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1 Zielsetzung

Dieses Dokument soll eine Ubersicht iiber den Arbeitsablauf des SARS-CoV-2-Abwassermonitorings
liefern. Zu den behandelten Themen zahlt der gesamte Workflow des Abwassermonitorings, tiber Pro-
benahme, Analytik, Qualitatssicherung bis hin zum Datenfluss, zur Dateninterpretation und -kommu-
nikation. Des Weiteren werden hilfreiche Dokumente bereitgestellt, die Klaranlagenbetreibern, den
Gesundheitsamtern und Krisenstaben einen einfachen Einstieg ins Abwassermonitoring ermaglichen
sollen. Hintergrundinformationen liefern das notige Wissen fiir ein umfassendes Verstandnis des Ab-
wassermonitorings und eine zielgerichtete Umsetzung. Insgesamt soll sichergestellt werden, dass
sich qualitativ hochwertige und robuste Daten generieren lassen, die den Gesundheitsbehdrden und
Krisenstaben erganzende, nitzliche Informationen liefern, um eine evidenzbasierte Entscheidungs-
findung zu fordern und so das Pandemiemanagement zu erleichtern. Da sich die Methoden rasch wei-
terentwickeln und die Anwendbarkeit abhangig von den individuellen lokalen Begebenheiten ist, wer-
den keine Standardmethoden fiir das Abwassermonitoring vorgeschrieben, sondern eine Ubersicht
Uber die verschiedenen Mdglichkeiten gegeben.

Die Leitlinien richten sich hauptsachlich an Beschaftigte der Abwasserwirtschaft. Sie liefern aber auch
nitzliche Informationen fir Labormitarbeitende und Beschaftigte im offentlichen Gesundheitswesen.

2 Abkirzungen

ABAS Ausschuss fur Biologische Arbeitsstoffe

BAuA Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin

BioStoffV Biostoffverordnung

BMG Bundesministerium fir Gesundheit

BMUV Bundesministerium fir Umwelt, Naturschutz, nukleare Sicherheit und Verbrau-
cherschutz

CASUS Center for Advanced Systems Understanding

ChC Centers for Disease Control and Prevention

cDNA Complementary DNA/komplementare DNA

COVID-19 Coronavirus Disease 2019

CSB Chemischer Sauerstoffbedarf

C: Cycle threshold

d(d)PCR Digital (droplet) PCR

d. h. Das heilf3t

Da Dalton

DAkkS Nationale Akkreditierungsbehdrde der Bundesrepublik Deutschland

DEEP Digital European Exchange Platform
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DEMIS Deutsches Elektronisches Melde- und Informationssystem fur den
Infektionsschutz

DIN Deutsches Institut fir Normung

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphate

ECDC European Center for Disease Control and Prevention

E-Gen Envelope(Hill)Protein-Gen

ESI-CorA Emergency Support Instrument-Corona

etc. Et cetera

EU Europaische Union

EW Einwohnerwert

FAQ Frequently Asked Questions

Fwd Forward

ggf. Gegebenenfalls

h Hour/Stunde

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

ISO International Organization for Standardization

KA Klaranlage

L Liter

LOESS Locally weighted scatterplot smoothing

LOD Limit of detection

LoQ Limit of quantification

m’ Kubikmeter

MERS-CoV Middle East respiratory syndrome-related coronavirus

MgClL2 Magnesiumchlorid

M-Gen Membran-Gen

min Minute

MIQE Mininum Information for publication of Quantitative PCR Experiments

N-Gen Nucleoprotein-Gen

NGS Next Generation Sequencing (Hochdurchsatzsequenziertechnik)

ORF open reading frame
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PCR polymerase chain reaction. Deutsch: Polymerase-Kettenreaktion
PEG Polyethylenglykol
PMMoV Pepper mild mottle Virus
gPCR quantitative PCR
RdRP-Gen RNA-abhangige RNA-Polymerase-Gen
RNA Ribonukleinsaure
RT Reverse Transkription
S-Gen Spike-Protein-Gen
SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.
Deutsch: schweres akutes respiratorisches Syndrom Coronavirus-2
TRBA Technische Regel fiir Biologische Arbeitsstoffe
VOoC Variants of Concern
VOl Variants of Interest
WEF Water Environment Federation
WHO World Health Organization
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3 Einflihrung in das Abwassermonitoring

