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Zusammenfassung

Im Mérz 2021 hat die EU-Kommission die Mitgliedstaaten aufgefordert, eine dauerhafte systematische Uber-
wachung von SARS-CoV-2 und seiner Varianten im Abwasser einzuftihren. Vor diesem Hintergrund initiierte
die Bundesregierung das Projekt ,Systematische Uberwachung von SARS-CoV-2 im Abwasser. Die Vor-
bereitung und Durchfilhrung der bundesweiten Pilotphase erfolgte innerhalb des Vorhabens ESI-CorA
(Emergency Support Instrument — Nachweis von SARS-CoV-2 im Abwasser); hierfur hat die EU Fordergelder
in H6he von 3,7 Mio. Euro zur Verfigung gestellt. Koordiniert wurde das Projekt vom Projekttrager Karlsruhe
(PTKA) am Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT) in Zusammenarbeit mit dem Engler-Bunte-Institut (EBI)
und der Forschungsférderung (FOR) am KIT. Weitere Projektpartner waren das Robert Koch-Institut (RKI),
das Umweltbundesamt (UBA) sowie die Technische Universitat Darmstadt (TUDa).

Fur das Projekt wurden in einem Bewerbungsverfahren 20 Standorte ausgewahlt. Hinzu kamen insgesamt 36
weitere Standorte aus BMBF- und landergeforderten Projekten zum Abwassermonitoring. Im Rahmen von
ESI-CorA wurde u.a. analysiert, welche Methoden sich fiir ein SARS-CoV-2 Abwassermonitoring eignen und
welche Daten erhoben werden miussen, um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. In einem ersten Schritt
zur technischen Umsetzung wurden im Rahmen von ESI-CorA Handreichungen mit Vorgaben fur ein
weitgehend harmonisiertes Vorgehen bei der Probenahme, der Probenaufbereitung und der analytischen
Auswertung der Probe erarbeitet. Diese Beschreibungen bildeten die Grundlage fur die Ermittlung der
Rohdaten der am Projekt beteiligten Klaranlagen und Laboratorien.

Fur die Pilotstandorte wurde eine zentrale digitale Dateninfrastruktur aufgebaut. Diese biindelt alle Schritte
von der Datenerfassung bis hin zur Auswertung und Visualisierung in Dashboards. Sie umfasst einheitliche
Eingabemasken fir Klaranlagen und Analyselabore, eine automatisierte Prozessierung und Normalisierung
der Daten sowie die Darstellung der Ergebnisse in standortbezogenen Dashboards.

Zur Qualitatssicherung des Workflows von der Probenahme Uber die Probenaufbereitung bis zur Analyse
erfolgten SARS-CoV-2 Messungen an einer eigens daflr ausgewahlten Klaranlage (,Validierungsklaranlage®)
sowie parallele Messungen von Proben aus den Pilotklaranlagen (,Zweitproben®). Im Hinblick auf die
Probenahme und die Probenahmestrategie wurden im Rahmen des Projekts Fragen der Probenhomogenitéat,
der Homogenisierung und der Methode zur Entnahme von Rohabwasser untersucht. Unterschiede zwischen
zeitproportionaler und volumenproportionaler Probenahme konnten nicht festgestellt werden. Es bestatigte
sich, dass die Enthahme einer Mischprobe Uber mehrere Stunden effektiv ist. Untersucht wurden auf3erdem
Aspekte der Lagerung, der Wiederholbarkeit, der Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen sowie verschiedene
Konzentrations- und Extraktionsmethoden fiir RNA mittels RT-PCR (Polymerase-Kettenreaktion mit reverser
Transkription der viralen RNA). Beide Methoden, die quantitative RT-PCR (gRT-PCR) und die digitale
Tropfchen-RT-PCR (ddRT-PCR), lieferten vergleichbare Ergebnisse. Unterschiede waren jedoch bei der
Probenaufbereitung mit verschiedenen Methoden zu beobachten.

Mit Hilfe der Normalisierung werden Einfliisse berticksichtigt, wie sie z.B. durch Regen- oder Schmelzwasser
verursacht werden. Als Methoden zur Normalisierung wurden im Projekt der Abwasserdurchfluss wahrend der
Probenahme, chemische Humanmarker und das Auftreten von Surrogatviren (pepper mild mottle virus und
CrAssphage) verwendet. An einigen Klaranlagenstandorten fihrte die Normalisierung der Messwerte zu einer
Verbesserung der Ergebnisse im Sinne einer Glattung der Kurven. Ob und nach welcher Methode eine
Normalisierung durchgefihrt werden sollte, ist derzeit je nach Klaranlagenstandort zu entscheiden. Obwohl
die Qualitatsergebnisse von kleinen und grof3en Klaranlagen haufig mit denen von Klaranlagen &hnlicher
Grole korrelieren, sind Vergleiche der Werte einzelner Standorte untereinander nur eingeschrankt moglich.

Fir die Genomsequenzierung an den 20 EU-Standorten wurden drei Messkampagnen durchgefihrt, die
erstmals eine nationale Ubersicht zur Variantenentwicklung erméglichten. Es konnte gezeigt werden, dass
das Monitoring der SARS-CoV-2-Varianten, -Sublinien und -Mutationen durch die Sequenzierung von
Abwasserproben moglich ist. Wéahrend im April 2022 BA.2.X-Sublinien dominierten, waren im September 2022
und Januar 2023 die nachgewiesenen Sublinien deutlich diversifiziert und nicht mehr einer Linie zuzuordnen.
So konnten im Januar 2023 viele neue Subvarianten wie zum Beispiel XBF, XBB.1.X oder BQ.1.X detektiert
werden. Mit den drei Datenpunkten konnte so eine zeitliche Entwicklung in der Variation der Mutationen und
Varianten grob abgeschatzt werden. Die Ergebnisse der abwasserbasierten Sequenzierungen deckten sich
mit den klinischen Daten.

Das Abwassermonitoring liefert zusatzliche Informationen zum Infektionsgeschehen im Einzugsgebiet der
Klaranlage — unabhangig von Teststrategie bzw. Testverhalten beim Menschen. Die gemessenen bzw. be-
rechneten Viruslasten im Abwasser korrelierten mit verschiedenen Gesundheitsparametern (z.B. Inzidenz),
d.h. aus den Abwasserbefunddaten konnte die Infektionsdynamik von SARS-CoV-2 nachvollzogen werden.
Die genaue Anzahl der Infizierten kann nach aktuellem Stand jedoch nicht daraus berechnet und auch die
Krankheitsschwere kann nicht ermittelt werden. Das Abwassermonitoring hat sich innerhalb des Projekts als
wertvolles zusatzliches Werkzeug zur Lagebewertung erwiesen. Es unterstitzt die Entwicklung konkreter
Vorsorge- und SchutzmalRhahmen — sowohl auf lokaler Ebene als auch auf Landes- und auf Bundesebene.



1 Hintergrund, Ziele und Uberblick des Projekts ESI-CorA (KIT)

1.1 Hintergrund

Im Marz 2021 hat die EU-Kommission die Mitgliedstaaten aufgefordert, eine dauerhafte systematische
Uberwachung von SARS-CoV-2 und seinen Varianten im Abwasser einzufilhren. Zur Umsetzung dieser
Empfehlung in Deutschland haben das Bundesministerium fir Gesundheit (BMG), das Bundesministerium fir
Umwelt, Naturschutz, nukleare Sicherheit und Verbraucherschutz (BMUV) und das Bundesministerium fir
Bildung und Forschung (BMBF) entschieden, gemeinsam das Projekt ,Systematische Uberwachung von
SARS-CoV-2 im Abwasser” zu verfolgen. Die Vorbereitung und Durchfihrung der bundesweiten Pilotphase
erfolgte innerhalb des Vorhabens ESI-CorA (Emergency Support Instrument — Nachweis von SARS-CoV-2 im
Abwasser); hierfur hat die EU Fordergelder in Hohe von 3,7 Mio. Euro zur Verfigung gestellt.

ESI-CorA (Laufzeit: 01.11.2021 bis 31.03.2023) wurde vom Projekttrager Karlsruhe (PTKA) am Karlsruher
Institut fur Technologie (KIT) in Zusammenarbeit mit dem Engler-Bunte-Institut (EBI) und der Forschungs-
forderung (FOR) am KIT koordiniert. Weitere Projektpartner waren:

— das Robert Koch-Institut (RKI),
— das Umweltbundesamt (UBA) sowie
— die Technische Universitat Darmstadt (TUDa).

Die Arbeiten in ESI-CorA bauen auf Forschungsaktivitaten von vier Projekten zum Abwassermonitoring auf,
die durch das BMBF geférdert wurden: Abwasser Biomarker CoV2 (Foérderkennzeichen 02WRS1557A-C),
CoroMoni (02WRS1559), SARS-GenASeq (02WRS1602A-B) und COVIDready (02WRS1621A-D) 2.

1.2 Ziele

Die Ziele von ESI-CorA waren:

- Uberwachung von SARS-CoV-2 und seiner Varianten im Abwasser

— Harmonisierung von Probenahme / Analyseverfahren, inkl. Qualitatssicherung

— Verknupfung der Abwasserdaten mit den Gesundheitsdaten, Dateninterpretation

— Aufbau einer digitalen Infrastruktur fur Datenmanagement, -weiterleitung und -visualisierung

— Auswertung der Pilotphase

— Zusammenarbeit mit der EU und Mitgliedstaaten

— Prufung, ob die flachendeckende Einfiihrung eines Abwassermonitorings oder eher ein reprasentatives
Monitoring befurwortet werden kann

1.3 Uberblick

Fur die Projektlaufzeit wurden in einem Bewerbungsverfahren 20 Standorte durch den Bund im Einvernehmen
mit den Landern ausgewahlt. Die gewéhlten Standorte unterschieden sich in der Grol3e ihres Einzugsgebiets
und somit der Anzahl an erfassten Einwohnerinnen und Einwohnern. Hinzu kamen weitere Standorte aus den
BMBF-geforderten Projekten (24) sowie Standorte, die durch Landermittel finanziert wurden (NRW: 4, Bayern:
8). Eine Ubersichtskarte aller Standorte in ESI-CorA ist in Abbildung 1 dargestellt. Abbildung 2 gibt einen
Uberblick des zeitlichen Ablaufs des Pilotvorhabens.

