerungen

Beginn von ersten Lockerungsmalnahmen (Einkaufen in
Geschaften bis 800 m, z. T. Wiederaufnahme des Schul-
betriebs)

20.04.2020

Reiseverbot

Um die Ausbreitung des Coronavirus zu verlangsamen,
hat das Bundeskabinett entschieden, dass nicht notwen-
dige Reisen zu vermeiden sind

24.04.2020

Maskenpflicht

Beginn der Maskenpflicht in NRW.

30.04.2020

Lockerungen

Weitere sukzessive Lockerung der Kontaktbeschrankun-
gen (Offnung von Spielplatzen, Museen, Zoos und Got-
teshausern)

16.06.2020

Start Corona-App

Aufzeichnung von Risikobegegnungen zur Eindammung
der Infektionsketten und zur Kontaktpersonennachverfol-

gung

01.08.2020

Kostenloser Test flir Reise-
rickkehrer

Jeder, der aus dem Ausland nach Deutschland einreist,
kann sich binnen 72 Stunden kostenlos im Testzentrum
(z. B. Flughafen, Bahnhof) oder durch einen niedergelas-
senen Arzt auf das Coronavirus SARS-CoV-2 testen las-
sen.

01.09.2020

Grenzwerte

Einfihrung von Grenzwerten

15.09.2020

Einreiseverordnung

Aufhebung pauschale Reisewarnung. Nach Aufenthalt im
Risikogebiet, Quarantanepflicht nach Einreise nach
Deutschland

17.10.2020

Corona-Hotspots

Regelungen fir Corona-Hotspots in NRW

02.11.2020

2. Lockdown ("Light")

Zweiter Lockdown in einer leichteren Version. Das gesell-
schaftliche Leben wird zur Reduzierung der Kontakte und
zur Einddmmung der Infektionszahlen heruntergefahren.
Anders als beim 1. Lockdown im Méarz ist der Besuch von
Schulen, Kitas, Friseuren, gesundheitlichen Dienstleis-
tungen, von Angehdrigen in Gesundheits- und Pflegein-
richtungen maglich. Alles unter Beachtung der AHA+L+A-
Regeln (insbesondere der Maskenpflicht)

Der Lockdown-Light gilt vom 02.11.2020 bis zum
30.11.2020

01.12.2020

Kontaktsperre

Die Kontaktbeschrankungen wurden noch einmal ver-
scharft. Private Treffen im 6ffentlichen Raum sind auf den
eigenen und einen weiteren Haushalt zu reduzieren. Ma-
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Datum Ereignis Erlauterung/Bemerkung
ximal dirfen sich aber funf Personen treffen, wobei Kin-
der bis einschliellich 14 Jahren bei der Berechnung der
Personenzahl nicht mitzahlen.

16.12.2020 Lockdown Inkrafttreten des bundesweiten Lockdowns mit z. T. ver-
scharften Regelungen und weiterhin Kontaktsperre (Ver-
scharfung des "Lockdown-Light" und besonderer Schutz
vulnerabler Personengruppen)

18.12.2020 Neue Varianten neuen SARS-CoV-2-Virusvariante (B.1.1.7), die sich seit
September 2020 in Grol3britannien ausbreitet und Vari-
ante N501Y.V2 (alias B.1.351) und die Mutation N501Y,
die in Sudafrika entdeckt wurde.

28.12.2020 Corona-Schutzimpfung Bundesweiter Start der Impfaktion: Impfstart gegen CO-
VID-19 in Pflegeheimen in NRW

25.01.2021 Maskenpflicht (medizini- Es gilt die Verpflichtung zum Tragen einer medizinischen

sche) Maske

04.02.2021 Start Impfzentren Inbetriebnahme der 53 Impfzentren in NRW

26.03.2021 Notbremse Notbremse ab Inzidenz von 100

17.06.2021 Maskenpflicht (Aufhebung Aufhebung der Maskenpflicht im Freien

im Freien)

17.08.2021 3G-Nachweis Fir das Betreten von offentlichen Einrichtungen (Friseu-
ren, Fitness-Studios, medizinische Einrichtungen, Veran-
staltungen und Festen) muss entweder ein Nachweis der
Genesung, Impfung oder neg. Testergebnis vorliegen.

24.11.2021 Auftreten von Omikron Omikron tritt erstmals in Stdafrika auf

26.11.2021 10 % Booster 10 % der Bevdlkerung sind geboostert

18.12.2021 Impfstart fir Kinder Bundesweiter Impfstart fir die 5- bis 11-Jahrigen Kinder

21.12.2021 ControlCOVID ControlCOVID - Strategie-Erganzung zur Bewaltigung
der beginnenden pandemischen Welle durch die SARS-
CoV-2-Variante Omikron

10.01.2022 Omikron dominant Omikron dominiert

11.02.2022 PCR-Tests nur bei pos. Angepasste Teststrategie - PCR Tests nur bei positivem

Schnelltest Schnelltest und Priorisierung

18.02.2022 Ho6hepunkt Uberwunden Hohepunkt der Omikron Welle ist Gberwunden

20.03.2022 Neues IfSG Neue Regeln des Infektionsschutzgesetzes (Hotspot-Re-
gelungen)

25.03.2022 Impfappell Dringender Impfappell an die Bevoélkerung

02.05.2022 Isolationspflicht verkuirzt Isolation kann nach finf Tagen beendet werden

17.06.2022 7-Punkte-Plan 7-Punkte-Plan flur den Herbst:

1. Impfkampagne

2. Testkonzept

3. Behandlungskonzept

4. Schutz vulnerabler Gruppen
5. Datenfluss

6. Schulen und Kitas

7. Infektionsschutzgesetzt (IfSG)

24.08.2022 Herbst-Regelungen Bundesweit soll ab Oktober Maskenpflicht im Fern- und
Flugverkehr sowie eine Masken- und Testpflicht in Kran-
kenhdusern und Pflegeeinrichtungen gelten

01.09.2022 Omikron-Impfstoff EMA Zulassung: Omikron-Impfstoffe freigegeben

12.10.2022 Léander in der Verantwortung L&nder sollen Méglichkeiten fir Schutzmallnahmen nut-
zen

03.02.2023 RKI senkt Corona-Risiko RKI senkt Corona-Risiko herab

herab
14.02.2023 Aufhebung Test- und Mas-  Es besteht keine Verpflichtung mehr in Rdumen und im

kenpflicht

OPNV eine Maske zu tragen. Nur fiir Arzt, Krankenhaus-
und Pflegeheimbesuche besteht weiterhin Maskenpflicht.
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gleitender Mittelwert aus 2 Wochen

(typischerweise 5 Werte)
— LOESS Regression nach RKI-Angaben

Analyse
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