3.1 Abwassermonitoring

Als Abwassermonitoring wird die strategische Entnahme von Proben aus dem Kanalnetz oder der
Klaranlage und deren Untersuchung bezeichnet. Sie hat zum Ziel das Abwasser auf Schadstoffe und
Krankheitserreger zu tberprifen und ermadglicht es, Riickschlisse auf den Gesundheitszustand der
Menschen, die an die Klaranlage angeschlossen sind, zu ziehen. Uber den Nachweis von chemischen
Stoffen oder Biomarkern konnen beispielsweise Informationen tiber den Konsum von Drogen, Coffein,
Arzneimitteln oder die Verbreitung von Krankheitserregern gewonnen werden. Im Unterschied zu kli-
nischen Tests oder Individualproben geben die erhaltenen Daten Auskunft auf Bevdolkerungsebene und
erlauben keine Riickschliisse auf die Einzelpersonen.

Eine Anwendungsmoglichkeit des Abwassermonitorings zeigte sich in der COVID-19-Pandemie.
SARS-CoV-2, das Virus, das die COVID-19-Krankheit verursacht, und dessen Fragmente werden Uber
den Stuhl ausgeschieden und gelangen so beim Toilettengang in das Abwassersystem. Dort verliert
das Virus jedoch schnell seine Infektiositat, d.h. die Fahigkeit, seinen Wirt anzustecken. Bestimmte
Bestandteile des Virus, die einen Aufschluss Uber die Verbreitung der Krankheit in der Bevolkerung
geben, kdnnen aber nachgewiesen werden. Neben dem Nachweis der Virusprasenz kann die Abwas-
seriiberwachung, je nach gewahlter Teststrategie und Analytikmethode, auch Aufschluss Gber Trends
in den Viruskonzentrationen sowie das Auftreten und die prozentuale Verteilung von Virusvarianten
und damit Uber die Infektionslage geben. Das Abwassermonitoring kann so wertvolle, zu den Indivi-
dualtests ([PCR- und Antigen-Schnelltests von Proben der oberen Atemwege) erganzende, Informati-
onen liefern, die zur Bewaltigung der Pandemie beitragen. Deshalb ist eine Verknlpfung des Abwas-
sermonitoringprogramms mit den weiteren Gesundheitsdaten unerldsslich und erfordert die
Einbeziehung der Gesundheitsbehorden und politischen Entscheidungstrager.

3.2 Wie funktioniert das Abwassermonitoring?

Fur das Abwassermonitoring werden Proben, meist aus dem Zulauf der Klaranlage, entnommen.
Diese werden dann molekularbiologisch auf die Anwesenheit von Virusfragmenten untersucht. Der
Nachweis erfolgt ahnlich wie bei den klinischen Individualtests Giber eine Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Da das Virusmaterial im Abwasser jedoch deutlich verdiinnter ist als das Material aus einem
Nasen- oder Rachenabstrich, werden die Abwasserproben vorher gewdhnlich noch aufkonzentriert.
Der Workflow und detailliertere Angaben zur Probenahme und Analytik sind in den Abschnitten 5 und
7 dargestellt. Derzeit ist es noch nicht maoglich, die Inzidenz exakt aus den Daten zu berechnen, aller-
dings lasst sich bei einer kontinuierlichen Beprobung zuverlassig ein ansteigender oder abfallender
Trend der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser abbilden. Bei der Analyse und Interpretation der Daten
missen verschiedene Umstande bzw. Parameter und die Art des Entwasserungsnetzes Beachtung
finden. Sie sollte daher von erfahrenem und geschultem Personal durchgefiihrt werden. Damit die
Daten von der Gesundheitsseite effizient genutzt und in die Entscheidungsfindung miteinbezogen wer-
den konnen, missen sie aufbereitet und einfach zu Gberblicken sein. Die Abwasserdaten sind immer
in Erganzung zu den weiteren Gesundheitsdaten zu betrachten und konnen diese nicht ersetzen.
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3.3 Was sind die Vorteile des Abwassermonitorings?