Zu Beginn des Projekts wurden zunachst die fur die Durchfihrung des Pilotbetriebs notwendigen Strukturen
geschaffen: Als zentrale Anlaufstelle fur die Standorte wahrend des Pilotvorhabens wurde ein ,Helpdesk® am
KIT eingerichtet; ferner wurde ein ,Begleitkreis® ins Leben gerufen, um die Projektaktivitaten zu unterstutzen
und die Expertise externer Expertinnen und Experten auf dem Gebiet der Abwasseriiberwachung einzubinden
(ausfuhrliche Beschreibungen in Abschnitt 2.1). Die Probenahme startete im Februar 2022. An allen
Standorten wurden zweimal wdchentlich Mischproben Uber einen Zeitraum von 24 Stunden entnommen und
auf SARS-CoV-2 analysiert. Zusatzlich wurden Begleitparameter wie Durchfluss, elektrische Leitfahigkeit etc.
erhoben. Im Rahmen der Projektlaufzeit haben die Forschenden u.a. analysiert, welche Methoden sich fir ein
flachendeckendes Monitoring eignen und welche Daten erhoben werden mussen, um aussagekraftige
Ergebnisse zu erhalten (siehe Kapitel 2.1.2 und 2.2).

! Nahere Informationen im Férderkatalog des Bundes: https://foerderportal.bund.de/foekat/jsp/SucheAction.do?actionMode=searchmask
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Lander-Standorte beziehen sich auf die unterschiedlichen Fordermittelgeber.
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Abbildung 2: Uberblick des zeitlichen Ablaufs des Pilotvorhabens ESI-CorA.

2 Ergebnisse und Schlussfolgerungen

2.1 Initiierung und Durchfiihrung des Pilotbetriebs (KIT)

2.1.1 Helpdesk

Der Helpdesk am KIT wurde vor dem Start des Probenahmebetriebs als zentrale Anlaufstelle fiir die beteiligten
Standorte eingerichtet. Er war ab dem 1. Februar 2022 tiber eine Hotline und eine E-Mail-Adresse erreichbar.

Der Helpdesk diente dem Informationsaustausch zwischen allen Projektbeteiligten, der Durchfiihrung von
Abfragen und der Beantwortung organisatorischer, technischer und inhaltlicher Fragen. Vom Helpdesk wurden
die Kick-off-Veranstaltung (9. Februar 2022, online) und die o6ffentliche Abschlussveranstaltung des EU-
Projekts ESI-CorA (22. Marz 2023) organisiert; dariiber hinaus hat der Helpdesk Videosprechstunden sowie
Workshops und Seminare (online) fur die Standorte (mit-)organisiert (siehe Abschnitt 2.8).

2.1.2 Begleitkreis

Zur Unterstitzung des fachlichen Austauschs der Projektbeteiligten untereinander sowie zum
Erfahrungsaustausch mit den BMBF-Projekten zum Abwassermonitoring wurde der ,Begleitkreis” eingerichtet.
Neben den Konsortialpartnern waren die Projektleiterinnen und Projektleiter der vom BMBF gefdrderten
Projekte zum Monitoring von SARS-CoV-2 im Abwasser sowie Vertreterinnen und Vertreter des Sanitéats-
dienstes der Bundeswehr aktiv eingebunden. Insgesamt fanden wéhrend der Projektlaufzeit 23 Sitzungen statt
(online). Die Hauptziele des Begleitkreises waren der Austausch von Fachwissen zu wissenschaftlichen und
technischen Fragen und die Klarung von Fragen, die sich an den Pilotstandorten ergaben. Zu Projektbeginn
wurden im Begleitkreis drei Handreichungen erarbeitet:

— Handreichung zur Probennahme von Rohabwasser fiir das SARS-CoV-2-Monitoring in ESI-CorA auf
Klaranlagen”

— Handreichung “Begleitparameter von Klaranlagen zur Normierung von SARS-CoV-2-Daten”

— “Handreichung zur Probenaufbereitung und molekularbiologischen Analytik von SARS-CoV-2
Genfragmenten und Surrogatviren im Abwasser*

In den Handreichungen werden Verfahren fiir die Abwasserprobenahme, den Probentransport, die Proben-
aufbereitung und die Analyse im Labor erlautert. Fur jeden Schritt werden verschiedene gangige Verfahren
vorgestellt. Darlber hinaus werden Empfehlungen gegeben, welche Methoden und Parameter fir den
Nachweis von SARS-CoV-2 im Abwasser geeignet sind. Die Handreichungen stehen auf der Homepage des
PTKA zum Download zur Verfiigung 2.

2 https://www.ptka.kit.edu/AbschlussPilotbetrieb.html
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2.2 Probenahme, Begleitparameter und Analytik (UBA)

Zunéchst wurden in Zusammenarbeit mit den Expertinnen und Experten im Begleitkreis Handreichungen mit
Vorgaben fir ein weitgehend harmonisiertes Vorgehen bei der Probenahme, der Probenaufbereitung und der
analytischen Auswertung der Probe erarbeitet (siehe Abschnitt 2.1.2). Diese Beschreibungen bildeten die
Grundlage fir die Ermittlung der Rohdaten der am Projekt beteiligten Klaranlagen und Laboratorien. Die
Anwendung dieser harmonisierten Ansatze hat sich im Projekt grundsatzlich bewahrt.

Dariiber hinaus wurden Untersuchungen zur Qualitatssicherung hinsichtlich Probenahme, Vorbereitung und
Nachweisverfahren von SARS-CoV-2 durchgefiihrt. Dazu wurden Untersuchungen zur Robustheit der Analytik
(einschlie3lich Probenahme und Probenvorbereitung) exemplarisch an Proben einer ausgewéhlten Klaranlage
(definiert als ,Validierungsklaranlage®) durchgefihrt. Zusatzlich wurden durch die Bereitstellung von regel-
mafigen Proben (,Zweitprobe®) der jeweiligen Pilotstandorte des Projekts Untersuchungen zur Harmonisie-
rung der Analytik ausgefiihrt. Zu diesem Zweck haben die Pilotstandorte parallel zu ihren eigenen Probenah-
men regelmafig (ab August 2022) eine zweite Probe zur Qualitatskontrolle an die Labore des UBA gesandt.

Unregelmalige Ereignisse wie Regenwetter oder diskontinuierliche industrielle Abwassereinleitungen kdnnen
die Konzentration von SARS-CoV-2 Genfragmenten im Abwasser beeinflussen. Eine Normalisierung der
Daten mit Hilfe von Parametern, die den Anteil hauslichen Abwassers am Zulauf der Klaranlage widerspiegeln,
kann dabei helfen, Verdinnungseffekte herauszurechnen und Trendaussagen zu verbessern. Hierfur wurden
im Rahmen dieses Arbeitspaketes verschiedene Verfahren angewendet und deren Eignung bewertet (z.B.
Normalisierung auf Basis des Abwasservolumens und weiterer im Abwasser nachweisbarer Viren
(Surrogatviren) oder charakteristischer chemischer Stoffe mit anthropogenem Ursprung (Humanmarker)). Die
Messungen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR, RT-PCR 3), die Bestimmung von zusétzlichen
Abwasserdaten (u.a. Ammonium, Feststoffe, etc.) erfolgten im UBA, die humanbezogenen Stoffe (z.B. Koffein
und Diclofenac) wurden von der Bundesanstalt fur Materialforschung und -prifung (BAM) analysiert.

2.2.1 Probenahme

Auf der Validierungsklaranlage wurde der Einfluss unterschiedlicher Vorgehensweisen bei der Probenahme
untersucht. Neben der Betrachtung von Faktoren wie Ort, Zeitpunkt und Haufigkeit der Probenahme stand
insbesondere der Vergleich von volumen- und zeitproportionalen Mischproben im Fokus.

Zusatzlich zu den Proben der Validierungsklaranlage erhielt das UBA zusammen mit der Zweitprobe alle
notwendigen Angaben zu den Begleitparameter wie z.B. die Dauer der Beprobung, Anfang und Ende der
Beprobung, das Volumen der Mischprobe sowie die Zulaufmengen der Klaranlage (siehe Abschnitt 2.3). Die
Abwasserproben wurden im Labor aufbereitet. Dies beinhaltete die Homogenisierung und das konfektionierte
Abfullen fir die verschiedenen Untersuchungen, u.a. die PCR-Messung, die Bestimmung der gesamten
suspendierten Feststoffe, von Ammonium und anderen humanbezogenen Stoffen. Im Rahmen des Projektes
wurden mehr als 1.000 Abwasserproben zu jeweils 1 L bearbeitet und in mehr als 12.000 Teilproben aufgeteilt.
Exemplarisch werden die vergleichende Untersuchung von volumen- und zeitproportionaler Probenahme in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Vergleich von volumenproportionalen (100 mL/50 m3) und zeitproportionalen (100 mL/6 min) Mischproben.
Verwendet wurden drei parallel betriebene Probenehmer (UBA1, UBA2, WWTP no.6). Im oberen Bereich werden die
Teilproben aus dem Probenehmer UBA 1 dargestellt (UBA 1-1 bis UBA 1-3). Die X-Achse beschreibt die Genkonzentration
in Anzahl/L von zwei spezifischen Genen E und N2.

3 PCR: Polymerase Chain Reaction; RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction; siehe Abschnitt 2.6.



Waéhrend eine volumenproportionale Probenahme in Abhangigkeit des Volumenstroms erfolgt, entnimmt die
zeitproportionale Probenahme tiber den gesamten Zeitraum gleichmaRig Proben. Hohere Volumenstrome wie
die morgendliche Toilette oder Regenereignisse werden so potenziell unterreprasentiert. Der Untersuchungs-
zeitraum fir alle Probenahmen zu dieser Fragestellung betrug 24 h, die Proben wurden mit Hilfe von drei
parallel laufenden Probenehmer (UBA1, UBA2, WWTP no.6) entnommen. Alle Probenehmer wurden mit dem
gleichen Durchflusssignal verbunden und sténdig auf 4 °C gekuhlt. Nach Abschluss der Probenahme wurden
die Mischproben homogenisiert und je 3 x 1 L Teilprobe entnommen. Nach dem Transport ins Labor und einer
Homogenisierung erfolgte die Abfiillung der Proben (3 Réhrchen pro 1-L-Flasche) und Analyse mittels PCR.
Die PCR-Messergebnisse zeigen, dass es keinen statistisch relevanten Unterschied zwischen den Teilproben
und den Probenehmern gibt. Ebenso zeigen die beiden unterschiedlichen Probenahmemethoden keine
deutlichen Unterschiede.

2.3 Digitale Dateninfrastruktur (KIT)

Fur das Datenmanagement und die Datenweiterleitung wurde im Rahmen des Pilotvorhabens ESI-CorA eine
digitale Dateninfrastruktur fir die Standorte aufgebaut, die auf dem Geoinformationssystem ArcGIS basiert.
Diese Dateninfrastruktur bindelt alle Schritte von der Datenerfassung bis hin zur Visualisierung der
Ergebnisse. Sie umfasst einheitliche Eingabemasken fir Klaranlagen und Analyselabore, eine automatisierte
Prozessierung und Normalisierung der Daten sowie die Darstellung der Ergebnisse in standortbezogenen
Dashboards. Die Administratorrechte liegen bei PTKA. Abbildung 4 veranschaulicht den Workflow mit den
verschiedenen Eingabe- und Visualisierungskomponenten sowie der automatisierten Datenverarbeitung. Die
einzelnen Schritte des dargestellten Workflows werden im Folgenden naher erlautert.
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Abbildung 4: Visualisierung der ESI-CorA-Dateninfrastruktur. Alle Schritte des dargestellten Workflows werden innerhalb
der gesicherten Cloud abgewickelt.

Schritt 1: Nach der Probenahme am Zulauf der Klaranlage wird zunachst ein Probenahme-Datensatz mithilfe
der ArcGIS Survey123-App erstellt (siehe Abbildung 5A). Die App ist sowohl fir Mobilgerate als auch fiir PC
verflugbar. Bei der Eingabe wird eine Probennummer zugewiesen, um die Probe im System eindeutig zu
identifizieren.

Schritt 2: Die verantwortliche Person des PCR-Analyselabors ruft den bereits vorhandenen Probendatensatz
Uber eine browserbasierte Eingabemaske auf (siehe Abbildung 5B). Anschlielend werden die PCR-
Analysedaten hinzugefiigt. Nach diesem Schritt ist der Probendatensatz komplett und kann im System
weiterverarbeitet werden.

Schritt 3: In einem ersten Schritt der Datenverarbeitung wird die mittlere Biomarker-Konzentration der SARS-
CoV2-Genbereiche auf der Grundlage aller verfiigbaren Biomarker-Konzentrationen fiir verschiedene Ziel-
gene berechnet. Anschlie3end wird die mittlere Biomarker-Konzentration durch einen Algorithmus normali-
siert, um Verdinnungseffekte des Abwassers zu beriicksichtigen. Finf verschiedene Normalisierungsalgo-
rithmen sind in der ESI-CorA-Dateninfrastruktur implementiert*:

— LAbfluss®: Normalisierung mit dem Abwasserdurchfluss wahrend der Probenahme

— ,PMMoV*: Normalisierung mit dem Surrogatvirus PMMoV

— ,CrAssphage®: Normalisierung mit dem Surrogatvirus CrAssphage

— L,Ammonium®; Normalisierung mit NH4-N (Ammonium-Stickstoff)

— ,Mixed fecal indicator (MFI)“: Normalisierung mit gemischtem Fakalindikator auf Basis der
Surrogatviren PMMoV und CrAssphage.

4 Mitranescu, A. et al. [2022]: Wastewater-Based Epidemiology for SARS-CoV-2 Biomarkers: Evaluation of Normalization Methods in
Small and Large Communities in Southern Germany. ES&T Water, 2 (12), 2460-2470, https://doi.org/10.1021/acsestwater.2c00306
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Waéhrend der Projektlaufzeit wurde fiir alle Pilotstandorte der Normalisierungsalgorithmus ,Abfluss® verwendet.

Probenahme einer Messung e = ¢ Prc | B Eingabe weiterer Proben- und PCR-Analysewerte

fiten .
2 (I;;:n:;;g)an der Messstelle HH_01 Nord GM cmp'm"r Probenummer
Probenummer *
® Wassertemperatur *
Grad €
Ve -
2nIme, Labor-Name*
®LC
pH-Wert
Nachname *
®LC
CsB.
Mischwasserentlastung * el Aufkonzentration*
O
Nein NH4-N
ma/IN
Probenahmeart *
Stichprobe (Schapfprobe) PCR-Analyse*
Mischprobe Leitfahigkeit
uSlem
Wetter *
trocken
Regen Versanddatum Prob £ P
robe gefroren?
o S
Schnee S| (©] ®
Hagel Bemerk-Probenahme Ja
Tauwetter

Abbildung 5: Ausschnitte aus der Eingabemaske fur die Klaranlagen in der ArcGIS Survey123-App (A) und der
browserbasierten Eingabemaske fir die PCR-Analyselabore (B). Das Sternchen (*) kennzeichnet Pflichtfelder.

Schritt 4: In diesem Schritt werden Ausrei3er identifiziert, um sie von den nachfolgenden Schritten der
Datenverarbeitung auszuschliel3en. Probendatenséatze bedirfen einer Qualitatskontrolle, z.B. bei starken
Regenféllen oder Besonderheiten bei der Probenahme oder PCR-Analyse.

Schritt 5: In einem letzten Schritt werden die normalisierten und qualifizierten Biomarker-Konzentrationen in
einem standortspezifischen Dashboard ,Abwasser-Monitoring® visualisiert (siehe Abbildung 6). Zur Glattung
der Biomarker-Konzentrationsdaten wird ein gleitender Mittelwert tber drei und funf Befunde berechnet. Alle
Rohdaten und verarbeiteten Daten kénnen aus dem Dashboard exportiert werden.
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Abbildung 6: Ansicht des Dashboards ,Abwasser-Monitoring“ am Beispiel eines anonymisierten Pilotstandorts. Es zeigt
den relativen Trend fur die normalisierte Biomarker-Konzentration (A), den gleitenden Mittelwert (Uber funf Befunde) der
normalisierten SARS-CoV-2-Biomarker-Konzentration fur die letzten 30 Tage (B) und die vollstandige Zeitreihe der
normalisierten SARS-CoV-2-Biomarker-Konzentrationen (orangefarbene Punkte), einschliellich eines gleitenden
Mittelwerts Uber drei (hellblau) und funf (dunkelblau) Befunde (C).

Schritt 6 — optional: Um zusétzlich die im Gesundheitsamt dokumentierten bestatigten Infektionen an einem
Pilotstandort in die Dateninfrastruktur zu importieren, werden die Adressdaten der Infizierten zunachst mittels
Georeferenzierung in Punkte auf einer digitalen Karte umgewandelt. AnschlieRend werden diese Punkte mit




den Polygonen des jeweiligen Abwassereinzugsgebiets verschnitten. Dieser Vorgang geschieht im jeweils
zustandigen Gesundheitsamt und liefert eine aggregierte Anzahl an Infektionen pro Abwassereinzugsgebiet
fur einen bestimmten Stichtag. Zum Schluss wird die aggregierte Anzahl an Infektionen in die Daten-
infrastruktur eingespielt und im standortspezifischen Dashboard ,Human-Monitoring“ visualisiert.

Zusatzlich zu den standortspezifischen Dashboards wurden im Pilotvorhaben ESI-CorA Informationen tber
den aktuellen Trend der normalisierten Biomarker-Konzentration aus dem Abwassermonitoring an allen
Pilotstandorten in Kartenform visualisiert (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Kartendarstellung der aktuellen Trends an den einzelnen Pilotstandorten (Beispiel vom 11. April 2023). Der
dargestellte Trend wird aus dem Verhdltnis zwischen der letzten normalisierten mittleren Biomarker-Konzentration und
dem zugehorigen gleitenden Mittelwert Gber finf Befunde berechnet. Stark steigender Trend: > 50 %; leicht steigender
Trend: > 10 % und < 50 %; stabiler Trend: > - 10 % und < 10 %; abnehmender Trend: < - 10 %.

24 Verlauf der SARS-CoV2-Konzentrationen im Abwasser an den Standorten, Vergleich
mit Inzidenzen (RKI/UBA)

2.4.1 Trendberechnung

Ziel der Auswertung war es zu Uberpriifen, ob aus den untersuchten Abwasserbefunddaten die Infektions-
dynamik nachvollzogen werden konnte, d. h. ob Korrelationen mit gesundheitlichen Indikatoren wie beispiels-
weise der Inzidenz oder dem Testpositivenanteil festzustellen waren. Der Prozess, in dem die einzelnen
Messwerte aus den Abwasserproben aufgetragen wurden und die daraus entstehenden Kurven miteinander
verglichen wurden, wird im Folgenden beschrieben. Es konnte generell eine Ahnlichkeit zwischen den Kurven
festgestellt werden und die Infektionsdynamik wurde fiir einige Standorte gut abgebildet. Eine Trend-
berechnung, die zeigte, ob die Viruslast anstieg, fiel oder unverandert blieb, wurde durchgefiihrt. Am Beispiel
eines Standorts ist das Vorgehen in der folgenden Abbildung 8 dargestellt.



A s .
33.0
c
L=
=
§E 325
&=
[~
— 8320
§3
N =
c
< 315
31.0
B
o
£3
gz
5]
&>
o5
>N
Mrz Apr Mai Jun Jul Aug Sep Okt Nov Dez

Datum

Veranderung < -15% -15% < Verdnderung < -5% . -5% < Veranderung < 5% . 5% < Verdnderung < 15% . Veranderung > 15%

Abbildung 8: Beispiel fiir die Umsetzung der Trendberechnung wie im Wochenbericht des RKI ® dargestellt.