In Deutschland sind Gber 95 % der Bevdlkerung an das Kanalisationsnetz angeschlossen [siehe
https://www.bmuv.de/download/statistik-abwasserentsorgung), daher kann das Abwassermonitoring
Uber den Gesundheitszustand der annahernd gesamten Bevdlkerung Auskunft geben. Im Durchschnitt
scheiden 40 % bis 80 % der mit COVID-19 infizierten Personen Virusmaterial mit ihren Fakalien aus
(Parasa et al. 2020, Cheung et al. 2020, WHOQ). Dies geschieht mitunter schon vor den ersten Anzeichen
einer Infektion und auch bei symptomlos Infizierten. AuBerdem ist das Abwassermonitoring unabhan-
gig davon, ob Menschen Zugang zur Gesundheitsversorgung haben bzw. diese nutzen. Bei einem Eng-
pass an Testkapazitaten liefert das Abwassermonitoring wichtige Informationen und einen Aufschluss
Uber die Dunkelziffer der Infizierten. Wenn bei niedrigen Inzidenzen die Testrate gering ist, kann das
Abwassermonitoring bei wieder ansteigenden Werten ein wichtiges Warnsignal sein. Ein grofer Vor-
teil des Abwassermonitorings ist also, dass die Messwerte Aufschluss tber den Gesundheitszustand
der gesamten Bevdlkerung geben, unabhangig von Testkapazitat und -bereitschaft. Eine einzige Probe
liefert kostenglinstig einen hohen Informationsgehalt, der fiir zielgerichtete Entscheidungen und Maf3-
nahmen genutzt werden kann.

Die meisten Menschen lassen sich erst nach dem Auftreten von Symptomen auf SARS-CoV-2 testen.
Da das Virus schon vor Einsetzen erster Symptome und auch bei subklinischen Fallen ausgeschieden
wird und sich somitim Abwasser nachweisen lasst, kann durch das Abwassermonitoring ebenfalls wert-
volle Zeit gewonnen werden - bis zu 7 Tage im Vergleich zu Daten aus klinischen Tests. Dieser Zeitge-
winn ist im Falle eines ansteigenden Trends von groflem Nutzen, um die Bevolkerung aufzuklaren, die
Testkapazitaten zu erhohen und die Krankenh&user vorzubereiten oder weitergehende Ma3nahmen zu
ergreifen. Durch eine gute Kommunikation kann die Bevdlkerung so frihzeitig fir eine hohere Testfre-
quenz, Kontaktbeschrankungen und allgemeine HygienemaBnahmen sensibilisiert werden. Das Uber-
wachungssystem bietet auBerdem die Maglichkeit, zeitnah den Effekt von Malnahmen zur Eindammung
der Krankheitsausbreitung zu evaluieren und ggf. nachzusteuern. Da sich auch ein absinkender Trend
friihzeitiger abbilden lasst, konnen Lockerungen unmittelbarer erfolgen. Das SARS-CoV-2-Abwasser-
monitoring eignet sich daher nicht nur als Frihwarn- sondern auch als Entwarnsystem. Der Zeitvor-
sprung, den das Abwassermonitoring bietet, ist abhangig von einigen Faktoren wie der SARS-CoV-2-
Variante, der Teststrategie und der Schnelligkeit der Probenanalyse (Laborkapazitaten) und Dateninter-
pretation und -kommunikation sowie der Uberlastung des Gesundheitssystems (Meldeverzogerung,
Verzégerung bei klinischen Tests). Das Abwassermonitoring kann einen wichtigen Beitrag zu einem ef-
fizienten Pandemiemanagement leisten, die Gesundheitsseite unterstiitzen und zum Gesamtbild der
pandemischen Lage beitragen. Allerdings sollten die Abwasserdaten nicht isoliert, sondern im Kon-
text mit anderen Daten (z. B. klinische Tests, Belegung der Intensivbetten, Todesfalle, Impfquote) be-
trachtet werden. Zudem muss beachtet werden, dass die Virusmenge im Abwasser lber einer be-
stimmten Nachweisgrenze liegen muss, die abhangig von der GroBe des Einzugsgebietes, der
Zusammensetzung des Abwassers aber auch der SARS-CoV-2-Variante ist, um die Prasenz eindeutig
nachzuweisen. Ein negatives Ergebnis im Abwassertest bedeutet also nicht zwangslaufig, dass keine
Person im Einzugsgebiet infiziert ist.

Das Abwassermonitoring ist im Prinzip als Pooltest zu bewerten. Dadurch erhalt man relativ kosten-
guinstig einen hohen Informationsgehalt tber die Verbreitung von SARS-CoV-2 in der Bevolkerung.
Uber Sequenzierung und spezifische PCRs lasst sich auBerdem die Verbreitung bestimmter SARS-
CoV-2-Varianten nachweisen und verfolgen. In der Abbildung 1 sind die Vorteile des Abwassermoni-
torings in verschiedenen Phasen einer Infektionswelle dargestellt und den ableitbaren Informationen
bzw. MaBnahmen gegeniibergestellt.
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* Frihwarnung
» |dentifizierung von neuen Hotspots

Niedrige Werte

s Erhohung der klinischen Testfrequenz
* Vorbereitung der Krankenhduser

* Sonstige MalRnahmen
(Maskenplicht/Kontaktbeschriankungen)

Ansteigende Werte

¢ Ricknahme von Einschrankungen
* Moglicherweise geringere Testfrequenz

Ricklaufige Werte

* Auftreten neuer Varianten

Neue Varianten * Verbreitung der neuen Variante

Abbildung 1: Vorteile des Abwassermonitorings in den verschiedenen Phasen einer Infektionswelle

3.4 Welche Informationen liefert das Abwassermonitoring?

Informationen, die aus einem Abwassermonitoringprogramm gewonnen werden konnen, sind abhan-
gig von der Teststrategie und lassen sich wie folgt unterteilen:

a) Prédsenzvon infizierten Personen im Einzugsgebiet
b] Trendverlauf (Zu- oder Abnahme] im Einzugsgebiet
c) Nachweis und Ausbreitung von Varianten

d) Identifikation von Hotspots

a) Prisenz von infizierten Personen im Einzugsgebiet

Fir den Nachweis der Prasenz des Virus im Einzugsgebiet ist ein Vergleich mit historischen Daten
nicht notwendig und daher eine Quantifizierung der SARS-CoV-2-Menge nicht zwingend erforderlich.
Bei dieser Strategie wird lediglich analysiert, ob sich SARS-CoV-2-infizierte Personen im Einzugsge-
biet befinden, deshalb kdnnen die Daten auch isoliert betrachtet werden. Allerdings kann dann auch
keine Aussage daruber getroffen werden, ob die Verbreitung des Virus zu- oder abnimmt. Es muss
unbedingt beachtet werden, dass ein negativer Befund der Abwasserprobe bedeuten kann, dass das
Virus im Einzugsgebiet nicht zirkuliert, es ist jedoch auch moglich, dass das Vorkommen unter der
Nachweisgrenze liegt oder infizierte Personen kein Virusmaterial Gber den Stuhl ausscheiden. Wenn
der Befund der Abwasserprobe positiv ist, bedeutet dies, dass sich mindestens eine infizierte Person
im Einzugsgebiet befindet. Es kann allerdings keine Aussage dariber getroffen werden, ob die Person
symptomatisch oder infektios ist. Diese Teststrategie wird hauptsachlich gewahlt, wenn die Viruszir-
kulation in der Bevdlkerung sehr gering ist. Bei einem Uberschreiten der Nachweisgrenze, also dem
eindeutigen Nachweis der Prasenz des Virus, sollte die Testfrequenz erhoht werden, um die weitere
Entwicklung zu beobachten.
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b) Trendverlauf (Zu- oder Abnahme) im Einzugsgebiet