In Abbildung 8A sind die normalisierten Messwerte fir die SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser zu sehen.®
Diese Werte wurden mit Hilfe einer LOESS-Regression (locally estimated scatterplot smoothing), welche die
Variabilitat der Messwerte etwas ausgleicht, geglattet (blaue Kurve). Fir die Berechnung des wochentlichen
Trends wird der auf der Kurve geschatzte Wert fir einen bestimmten Tag (in diesem Fall Mittwoch) mit dem
Vorwochenwert auf der Kurve verglichen und die prozentuale Veranderung berechnet. Abbildung 8B zeigt
diese wochentlichen Veranderungen, wobei die prozentualen Anderungen in funf Kategorien zusammen-
gefasst werden: fallend, leicht fallend, gleichbleibend, leicht ansteigend, ansteigend. Durch diese Visuali-
sierung lassen sich Trends einfach ablesen. Allerdings muss beachtet werden, dass sich insbesondere die
neuesten Trends durch Hinzufligen eines neuen Messwertes &ndern kénnen, da die Kurve durch den neuen
Wert neu berechnet wird. Wie stark der Berechnung der Trends vertraut werden kann, hangt von der Qualitat
der Messdaten und der Haufigkeit der Beprobung ab.

Zur Trendberechnung wurden verschiedene Methoden miteinander verglichen. Trotz einer gewissen Un-
sicherheit in der oben beschriebenen Methode wurde festgestellt, dass sich diese besser als andere gangige
Methoden, wie zum Beispiel ein gleitender Mittelwert Uber drei oder funf Befunde, eignet. Bei der Berechnung
des gleitenden Mittelwerts werden alle Werte im betrachteten Zeitfenster gleich gewichtet, sodass einzelne
Datenpunkte einen grof3en Einfluss auf die Schatzung haben kénnen. Beim LOESS-Verfahren nimmt die
Gewichtung der Punkte mit gro3erer Entfernung zum aktuellen Schatzwert ab und ist damit ein geeigneteres
Verfahren. Auch ist der gleitende Mittelwert verzdgert gegentiber der LOESS-Schatzung und die Kurve
unruhiger (weniger glatt) und damit schlechter zur Trenderkennung geeignet. Alternativ zur LOESS-
Schéatzung kann auch ein robustes generalisiertes additives Modell (GAM) verwendet werden.

2.4.2 Vergleich mit Inzidenzen

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser und bestatigten
Infektionen im Einzugsgebiet (Inzidenzen) wurden fur jeden Standort die jeweiligen Zeitreihen grafisch gegen-
Ubergestellt und Kreuzkorrelationen durchgefihrt. Hierbei wurden die beiden Zeitreihen bei unterschiedlichen
Zeitverschiebungen (-20 Tage bis 20 Tage) miteinander korreliert. Eine auf R&ngen basierende Berechnung
von Korrelationen, die Spearman-Korrelation, ist wenig sensibel gegeniber Ausreif3ern und wurde aufgrund
der variablen SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser als Methode ausgewahlt. Ebenso war es aufgrund der
hohen Variabilitét vorteilhaft, die SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser Uber die letzten sieben Tage zu mitteln.
Bei zumeist zwei Messungen pro Woche pro Standort bedeutete dies, dass die meisten gemittelten Werte aus
dem aktuellsten Messwert und dem zuletzt gemessenen Messwert bestanden. Dieses Vorgehen erlaubte auch
eine bessere Vergleichbarkeit mit der Inzidenz und anderen Indikatoren wie der Hospitalisierungsinzidenz und
dem Testpositivenanteil, die ebenfalls mit der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser in Bezug gesetzt wurden
und ebenfalls aus Mittelwerten tber die letzten sieben Tage bestanden. Fir die nur wéchentlich erscheinenden
Testpositivenanteile wurde angenommen, dass der aktuellste Wert ein Siebtel der in dieser Woche durch-
geflhrten Tests entspricht, und dann wurde Uber die letzten sieben Tage gemittelt. In der Praxis ist der
Wochenwert des Testpositivenanteils aber erst am Anfang der nachsten Woche bekannt. Wie auch bei allen

5 https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges _Coronavirus/Situationsberichte/Wochenbericht/Wochenberichte Tab.html
6 Auf die normalisierten Werte wurde zuséatzlich der natiirliche Logarithmus angewendet.
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anderen Indikatoren muss bedacht werden, dass die Datumsangaben nicht zwangslaufig dem
Veroffentlichungsdatum der zugehdérigen Datenpunkte entsprechen.

Alle Zeitreihen wurden standardisiert, indem der jeweilige Mittelwert abgezogen und durch die jeweilige
Standardabweichung geteilt wurde. Dieses Vorgehen erméglichte insbesondere einen sinnvollen grafischen
Vergleich von zwei oder mehr Zeitreihen und die Aggregation verschiedener Zeitreihen.

Zusatzlich wurde Uber alle Standorte die aggregierte SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser mit anderen
aggregierten Gesundheitsindikatoren verglichen. Fur die Aggregation wurden fiur den jeweiligen Indikator die
Medianwerte fur jeden Tag mit mindestens zehn Messungen berechnet. Neben einer Gesamtbetrachtung des
Verlaufs einzelner Indikatoren erlaubte dieses Vorgehen auch den Einbezug von Gesundheitsindikatoren wie
den Intensivbettenerstaufnahmen und den Sterbeféllen, die fir einzelne Standorte teilweise Uber Wochen
konstant oder sehr variabel (aufgrund des starken Einflusses eines neuen Falls) waren und damit keinen sinn-
vollen Vergleich mit der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser zugelassen hatten. Ebenso wurde durch die
Aggregation die hohe Variabilitat in der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser gemindert. Bei der Aggregation
Uber verschiedene Standorte muss bei der Interpretation darauf geachtet werden, dass nicht direkt Rick-
schlisse auf alle Messstellen in Deutschland oder die Gesamtbevélkerung gezogen werden kénnen, da es
daflr eine geeignete Stichprobe aus allen Standorten (z.B. eine Zufallsstichprobe) brauchte. Als Robustheits-
check fur die vorliegenden Analysen wurden jedoch Standorte mit dem Einwohnerwert im Abwasser-
einzugsgebiet (SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser), der Anzahl an Einwohnern im Landkreis (7-Tage-
Inzidenzen, Hospitalisierungsinzidenzen, Todesfallen) und der Anzahl an Einwohnern im Bundesland (Anzahl
Tests, Testpositivenanteil) gewichtet.

Zur grafischen Darstellung einzelner Zeitreihen wurden Ausgleichskurven mittels LOESS-Regression
bestimmt. Das LOESS-Verfahren schatzt auf der Basis der Daten in einem kleinen Zeitraum um jeden Tag im
beobachteten Gesamtzeitraum herum eine (quadratische) Regression und bestimmt somit fuir jeden Tag einen
geschatzten Wert. Alle geschatzten Werte zusammen ergeben dann eine Ausgleichskurve. Als Zeitraum fir
jede Regressionsschatzung wurde ein Zeitraum mit den 15 zeitnachsten Beobachtungen fur die SARS-CoV-
2-Viruslastim Abwasser und 20 zeitnachsten Daten fiir die anderen Gesundheitsindikatoren ausgewahlt, wenn
einzelne Standorte betrachtet wurden. Fur tber mehrere Standorte aggregierte Daten betrugen die Anzahl an
ausgewahlten zeitndchsten Daten 40 fur die SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser und 25 fir die anderen
Gesundheitsindikatoren. Es wurden normalisierte Abwasserbefunddaten fur die Analysen verwendet. Die
Normalisierung erfolgte auf Basis des Trockenwetterabflusses.

2.4.3 Exemplarische Darstellung der Verlaufe und Vergleiche zwischen Abwasserbefunddaten und
Inzidenzen

Als Beispiel fur eine wenig variable SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser und eine hohe Korrelation mit der 7-
Tage-Inzidenz ist in Abbildung 9 ein Standort exemplarisch dargestellt. Die Wellen im pandemischen Verlauf
werden von beiden Kurven ahnlich erfasst, wobei die Kurven am Ende des Jahres etwas auseinanderlaufen.
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Abbildung 9: Vergleich zwischen der Viruslast im Abwasser (dunkelblau) und der Inzidenz (hellblau) fur einen
Beispielstandort mit eher hoherer Ahnlichkeit der beiden Zeitreihen. Die beiden Zeitreihen sind standardisiert, sodass sie
jeweils den Mittelwert 0 und die Standardabweichung 1 aufweisen (Darstellungszeitraum: Marz — Dezember 2022).

In Abbildung 10 ist ein Standort dargestellt, bei dem die SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser im Gegensatz
zur 7-Tage-Inzidenz eine hohe Variation aufweist und die Kurven weniger &hnlich verlaufen, wenn auch nicht
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komplett unterschiedlich. Beachtet werden muss dabei, dass die Ausgleichskurven in den nachfolgenden
Abbildungen nur zur verbesserten Anschaulichkeit dargestellt werden, die (Kreuz-)Korrelationen jedoch
zwischen den Datenpunkten (7-Tage-Mittelwerte der Viruslast im Abwasser und 7-Tage-Inzidenzen)
berechnet wurden. Fir die abgebildeten Standorte ergaben sich die héchsten Korrelationen bei einem Vorlauf
der Abwasserwerte von 2 Tagen bzw. 5 Tagen und betrugen 0,674 bzw. 0,122. Insgesamt gab es starke
Unterschiede zwischen den Standorten. Fur viele Standorte, bei denen die hdchsten Korrelationen fur die
unterschiedlichen Zeitverziige gré3er als 0,5 waren, betrug der zugehérige Vorlauf des Abwassers maximal
wenige Tage. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich, wenn statt der Inzidenz die Hospitalisierungsinzidenz oder
der Testpositivenanteil mit der Viruslast im Abwasser in Bezug gesetzt wurden.
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Abbildung 10: Vergleich zwischen der Viruslast im Abwasser (dunkelblau) und der Inzidenz (hellblau) fur einen
Beispielstandort mit eher geringer Ahnlichkeit der beiden Zeitreihen. Die beiden Zeitreihen sind standardisiert, sodass sie
jeweils den Mittelwert 0 und die Standardabweichung 1 aufweisen (Darstellungszeitraum: April — Dezember 2022).