Um Trends nachzuweisen, missen Proben Uber einen langeren Zeitraum analysiert und quantifiziert
werden - mindestens aber 3 Proben in einem kiirzeren Zeitraum. Die Trendaussagen sind umso zu-
verlassiger je haufiger ein Standort beprobt wird. Die EU empfiehlt mindestens zwei Proben pro Wo-
che. Daten zeigen jedoch, dass eine haufigere Testung empfehlenswert ist, um Ausreifler eindeutig
identifizieren zu konnen und somit die Zuverlassigkeit des Frihwarnsystems zu steigern. Ein Trend
sollte durch eine statistische Analyse von Veranderungen der Viruskonzentration bestimmt werden.
Es ist zu beachten, dass Tourismusvorkommen, Pendlerverkehr oder andere Parameter, die von Pro-
benahmetag zu Probenahmetag schwanken kdnnen, die Zusammensetzung des Abwassers verandern
und die Ergebnisse der Analyse beeinflussen. Auch das Ausscheidungsverhalten unterscheidet sich
individuell, abhangig vom Krankheitsverlauf und von der Virusvariante. Aus diesen Griinden lasst sich
derzeit auch noch nicht von den Abwasserdaten auf die Inzidenz schlielen und eine exakte Korrelation
zu den klinischen Fallen im Einzugsgebiet herstellen. Um diese Unsicherheiten auszugleichen, kdon-
nen einige dieser Faktoren in Normalisierungsrechnungen mit Hilfe mathematischer Algorithmen be-
ricksichtigt werden.

Die beschriebene Teststrategie wird vorrangig bei einem aktiven Pandemiegeschehen angewendet.
Sie ermaglicht es, den Erfolg von steuernden Mafinahmen, z. B. Maskenpflicht und Lockdown-Maf3-
nahmen, zeitnah zu beurteilen und ggf. nachzukorrigieren.

c) Nachweis und Ausbreitung von Varianten

Der Nachweis und die Analyse der Ausbreitung von Virusvarianten kann entweder Uber eine varian-
tenspezifische PCR, tiber herkdmmliche Sequenzierung (Sanger-Sequenzierung) oder Next-Genera-
tion-Sequencing (NGS) erfolgen. Bei der PCR kommen Primer zum Einsatz, die fir eine bestimmte
SARS-CoV-2-Variante spezifisch sind. Dafiir ist es notwendig, dass die Sequenz der Variante und deren
spezifische Mutationen bereits bekannt sind. Neu auftretende Varianten lassen sich nur tber eine Se-
quenzierung detektieren. Bei der Sanger-Sequenzierung werden fur gewohnlich nur kurze Abschnitte
des Virus-Genoms sequenziert. Dagegen ist es bei der NGS maglich, annahernd das gesamte Genom
zu bestimmen (siehe Abschnitt 7.3).

d) Identifikation von Hotspots

Durch Beprobung ausgewahlter Stellen des Kanalnetzes in einem Klaranlageneinzugsgebiet lassen
sich die durch das Virus ausgeldsten Signale bis in einzelne Stadtviertel oder Straflenzige zurickver-
folgen und so mogliche Hotspots identifizieren. Der technische, zeitliche und personelle Aufwand ist
jedoch oft betrachtlich.

3.5 Grundlegende Voraussetzungen fiir ein effizientes Abwassermonito-
ringprogramm

Um die Daten aus dem Abwassermonitoring sinnvoll fir den Bereich der 6ffentlichen Gesundheit zu
nutzen, ist eine multidisziplindre Zusammenarbeit unerlasslich. Es gilt zunachst, die notwendigen
Partner und Ansprechpartner zu ermitteln. Dazu zahlen die lokalen politischen Entscheidungstrager,
Mitarbeiter des Gesundheitsamtes und der Krisenstabe, Betreiber und Mitarbeiter der Klaranlagen
und Analyselabore. Um eine geeignete Teststrategie zu entwickeln, sollten sich alle Beteiligten Uber
die Mdglichkeiten und Ziele, aber auch die Limitationen des Abwassermonitorings bewusst sein, die
sich je nach Teststrategie, Phase der Pandemie und Analysemethode unterscheiden konnen.

Bei allen Teststrategien gilt, dass man sich vor Beginn mit den spezifischen Eigenschaften und Rand-
bedingungen von Klaranlage und Einzugsgebiet beschaftigen sollte. Pendlerverkehr, Tourismusauf-
kommen, Fremdwasseranteil, Starkregen, einflieBendes Schmelzwasser sowie die Art des Entwasse-
rungssystems (Misch- oder Trennkanalisation) beeinflussen die Ergebnisse des Abwassermonitorings
und konnen beispielsweise entscheidend fir die Wahl der Probenahmetage sein.
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Bei Korrelation und Abgleich der Erkenntnisse des Abwassermonitorings mit den Gesundheitsdaten,
stellt sich haufig das Problem, dass das Einzugsgebiet der Klaranlage nicht mit dem Zustandigkeits-
bereich der Gesundheitsbehorde ibereinstimmt. Die fehlende Deckungsgleichheit ist bei der Daten-
interpretation zu beriicksichtigen.