Wurden die SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser und Inzidenzen uber alle Standorte aggregiert, wichen die
erhaltenen Datenpunkte weniger stark von den zugehorigen LOESS-Kurven ab. Abbildung 11 zeigt zudem
einen weithin ahnlichen Verlauf der Viruslast im Abwasser und der Inzidenz.
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Abbildung 11: Vergleich zwischen der Viruslast im Abwasser (dunkelblau) und der Inzidenz (hellblau) der Uber alle
Standorte aggregierten Zeitreihen. Die beiden Zeitreihen sind standardisiert, sodass sie jeweils den Mittelwert O und die
Standardabweichung 1 aufweisen (Darstellungszeitraum: Februar — Dezember 2022).

Der Anstieg der Viruslast im Abwasser war in den Abwasserproben in der Regel vor dem Anstieg der Inzi-
denzen sichtbar. Durch eine geringere Inanspruchnahme der Testmdéglichkeiten am Jahreswechsel 2022/2023
war der Anstieg in der Inzidenz auf niedrigerem Niveau sichtbar als in den Vormonaten. Auch fiir den Zu-
sammenhang der Viruslast im Abwasser mit anderen Gesundheitsindikatoren (Hospitalisierungsinzidenz,
Testpositivenanteil, Testanzahl, Todesfélle, Intensivbettenneuaufnahmen) ergaben sich qualitativ &hnliche
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Ergebnisse. Insbesondere wurde ein starker Zusammenhang zwischen SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser
und Hospitalisierungsdaten mit einem leichten Vorlauf der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser gefunden.
Dabei sei aber noch einmal darauf hingewiesen, dass das Probenahmedatum zugrunde gelegt wurde, nicht
das Datum des Erhalts der Daten.

Eine Gewichtung der Zeitreihen nach Anzahl an Einwohnerinnen und Einwohnern bzw. Einwohnerwerten
veranderte die Ergebnisse nicht substanziell und wird hier nicht weiter ausgefihrt. Durch die Robustheit der
Ergebnisse kann angenommen werden, dass die aggregierten Analysen einen gewissen Grad an Uber-
tragbarkeit auf die Entwicklungen in ganz Deutschland haben.

244 Eignung des Abwassermonitorings von SARS-CoV-2 als Teil eines infektions-
epidemiologischen Surveillancesystems

Insgesamt wurde eine grof3e Variabilitdt der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser fir einzelne Standorte und
zwischen den Standorten beobachtet. Durch Aggregation tiber verschiedene Standorte (siehe Abschnitt 2.4.2)
lieBen sich die Schwankungen und Unterschiede der einzelnen Zeitreihen etwas ausgleichen, sodass Aus-
sagen uber die aktuelle Entwicklung von Viruslasten auf aggregierter Ebene mdéglich waren. Die Verallge-
meinerung auf andere Gebiete, z.B. ganz Deutschland, erfordert jedoch weitere Annahmen und Ge-
wichtungen. Grundsatzlich wiirde eine entsprechende Auswahl der Standorte (z.B. per Zufallsstichprobe)
diese Verallgemeinerung erleichtern. Inzidenzen, Hospitalisierungen und andere Indikatoren konnten
zumindest im Beobachtungszeitraum auf aggregierter Ebene gut durch die SARS-CoV-2-Viruslast im Ab-
wasser abgebildet werden. Wenn die Analysen der Abwasserproben und die Ubermittlung der Ergebnisse
schnell geschehen, z.B. innerhalb von zwei Tagen, kbnnen Abwasseranalysen einen zeitlichen Vorsprung von
ein paar Tagen haben, wenn es um das Erkennen von Dynamiken im Infektionsgeschehen geht. Wie schnell
ausgewertete Abwasserproben und andere Indikatoren in der Praxis verfligbar sind, ist also entscheidend
daflr, wie und ob dieser Vorlauf genutzt werden kann, um auf Basis der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser
Dynamiken im Infektionsverlauf friihzeitig zu erkennen. Damit kdnnten Zeitreihen von Viruslasten im Abwasser
nicht nur als Teil eines Surveillancesystems verwendet werden, sondern auch in Modellen zur Vorhersage von
Erkrankungen, Krankenhausauslastungen und Ahnlichem ergénzt werden. Wie genau dieser Einbau aussieht
und wie hilfreich er ist, wird aber durch die Verfligbarkeit von Daten (SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser und
andere Daten) und das Ziel der Modellierung bestimmt.

Auf Ebene von einzelnen Standorten kann bereits eine geringere Variabilitdt der Daten dazu fiihren, dass auf
Basis der letzten Werte vermutete Infektionsdynamiken sich stark andern, wenn nur ein neuer Messwert
hinzukommt (siehe Abschnitt 2.4.1). Haufigere Probenahmen waren ein Mittel, um stabilere Ergebnisse zu
erhalten.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die abwasserbasierte Surveillance von SARS-CoV-2 ein von der
Teststrategie und vom Testverhalten der Bevolkerung unabhéngiges Werkzeug ist, das bei der Erkennung der
Zirkulation eines Infektionserregers wertvolle Zusatzinformationen liefert. Zu beachten ist, dass auf Grund der
Abwasserdaten nicht auf die Krankheitsschwere geschlossen werden kann und der Einbezug weiterer
Gesundheitsindikatoren notwendig ist, da infektionsepidemiologische Surveillancesysteme bei einer
Kombination verschiedener Werkzeuge besonders gut wirken.

2.5 Genomsequenzierung an den Standorten (TUDa)

Neben der Quantifizierung des Virus in Abwasserproben mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion
(gPCR) zur Ermittlung des Virustiter ermdglicht das Next Generation Sequencing (NGS) zudem den Nachweis
von SARS-CoV-2-Varianten und -Mutationen im Abwasser mit einer hohen Genauigkeit. Im Rahmen dieses
Projekts wurde die Eignung der Genomsequenzierung als zusatzliches Instrument fir die abwasserbasierte
Epidemiologie erprobt und bewertet. Insgesamt 59 Abwasserproben von den 20 Pilotstandorten aus drei
verschiedenen Zeitraumen im April 2022, September 2022 und Januar 2023 wurden sequenziert. Ziel war es,
klinisch bekannte Mutationen, zirkulierende Varianten und Sublinien zu identifizieren und neue Mutationen und
Varianten zu entdecken, Uber die noch nicht klinisch berichtet wurde. Bei allen Proben konnte bei der
Sequenzierung eine Genomabdeckung (Target base coverage at 500x) von min. 95 % erzielt werden.

Abbildung 12 zeigt die Anteile der im Abwasser nachgewiesenen Varianten fur jeden einzelnen Standort,
sortiert nach Probenahmedatum. Varianten mit einem Anteil von weniger als 6 % wurden unter "Others"
zusammengefasst. Zum Zeitpunkt der ersten Beprobung im April 2022 war die Omikron-Sublinie BA.2.5 an
allen Standorten mit einem Anteil von bis zu 75 % dominant. Darliber hinaus wurden die Sublinien BA.2.7,
BA.2.30 und gelegentlich BA.2, BA.2.17, BA.2.13 und BA.2.18 an 11 bzw. 13 der 20 Pilotstandorte und in
einigen wenigen Fallen mit einem Anteil von mehr als 6 % nachgewiesen. Alle diese Sublinien gehdren zur
Omikron-Variante BA.2*, der zu diesem Zeitpunkt in Deutschland dominierenden Variante. Im September
2022 wurde im Abwasser eine Diversifizierung der SARS-CoV-2-Sublinien im Vergleich zur ersten Beprobung
im April 2022 festgestellt. Die meisten nachgewiesenen Sublinien konnten jedoch weiterhin der Omikron-
Variante BA.5* zugeordnet werden. Darliber hinaus wurden in den Abwasserproben vom September 2022 die
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Sublinien BF.7* und BE.1* nachgewiesen. Im Januar 2023 wurden im Vergleich zu den vorangegangenen
Probenahmen mehr verschiedene Varianten nachgewiesen, wobei die Anteile vieler dieser Varianten unter
6 % lagen und daher in der Grafik nicht separat aufgefiihrt sind. Infolgedessen machte die Kategorie "Others"
im Januar bis zu 90 % der einzelnen Proben aus. Die Varianten mit den héchsten Anteilen waren BA.5*, BF.7%,

XBB.1*, BQ.1* und CH.1*.

Pravalenz (%)
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SARS-CoV-2 Varianten

BA.2 | | BA.5.2.20 BA.5.3.1 BFE.5 BQ.1.1.13 Others
BA.2.13| |BAS.1 BA.5.2.26 | | BA.5.3.3 BF.7 BQ.1.1.15 XAS
BA.2.17| |BA.5.1.10 BA.5.2.3 BA.5.6.4 BF.7.1 BQ.1.1.17| |CH.1 XAZ
BA.2.18 BAS.1.2 | |BAS5.2.36| |BE.1 BE.7.5 BQ.1.1.18 | | XBB.1.4
| | BA.2.30| |BAS.1.22( |BAS.2.4 BE.1.1 BN.1.3 BQ.1.1.25| |CH.1.1.8 XBB.1.5
BA.2.34 BA.5.2.6 BE.1.1.1 BN.3.1 BQ.1.1.47 XBB.1.5.2
| BA.2.S BA.5.2.9 BF.14 BQ.1.1 BQ.1.10 | |cm1 XBF
BA.2.7 BA.5.2.1 BA.5.3 BF.28 BQ.1.1.1 BQ.1.14 XBK

Abbildung 12: Zirkulierende Varianten der drei Probenahmen aus allen Pilotstandorten sortiert nach Datum

(anonymisiert).