Je langer das Abwassermonitoring andauert, desto besser gelingt die Interpretation der Daten, da alle
Beteiligten mit der Vorgehensweise vertraut sind. Generell ist es sinnvoll, zundchst einige Messreihen
mit geeigneten Kontrollen (siehe Abschnitt 7.4) durchzufiihren, bevor die Daten fiir das Pandemiema-
nagement genutzt oder an die Offentlichkeit kommuniziert werden.

Ressourcen, die fiir den Workflow des Abwasseriiberwachungsprogramms erforderlich sind, teilen
sich auf folgende Arbeitsschritte auf:

I Probenahme und Versand

I Molekulare Analyse

I Qualitatskontrolle und Interpretation der Daten

I Nutzung der Daten fiir das Pandemiemanagement

Vor dem Start des Abwasseriiberwachungsprogrammes sollten folgende Fragen beantwortet werden:
I Weristverantwortlich und tragt die Kosten?

I Wersind die zu beteiligenden Personen?

I Welche Ziele stehen im Fokus des Abwassermonitorings?

I Wasist bei der Entwicklung der Teststrategie zu beachten (Probenahmeart, Begleitparameter,
Beprobungshaufigkeit, Probenahmetage, Analysemethoden)?

I Wieist der zeitliche Rahmen der Abwasseriiberwachung geplant?

I Welches Personal wird federfiihrend sein und sollte an einer Schulung teilnehmen (Kldranlage,
Labor, Krisenstab)?

I Welches Material ist zu beschaffen (ggf. automatischer Probenehmer, Transportmaterial etc.)?

I Welches Analyselabor kommt in Frage?

I Wie kann der Probentransport sichergestellt werden?

I Welche besonderen Randbedingungen sind bei der Qualitdatskontrolle der Daten zu beachten?

I Werist fir die zentrale Datenhaltung, -auswertung und -normalisierung verantwortlich?

I Wie kann der Datenfluss (Klaranlage -> Labor -> Gesundheitsbehorde) digital ausgefiihrt werden?

I Wer muss an einem lokalen Krisenstab beteiligt werden, der sich mit der Dateninterpretation und
den daraus abzuleitenden Handlungsstrategien befasst?

I Welches ist die geeignete Kommunikationsstrategie (interne Daten, offentliche Daten)?

Da die Daten der 6ffentlichen Gesundheit dienen, sollten die Kosten fiir das Abwassertberwachungs-
programm von der Gesundheitsseite getragen werden. Durch die Nutzung der Ergebnisse eines Ab-
wasseriberwachungsprogramms lassen sich Einsparungen in anderen Bereichen der Pandemie-
tberwachung erzielen. Dazu ist es hilfreich, die Daten fiir die Gesundheitsbehdrden so aufzubereiten,
dass sie gut verstandlich sind und eine schnelle Interpretation erlauben, z. B. durch farbliche Markie-
rung in Anlehnung an ein Ampelsystem oder Pfeile, die den aktuellen Trend angeben. Optimal sind ein
digitales Datenflussmodell und die Nutzung einer Cloud-Losung. Ziel muss es sein, die Zeit zwischen
Probenahme und Ubermittlung der Daten an die zustidndigen Gesundheitsbehdrden und Krisenstibe
zu minimieren. Nur so lassen sich die Vorteile des Abwasseriiberwachungsprogramms optimal nut-
zen. Die Einrichtung einer zentralen Datenbank und der Einsatz eines mobil nutzbaren Eingabetools
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fur die Klaranlagenstandorte und Labore ermdglicht die sichere und rasche Weitergabe der Daten,
sowie deren Verknipfung mit relevanten Begleitparametern und anderen Gesundheitsdaten.