In Abbildung 13 sind die nachgewiesenen Mutationsprofile aller Pilotstandorte im Laufe der Zeit mithilfe eines
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Abbildung 13: Zeitliche Dynamik — Verschiebung der zirkulierenden Varianten in Deutschland von April 2022 bis Januar
2023 in einem Nicht-metrischen-multidimensionalen Skalierungs-Plot (NMDS-Plot); Cluster fur jedes Probenahmedatum

NMDS

(April 2022, September 2022, Januar 2023) an den 20 Standorten.
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Die Daten in Abbildung 13 kénnen wie folgt interpretiert werden: Je naher zwei Punkte beieinander liegen,
desto ahnlicher sind sich die entsprechenden Proben in Bezug auf das entdeckte Mutationsprofil. Fir jedes
Probenahmedatum wurden Cluster beobachtet, die alle Pilotstandorte umfassen. Im Allgemeinen zeigte sich
eine Verschiebung der Cluster von Probenahmedatum zu Probenahmedatum. Dies deutet darauf hin, dass
sich die Mutationsprofile im Laufe der Zeit kontinuierlich veranderten. Wahrend im April 2022 alle Proben eng
beieinander lagen, verteilten sie sich im September 2022 weiter und das Cluster wurde gréRRer. Dies deutet
darauf hin, dass die nachgewiesenen Mutationen und ihre Haufigkeiten im April 2022 bei allen Pilotstandorten
sehr &hnlich waren und dass im September 2022 einige geringfugige Unterschiede festzustellen waren. Im
Januar 2023 wurde das Cluster noch gréRer und die Punkte desselben Probenahmedatums lagen je nach
Standort weiter auseinander. Dies zeigt die Diversifizierung der vorkommenden Varianten in weitere Sublinien.
Wahrend im April 2022 vor allem BA.2* als dominante Variante in allen Proben nachgewiesen wurde, waren
im Januar 2023 die dominanten Varianten nicht mehr ganz so eindeutig. Im Januar 2023 waren die Sublinien
BQ.1*, BF.7 und XBB* die Sublinien mit den héchsten Abundanzen.

Das Projekt zeigte, dass durch die Genomsequenzierung von SARS-CoV-2 im Abwasser die Uberwachung
von SARS-CoV-2-Varianten und -Sublinien méglich ist. Die nachgewiesenen Sublinien variierten im Laufe der
Zeit, wobei verschiedene Sublinien in verschiedenen Zeitradumen dominierten. Im Rahmen dieses Projekts
wurden die Verdrangung der Omikron-Sublinie BA.2*, die Ausbreitung der BA.5*-Sublinien und die
Diversifizierung in zahlreiche weitere Sublinien beobachtet. Obwohl der kleine Datensatz die Bewertung der
zeitlichen Dynamik einschrankte, war eine grobe Abschatzung der zeitlichen Entwicklung von Mutationen und
Varianten anhand der drei Zeitpunkte mdglich. Die Genomsequenzierung von Abwasser erméglicht damit die
Verfolgung verschiedener Varianten und Sublinien, einschlief3lich klinisch relevanter Varianten. Sie ermdglicht
auch den Nachweis asymptomatischer Félle und bietet eine Uberwachung der Infektionsrate auf
Bevolkerungsebene, wenn klinische Tests nur begrenzt mdéglich sind. Durch die Abwassertiberwachung
mittels Genomsequenzierung kodnnen signifikante Veranderungen im SARS-CoV-2-Genom ohne klinische
Referenzdaten festgestellt werden. Diese Daten kdnnen als Friihwarnsystem genutzt werden, wodurch dann
weitere klinische Sequenzierungen und Tests veranlasst werden kénnen, um die klinische Relevanz der
viralen Veranderungen zu untersuchen. Insgesamt bietet die Abwasseriberwachung durch
Genomsequenzierung einen wertvollen Ansatz fiur die Uberwachung von SARS-CoV-2, der ein
umfassenderes Verstandnis der Dynamik auf Gemeindeebene ermdglicht und eine frihzeitige Erkennung
potenzieller Bedrohungen erlaubt.

2.6 Qualitatssicherung der Ergebnisse (UBA)

2.6.1 Validierung der PCR-Analytik

Anhand der Proben aus der Validierungsklaranlage wurden Fragestellungen zu Probenlagerungstemperatur,
Lagerungsdauer, der Wiederholbarkeit von zeitgleich entnommenen Proben sowie der unterschiedlichen
Aufkonzentrierungs- und Extraktionsmethoden fir RNA untersucht. Dariiber hinaus wurde die Vergleichbarkeit
verschiedener PCR-Methoden (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) und Digital
Droplet Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (ddRT-PCR)) und deren Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen ermittelt.

Es zeigte sich, dass SARS-CoV-2-Genfragmente in Proben, gelagert bei 4 °C, bis zu sechs Tage nach der
Probenahme quantitativ nachzuweisen sind. Erst danach erfolgt eine signifikante Abnahme der
nachgewiesenen Genfragmente. Eine Lagerung der Rohwasserproben im gefrorenen Zustand bei -20 °C oder
-80 °C ist nicht zu empfehlen, da dies zu hohen Verlusten in den Gennachweisen fiuihrt. Eine Langzeit-
Lagerung (> 1 Monat) bei -80 °C ist jedoch fur bereits aufbereitete Proben-RNA moglich (Daten ohne
Abbildung).

Die Aufbereitung umfasst die Anreicherung sowie die Extraktion der RNA Genfragmente aus den
Rohabwasserproben. Hierfir stehen verschiedene spezifische Verfahren zur Verfigung (u.a. Zentrifugation,
Filtration, Fallung). Es wurden im Rahmen der Arbeiten zwei unterschiedliche Methoden zur Aufkonzentrierung
von Virus-Nukleinsduren (DNA/RNA) eingesetzt, eine Ultrafiltrationsmethode (Filter: Centricon 70-Plus) und
die klassische Fallung mittels Polyethylenglykol (PEG8000-Fallung). AnschlieBend wurden DNA und RNA
extrahiert und die Genfragmente N1 und N2 des Nukleokapsidgens des SARS-CoV-2 Virus durch quantitative
PCR mit reverser Transkription (RT-gPCR) amplifiziert.

Wie in Abbildung 14 gezeigt wird, erreichen beide Methoden durchaus vergleichbare Messerergebnisse. Im
direkten Vergleich wurde festgestellt, dass durch Einsatz der Centricon 70-Plus Filtereinheiten um ca. 0,1 Log-
Stufen hdhere Ergebnisse erzielt werden kénnen. Die Streuung der Messwerte (Kopienzahl / L Abwasser) ist
zudem bei der PEG8000 Fallung etwas breiter (gréRere Interquartilsabstande und eine erhéhte Anzahl an
Ausreil3ern).
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Abbildung 14: Vergleich von qPCR Ergebnissen der SARS-CoV-2 Genfragmente N1 und N2 aus 80 Proben von 9
Klaranlagen (Zweitproben, Proben Validierungsklaranlage). Dargestellt sind die Ergebnisse in Abhéngigkeit von der
Methode der Aufkonzentrierung der Virus-RNA mittels Centricon 70-Plus Filtereinheiten (tirkis, links) und PEG8000
Fallung (rechts, grin).

Den Handreichungen entsprechend war es den Standorten freigestellt, ihre Proben mittels der quantitativen
PCR (gPCR) oder der digitalen droplet PCR (ddPCR) zu analysieren. Anhand von Proben aus 5 Klaranlagen
wurden die Messverfahren verglichen (siehe Abbildung 15). Beide Verfahren sind gut geeignet zur
Bestimmung der SARS-CoV-2-Zielgene.
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Abbildung 15: Vergleich von SARS-CoV-2 Konzentrationen aus 28 Proben von 5 Klaranlagen, gemessen mit gPCR und
ddPCR. Mindestens zwei Genregionen sind fUr eine eindeutige Bestimmung des SARS-CoV-2 Virus erforderlich.
Dargestellt sind die ddPCR Messungen (rot, Genbereiche N2 und E) und die gPCR Nachweise (turkis und grin,
Genbereiche N1 und N2). ddPCR und gPCR Ergebnisse fur den Genbereich N2 ergaben vergleichbare Konzentrationen.

Die Ergebnisse der Proben der Validierungsklaranlage und der Zweitproben zeigten auch, dass die
Detektionsmethoden der qPCR und der ddPCR vergleichbare Ergebnisse liefern. Die Quantifizierungsgrenzen
der PCR liegen zwischen 5 und 10 Genkopien pro Milliliter.

2.6.2 Qualitatssicherung der PCR-Analytik an den Standorten

Im Rahmen der Qualitatssicherung der Standorte wurden 21 Klaranlagenzulaufe der ESI-CorA EU-Standorte
stichprobenartig tber einen Zeitraum von ungeféhr einem Monat (8 bis 10 Proben) zusatzlich unabhéangig
durch das UBA analysiert. An vielen Standorten lagen die Messwerte in einer &hnlichen Gré3enordnung wie
die Ergebnisse der externen Labore (siehe Abbildung 16). Andere Ergebnisse wiesen deutlich héhere
Abweichungen (bis zu 2-Log-Stufen) und grof3ere Schwankungen zu den Standortdaten auf (siehe Abbildung
17). Zusatzlich sind in Abbildung 16 die gemessenen SARS-CoV-2 Konzentrationen mit unterschiedlichen
Normalisierungsmethoden dargestellt, die aber zu &hnlichen Ergebnissen fuhrten.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Konzentrationen an SARS-CoV-2 Genfragmenten und Surrogatviren in zwei
Klaranlagen der GréRRenklasse 5. Die gemessenen Rohdaten sind durch kleine Punkte dargestellt. Die groR3en griinen
Punkte reprasentieren die fur jeden Standort bestimmten neun aufeinanderfolgenden Messdaten der Zweitproben zur
Verifizierung der Messergebnisse durch das UBA. Farbige Linien reprasentieren die Verlaufe der Messdaten nach
Normalisierung Uber vier verschiedene Methoden.
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Abbildung 17: Links: Abweichung UBA-Messwerte zu Labormesswerten (PEG8000-Fallung). Rechts: Abweichung UBA-
Messwerte zu Labormesswerten (Centricon-Ultrafiltration).