Die Ziele des Programms konnen, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, der Nachweis der Virus-
Prasenz, die Beobachtung von Trendverlaufen der Viruskonzentration, der Nachweis und die Verbrei-
tung von Virusvarianten und die Identifikation von Hotspots sein. Alle Beteiligten sollten sich tber das
Ziel und die Aussagekraft der erhobenen Daten bewusst sein. Zudem ist zu unterscheiden, ob Aussa-
gen auf Bundes-, Landes- oder lokaler Ebene gewliinscht sind.

Um robuste Daten zu produzieren und diese fachlich korrekt zu interpretieren, ist die qualifizierte
Schulung des Personals unerlasslich. Dazu gehdren die Mitarbeiter auf der Klaranlage, die die Proben
entnehmen, die Labormitarbeiter, die die Analyse durchfihren wie auch die Mitglieder der Krisen-
stabe, die die Daten interpretieren und bewerten.

A Arbeitsschritte des Abwassermonitorings

Im Folgenden wird als Ubersicht kurz der Workflow eines langfristig angelegten Abwasseriiberwa-
chungsprogramms unter Einbeziehung der Gesundheitspolitik und der politischen Entscheidungstra-
ger dargestellt.

-

Kldranlage Krisenstab/ Politik
Gesundheitsseite

Einbindung
Probenahme «  Aufk erung Gesundheitsdate A men
= Probenversand * RNA Extraktion :

RT-PCR

Probenvorbereitung Entscheidung tber die

Abbildung 2: Arbeitsschritte des Abwassermonitorings

Die verschiedenen Akteure, die in die Konzeption, Planung und Durchfiihrung des Abwasseriiberwa-
chungsprogramms einbezogen werden sollten, sind die Klaranlage, das Analyselabor, die Gesund-
heitsbehorden und die politischen Entscheidungstrager. Am sinnvollsten ist es, wenn sich der Krisen-
stab zumindest aus Mitarbeitern der Klaranlage und der Gesundheitsbehdrde, im Idealfall auch aus
Ansprechpartnern der Labore und der Politik, zusammensetzt. Die Politik und o6ffentliche Gesund-
heitsseite missen unter Betrachtung der Kosten-Nutzen-Aspekte ermitteln, welche Daten fir die of-
fentliche Gesundheit einen Nutzen zur Bewaltigung der Pandemie bieten. Die genaue Teststrategie
sollte dann gemeinsam mit den Mitarbeitern der Klaranlage und den Laboren erarbeitet werden. Es
gilt sicherzustellen, dass die Klaranlage die Beprobung leisten kann (z. B. wenn Wochenendprobe-
nahmen geplant sind). Es ist festzulegen, welche Begleitparameter erhoben werden miissen (z. B.
Volumenstrom, Temperatur). AnschlieBend muss ein Analyselabor, das die gewiinschten Messungen
durchfiihren kann (z. B. Biomarker, Surrogatviren, Sequenzierung), ausgewahlt und der Transport
zum Labor sichergestellt werden. Fiir die Ubermittlung der Daten an die Gesundheitsbehorden stehen
bereits digitale Losungen zur Verfiigung, z. B. in Form einer mobil nutzbaren Datenmaske, die sowohl
der Eingabe der auf der Klaranlage erhobenen Daten und Rahmenparameter als auch der Labormess-
werte dienen. Es sollten maglichst Experten zwischengeschaltet werden, die die Daten auf Richtigkeit
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und Konsistenz prifen und méglicherweise erforderliche Normalisierungsschritte durchfihren (z. B.
bei Regenereignissen). Plausibilitatskontrollen und Normalisierungsrechnungen kénnen auch auto-
matisch mit Hilfe programmierter mathematischer Algorithmen erfolgen. Wesentlich ist auch die Dar-
stellungsart der Daten. Diese sollte fir die Gesundheitsbehdrden leicht interpretierbar sein. Hierfir
eignen sich z. B. Trendkurven oder Ampelsysteme, die durch eindeutige Farbgebung Handlungsbedarf
signalisieren. Fir die Gesundheitsbehdrden dienen die Daten aus dem Abwassermonitoring als er-
ganzende Information zur Einschatzung der pandemischen Lage. Beim Gesundheitsamt findet die Zu-
sammenfihrung verschiedener Daten zur Pandemieentwicklung statt (z. B. klinische Tests, Hospita-
lisierungsrate, Daten aus der Abwasserlberwachung), die zusammen ein méglichst prazises Bild der
pandemischen Lage liefern. Die Daten konnen dann Uber ein Dashboard dem lokalen Krisenstab und
ausgewahte Daten auch der Offentlichkeit zur Verfiigung gestellt werden. Ob zur Bekampfung der
Pandemie Mafinahmen zu ergreifen sind und ab welchen Schwellenwerten diese greifen, ist von der
Politik zu entschieden. Beispielsweise kann die Politik auf Basis der Abwassermesswerte Schlussfol-
gerungen zur Frequenz humaner PCR- und Schnelltests ziehen und diese je nach Pandemiephase
steigern oder verringern.