Die Grinde fur die teilweise hohen Abweichungen (bis zu 2 Log-Stufen) und Schwankungen (Inter-
quartilsabstéande bis zu einer Log-Stufe) haben u.a. folgende Ursachen: Es wurden fir die Untersuchungen
verschiedene Messverfahren zugelassen. Dies war auch im Rahmen der Pandemie-bedingten Umsténde
erforderlich, um mdglichst umfassende Laborkapazitaten bereitzustellen. Unterschiedliche Messwerte kdnnen
insbesondere bei unterschiedlichen Aufbereitungsmethoden (Aufkonzentrierung, DNA/RNA-Extraktion) die
Folge sein (siehe Streuung der Daten in Abbildung 15). Zudem hat das Ausgangsvolumen der Probe Einfluss
auf die Nachweisgrenze der Methode. Verschiedene Zielgene liefern auRerdem unterschiedlich hohe Werte,
was bei einer Mittelung der Konzentrationen von zwei Zielgenen (z.B. N1, N2, E usw.) die Vergleichbarkeit der
Daten senkt. Damit sind die Daten zwischen den Standorten nicht direkt vergleichbar. Bei einem Wechsel der
Methode im Labor sind die Messdaten mit den Daten der bisherigen Methoden nicht immer vergleichbar.

GrolRere Messwertschwankungen waren zu beobachten bei tendenziell kleineren Klaranlagen, bei niedrigeren
SARS-CoV-2 Konzentrationen (im Bereich der zu erwartenden Nachweisgrenzen) und bei einzelnen Laboren.

Fiur eine bessere Vergleichbarkeit der Messergebnisse missten die Vorgaben weitergehend prazisiert
werden. Dazu zdhlen u.a. das Ausgangsvolumen, die Methode zur Aufkonzentrierung und die zu
bestimmenden SARS-CoV-2 Genfragmente (z.B. N1, N2, E oder RdRP).

2.6.3 Normalisierung

Die Darstellung der PCR-Rohdaten unterlag starken Schwankungen, weshalb eine Normalisierung zur
Glattung bzw. Verbesserung der Datenqualitat durchgefuhrt wurde. Fir die Normalisierung wurde in der ESI-
CorA Dateninfrastruktur der Abwasserdurchfluss wahrend der Probenahme verwendet. Weiterhin wurden fur
die Normalisierung der PCR-Daten verschiedene Surrogatviren und chemische Humanmarkerverbindungen,
bzw. deren Stoffwechselprodukte bestimmt und deren Eignung geprift. Der Vergleich der Daten mit den
bestimmten Ammoniumgehalten der Pilotstandorte (Zweitprobe) flihrte jedoch bei diesen Untersuchungen zu
keiner deutlichen Verbesserung der Datenqualitat.

Zur Normalisierung mit Surrogatviren wurden Untersuchungen mit dem pepper mild mottle virus und dem
CrAssphagen durchgefihrt, die in kommunalem Abwasser regelmafig in hohen Konzentrationen vorkommen
und dadurch ebenfalls bei Verdanderungen der Klaranlagenbedingungen durch Niederschlage oder
Industrieeinleitungen in ihren Konzentrationen beeinflusst werden. Die Messkurven der mit Surrogatviren
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normalisierten Konzentrationen an SARS-CoV-2-Genfragmenten zeigten bei der Mehrzahl der Klaranlagen
einen ahnlichen Verlauf wie die Kurven der normalisierten SARS-CoV-2-Konzentrationen berechnet mit dem
Abwasserdurchfluss wahrend der Probenahme.

Weiterhin wurden in ca. 300 Zweitproben der Pilotstandorte mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) als Hochdurchsatzverfahren verschiedene Spurenstoffe (Diclofenac, Carbamazepin, Koffein,
Isolithocholsaure) bestimmt. Hier zeigten sich Unterschiede zwischen den Spurenstoffen, die deren Eignung
als Humanmarker einschranken. Zum Beispiel zeigte sich, dass Koffein problematisch war, wenn eine
Indirekteinleitung von Kaffeerdstereien ortsnah zur Klaranlage erfolgte, oder dass die Isolithocholséure-
Konzentrationen sehr starke Schwankungen aufwiesen und derzeit nicht als Humanmarker geeignet ist.
Mittels Diclofenac und Carbamazepin als Humanmarker konnten an einzelnen Standorten die Schwankungen
der PCR-Daten ausreichend ausgeglichen werden.

Hinsichtlich der Normalisierung der Daten zeigte sich, dass die Normalisierung der PCR-Daten in der Regel
zu einer Verbesserung des Datenverlaufs fuhrt. In Abhangigkeit von Klaranlagengrof3e, mdglichen Indirekt-
einleitern und Eigenschaften des Normalisierungsparameters war dies in Einzelfallen jedoch nicht der Fall.
Deshalb wird vorlaufig die Normalisierung der PCR-Daten via Abwasserdurchfluss weiterverfolgt. Eine
Normalisierung via Surrogatviren/ chemischen Humanmarkern erscheint grundsatzlich zielfihrend, bedarf
jedoch, je nach Klaranlagenstandort, einer differenzierten Priifung und Auswertung.

2.7 Evaluation (RKI)

Im Frihjahr 2023 wurde eine Evaluation des in ESI-CorA etablierten Pilot-Surveillancesystems zur
abwasserbasierten Uberwachung von SARS-CoV-2 und dessen Varianten durchgefiihrt. Das System wurde
dahingehend bewertet, ob und in welcher Form (flachendeckend oder als Sentinel; mit der ESI-CorA
Dateninfrastruktur oder einer anderen Dateninfrastruktur) und mit welchen Anforderungen eine Verstetigung
der abwasserbasierten Surveillance von SARS-CoV-2 und dessen Varianten zur Vervollstdndigung
bestehender SARS-CoV-2-Surveillancesysteme mit Schwerpunkt auf Variantenerkennung beitragt. Des
Weiteren wurde gepruft, ob die abwasserbasierte Uberwachung eine verbesserte Einschatzung der epide-
mischen Lage (auf lokaler, Lander- und Bundesebene) erméglicht und ob die Nutzung in Deutschland
empfohlen werden kann.

Fir die Evaluation des Systems wurden die Leitlinien der US-amerikanischen Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) fur die Bewertung von Surveillancesystemen im Bereich der 6ffentlichen Gesundheit heran-
gezogen’. Das Pilotsystem wurde auf Grundlage der folgenden Leistungskriterien bewertet: Grad der Nutz-
lichkeit, Einfachheit, Flexibilitat, Datenqualitét, Akzeptanz, Zeitnahe, Reprasentativitat und Kosten/Nutzen. Zur
Bewertung der Attribute wurde eine Befragung der teilnehmenden Pilotstandorte herangezogen. Diese
thematisierte folgende Themenbereiche: Kooperationen, Finanzierung, Personal, Training/Schulung,
Zeitaufwand, Zeitnahe, Dateneingabe/Datendarstellung/Datennutzung und zukinftige Nutzung.

Die Ergebnisse der Evaluation zeigten bezuglich des Grades der Nutzlichkeit, dass das Uiber das Meldesystem
beobachtete SARS-CoV-2-Infektionsgeschehen auch im Abwasser abgebildet werden konnte: Die SARS-
CoV-2-Viruslast im Abwasser korrelierte bei einzelnen Standorten gut mit verschiedenen Gesundheits-
indikatoren wie Inzidenz, Hospitalisierung und Testpositivenanteil. Im Vergleich zu vorherigen Virusvarianten,
wo der Vorlauf der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser bei ca. zwei Wochen lag, wurde in ESI-CorA, wéhrend
dessen Projektlaufzeit iberwiegend die Omikron-Variante und zugehdrige Sublinien zirkulierten, bei einzelnen
Standorten ein Vorlauf von nur wenigen Tagen beobachtet. Bei der Bewertung der rechtzeitigen Erkennung
ist zu beachten, dass es sich um eine retrospektive Auswertung handelt und die Zeitndhe sehr stark von der
Datenlieferung abhangt. AuRerdem unterliegt die SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser zum Teil einer hohen
Variabilitdt. Dennoch werden Trends der Virusverbreitung erkannt und vor allem in Phasen einer geringen
Inanspruchnahme der SARS-CoV-2-Testung kann das System einen Zusatznutzen liefern.

Das System hat aufgrund der vielen im Prozess beteiligten Institutionen und Organisationen sowie des hohen
Umfangs an erhobenen Daten eine gewisse Komplexitat. Weiterhin unterschieden sich die Standorte zum
Beispiel im Tourismus- bzw. Pendlerverhalten, EinzugsgebietsgréRe oder Art des Abwassers (hauslich,
stadtisch, industriell) was zusatzlich zur Komplexitéat beitrug.

Laut der durchgefiihrten Befragung waren zusatzliche Schulungen im Bereich Dateneingabe und Dateninter-
pretation an den Standorten wiinschenswert gewesen. Zudem sind klar definierte Zustandigkeiten bei den
vielen beteiligten Institutionen wichtig. Da fiir die Interpretation der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser und
die epidemiologische Einschéatzung Fachkenntnisse erforderlich sind, sollten mehr Schulungen v. a. auf
kommunaler Ebene angeboten werden, um die Stakeholder in die Lage zu versetzen, die zur Verfligung
stehenden Daten optimal zu nutzen und Fehlinterpretationen vorzubeugen.

" Centers for Disease Control and Prevention (U.S.) [2001]: Updated Guidelines for Evaluating Public Health Surveillance Systems.
Recommendations from the Guidelines Working Group. MMWR, V. 50, No. RR-13, https://stacks.cdc.gov/view/cdc/13376
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Die Flexibilitdt wurde hier als Anpassung des Systems auf SARS-Cov-2-Varianten, andere Krankheitserreger
oder Stoffe (z. B. Drogen, Medikamente) interpretiert. In ESI-CorA wurde ausschlieBlich fir SARS-CoV-2
pilotiert. Die perspektivische Nutzung flr andere gesundheitsbhezogene Ereignisse wurde theoretisch
betrachtet. Prinzipiell sollte das pilotierte System fiir andere Erreger und Stoffe nutzbar sein. Unter Umstanden
sind dafir je nach Erreger oder Stoff Anpassungen in einzelnen Prozessschritten notwendig, wie z. B. der
Analysemethode, des Probenvolumens oder der Probenahmefrequenz.

Bezliglich der Datenqualitat gab es in den Bereichen Probennahme und Analytik Optimierungspotenzial. Eine
Erhéhung der Probenahmefrequenz von zwei auf drei bis vier Probennahmen pro Woche wirde durch die
erhdhte Anzahl der Datenpunkte fur eine hdhere Prazision in den statistischen Analysen sorgen und die
Bedeutung von AusreiRern verringern. Dies konnte in Abh&ngigkeit von der epidemiologischen Situation
geschehen, ginge jedoch mit erhéhten Kosten und erhdhtem Aufwand einher. Das Entwickeln von
Standardverfahren und Einfihren regelmafliger Ringversuche als externe Qualitatssicherung wirde die
gleichbleibende Qualitat der Laborergebnisse und deren Vergleichbarkeit Gber die diversen Labore hinweg
sicherstellen. Die Uberwachung der SARS-CoV-2-Varianten benétigt eine hohere Probenfrequenz, um in der
regelmaRigen Uberwachung niitzliche Informationen zu liefern (im Rahmen von ESI-CorA wurde lediglich zu
drei Zeitpunkten wahrend der gesamten Projektlaufzeit eine Genomsequenzierung Uber alle Pilotstandorte
hinweg durchgefiuihrt). Da ein Wechsel der Varianten innerhalb von zwei bis drei Wochen geschehen kann, ist
mindestens eine wdchentliche Varianten-Sequenzierung nétig, um den Trend zu erkennen, bevor er in der
Vergangenheit liegt®.

Bezulglich der Sensitivitat konnte das System den Verlauf der Infektionsdynamik gut widerspiegeln.

Wahrend es — nach aktuellem Stand — nicht méglich ist, aus der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser die
Anzahl an Infizierten sowie die Krankheitsschwere zu ermitteln, bildet das Abwassermonitoring grundsatzlich
die Infektionsdynamik in Form von Trends gut ab. Dabei erfasst es auch asymptomatische Infizierte und ist
unabhéangig von der aktuellen Teststrategie und der Compliance der Bevoélkerung. Da die Beprobung im Sinne
einer Poolprobe nahezu die gesamte Bevdlkerung eines Standorts erfasst, kann das System fiir den Standort
als reprasentativ eingestuft werden. Um epidemiologisch stichhaltige Aussagen auf Landes- und
Bundesebene treffen zu kénnen, wéare eine Erhdhung der Standortanzahl sinnvoll. Hierbei sollte auf eine
adaquate Abdeckung der jeweiligen Bevdlkerung geachtet werden.

Die Ergebnisse der Befragung zeigten ein sehr inhomogenes Bild bezlglich der Zeitndhe zwischen den
einzelnen Prozessschritten. Generell gab es an einzelnen Standorten Optimierungsbedarf, wahrend die
Prozesse an anderen, bereits erfahreneren Standorten gut eingespielt waren. Hier sollten Nachfolgeprojekte
ansetzen und im engen Dialog v. a. mit den Klaranlagen und Laboratorien erdrtern, welche Bedurfnisse
vorliegen. Eine schnelle Prozessierung von der Beprobung bis zum analytischen Ergebnis sowie eine schnelle
Verfiigbarkeit der Daten in den Einrichtungen des OGD ermdglichen eine wertvolle Unterstiitzung der
epidemiologischen Lageeinschatzung und verstéarken eventuelle Friiherkennungseffekte.

Trotz Einschrankungen in der Bewertbarkeit ist jedoch der erganzende und unterstitzende Informationsgehalt
der SARS-CoV-2-Ergebnisse aus den Abwasserproben hervorzuheben, da hiermit eine solide, von der
Inanspruchnahme des Testangebots unabhangige Moglichkeit der Uberwachung des SARS-CoV-2-
Infektionsgeschehens ermdglicht werden kann. Fir die Bewertung der epidemiologischen Lage und der
MafRnahmen im Hinblick auf die 6ffentliche Gesundheit (z. B. Belastung der Krankenhduser usw.) kann jedoch
auf die anderen Surveillancesysteme nicht verzichtet werden, da nur hier Erkenntnisse zur Krankheitsschwere
und weiteren relevanten Parametern fir den OGD gewonnen werden kénnen.

2.8 Veranstaltungen und Offentlichkeitsarbeit (KIT)

Die Kick-off-Veranstaltung fand vor Beginn des Pilotbetriebs am 9. Februar 2022 in einem Online-Format statt,
da zum damaligen Zeitpunkt eine Prasenzveranstaltung aufgrund der Pandemie nicht vertretbar gewesen
ware. Die Veranstaltung war zweigeteilt: Am Vormittag wurden nach einer BegriBung durch die beteiligten
Ministerien das Projekt und die EU-geforderten Pilotstandorte vorgestellt. Weiterhin wurde als Praxisbeispiel
Uber das bereits laufende Abwassermonitoring im Berchtesgadener Land berichtet. Der Nachmittag diente
dem Kennenlernen und dem Austausch der Pilotstandorte mit den Projektbeteiligten.

Bei der offentlichen Abschlussveranstaltung des EU-Projekts ESI-CorA am 22. Méarz 2023 in Karlsruhe haben
die Projektbeteiligten ihre aktuellen Ergebnisse vorgestellt. Die Vortragsfolien der Abschlussveranstaltung
sowie das Projektblatt zu ESI-CorA stehen auf der Projektwebseite unter Downloads zur Verfiigung °.

8 Schilling, J. et al. [2022]: Zweite Aktualisierung der Retrospektiven Phaseneinteilung der COVID-19-Pandemie in Deutschland. Epid.
Bull., Vol. 10, https://edoc.rki.de/bitstream/handle/176904/9483/EB-10-2022-Phaseneinteilung.pdf?sequence=1&isAllowed=y

9 https://www.ptka.kit.edu/AbschlussPilotbetrieb.html
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Dariiber hinaus wurden vom Helpdesk folgende Videosprechstunden, Workshops und Seminare (online) fir
die Pilotstandorte (mit-)organisiert:

— Online-Seminar zur Probennahme und Analytik von SARS-CoV-2 im Abwasser (21. Marz 2022 und
6. April 2022)

— Online-Seminar zur ESI-CorA-Dateninfrastruktur (29. Juni 2022 und 14. Juli 2022)

— Online-Workshop zum Nachweis von SARS-CoV-2 Virusvarianten durch Genomsequenzierung
(26. Oktober 2022)

— Videosprechstunde zur Nutzung der Dateninfrastruktur im Projekt ESI-CorA (5. Dezember 2022)

3 Ausblick (UBA und RKI)

Im Rahmen des Pilotprojekts ESI-CorA konnte gezeigt werden, dass eine abwasserbasierte Surveillance von
SARS-CoV-2 grundsatzlich ein ergédnzendes Instrument fur die epidemiologische Lagebewertung im Rahmen
der COVID-19-Pandemie darstellt. Die zur Verfiigung stehenden Verfahren der Probennahme, der Proben-
aufbereitung und der Detektion liefern im Hinblick auf die Haufigkeit und die Qualitat der erhobenen Daten
gute bis sehr gute Ergebnisse. Es treten jedoch immer wieder einzelne Ausreil3er oder auch schwankende
Werte innerhalb einzelner Standorte auf, die durch technische Aspekte der Analytik nicht erklarbar sind und
einer zusatzlichen Qualitatskontrolle bedurfen.

Als Methoden zur Normalisierung wurden im Projekt der Abwasserdurchfluss wéahrend der Probenahme,
chemische Humanmarker und Surrogatviren (z.B. PMMoV) verwendet. An einigen Klaranlagenstandorten
fuhrten die verschiedenen angewandten Normalisierungsmethoden zu einer deutlichen Verbesserung der
Ergebnisse im Sinne einer Glattung der Kurven. An anderen Kléaranlagenstandorten fiihrte die Normalisierung
jedoch sogar zu einer leichten Verschlechterung der Trenderkennung. Ob und mit welcher Methode eine
Normalisierung durchgefiihrt wird, kbnnte daher in Zukunft je nach Klaranlagenstandort zu entscheiden sein.
Diese Frage als auch die weitere Optimierung sowie Harmonisierung der Verfahrensablaufe zur Probenahme
und Analytik sind zentrale Fragestellungen fur die Zukunft.

Noch innerhalb der Projektlaufzeit ging das Pilotvorhaben aufgrund der gesammelten Erkenntnisse und der
guten Funktionalitat des Gesamtsystems flie3end in eine weiterfihrende abwasserbasierte Surveillance tber.
Seit Oktober 2022 ist die Viruslast im Abwasser neben 7-Tage-Inzidenz, Testpositivenanteil und Arztbesuchen
als weiterer Indikator des Infektionsgeschehens auf dem Pandemieradar des RKI/BMG zu sehen. Seitdem
sind stetig mehr Standorte bzw. Klaranlagen dazugekommen. Im November 2022 begann das bundesweite
Vorhaben AMELAG (Abwassermonitoring fur die Epidemiologische Lagebewertung), welches dank der
etablierten Netzwerke und (IT-)Strukturen in ESI-CorA schnell umgesetzt werden konnte. Ziele von AMELAG
sind die Erweiterung bzw. Etablierung eines bundesweiten Abwassermonitorings, zunachst fir SARS-CoV-2.
Weitere Public-Health-relevante Erreger sollen in AMELAG pilotiert werden.

RKI und UBA sind gemeinsam an einer Joint-Action der EU beteiligt. Dabei handelt es sich um das Projekt EU
Wastewater Integrated Surveillance for Public Health (EU-WISH). Ziel des Projektes ist das Verbessern,
Erweitern und Verstetigen von Abwassersurveillance und den zugehérigen Kompetenzen und Prozessen in
allen beteiligten Mitgliedsstaaten. Zu diesem Zweck wird ein Status quo der Abwassersurveillance tber alle
Mitgliedsstaaten erhoben und die Integration in bestehende Gesundheitssysteme evaluiert. Weiterhin werden
in mehreren Arbeitspaketen diverse epidemiologische und diagnostische Fragestellungen zu SARS-CoV-2,
aber auch anderen respiratorischen Krankheitserregern, antimikrobiellen Resistenzen, Polioviren und
potentiellen neu aufkommenden Krankheitserregern bearbeitet, wirtschaftliche Aspekte beleuchtet und
Kommunikationsstrategien erarbeitet.

Das Projekt EU-WISH lauft voraussichtlich im Oktober 2023 an und lauft fur drei Jahre bis September 2026.
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