5 Probenahme

Die Probenahme ist der erste Schritt fiir den zuverlassigen Nachweis von SARS-CoV-2 im Abwasser.
Vor Beginn des Uberwachungsprogramms sollte unter Beachtung der lokalen Gegebenheiten und
Kosten-Nutzen-Aspekte sorgfaltig und detailliert eine Probenahmestrategie entwickelt werden. Dabei
sind die finanziellen Mittel sowie die Grofle und Art der Klaranlage und besondere Bedingungen des
Einzugsgebietes zu beachten.

5.1 Durchfiihrung der Probenahme

Um eine reprasentative Probenahme zu gewahrleisten, sind zur Entwicklung der geeigneten Probe-
nahmestrategie zunachst Detailinformationen Uber das lokale Abwassersystem und dessen Nutzung
erforderlich. Dazu zadhlen die Klaranlagengrofie, die Art des Entwé&sserungssystems (Misch- oder
Trennkanalisation), der Anteil des Industrie- und Gewerbeabwassers (Indirekteinleiteranteil),
Fremdwasserzufluss, Niederschlage und der Anteil der Regenwasserversickerung. Diese Informatio-
nen gilt es zusammenzutragen und zu dokumentieren. Die Tages- und Wochenganglinien geben Auf-
schluss Uber geeignete Zeiten der Probenahme. So gehen die meisten Menschen morgens zur Toi-
lette, weshalb dann die Fakalfracht einen Maximalwert erreicht. Es kann durchaus Sinn machen, an
Stelle der 24 h-Mischprobe ein kiirzeres Zeitfenster zu wahlen, in dem die Hauptlast zu erwarten ist.

Wie in Abschnitt 3.4 erlautert, kommt das Abwassermonitoring hauptsachlich fiir die Bewertung von
Trends im Zeitverlauf zur Anwendung. Unter dieser Voraussetzung ist es essenziell, die Teststrategie
und Analyse im Verlauf des Uberwachungsprogrammes nicht zu verandern, um Werte von verschie-
denen Tagen zuverlassig vergleichen zu konnen.

Bei der Entwicklung der Probenahmestrategie sind folgende Aspekte wichtig:

a) Probenahmeort

b) Haufigkeit, Dauer und Zeitpunkt der Probenahme

c) Probenart (unbehandeltes Abwasser - Primarschlamm)

d) Probentyp (Mischprobe - Stichprobe, automatischer Probenehmer - Schopfprobe)

e] Probenvolumen
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a) Probenahmeort

Der Probenahmeort sollte mit Bedacht gewahlt werden und hangt von der Probenart sowie den loka-
len Begebenheiten ab. Ublicherweise erfolgt die Probenahme im Zulauf der Klaranlage nach dem
Sandfang, aber vor den Behandlungsstufen. Um die Verbreitung des Virus besser einschatzen zu kon-
nen und Hotspots zu identifizieren, kann es sinnvoll sein, Proben im Kanalnetz zu nehmen, das der
Klaranlage vorgeschaltet ist. Hierbei gilt es, den Probenahmeort so zu wahlen, dass mit den vorhan-
denen Mitteln ein groBtmoglicher Nutzen, d.h. die aussagekraftigsten Informationen fiir die 6ffentliche
Gesundheit, erzielt werden kann. Die Kanalbeprobung erfordert jedoch meist einen hoheren techni-
schen, personellen, finanziellen und organisatorischen Aufwand. Es bietet sich ebenfalls an, Gebiete
mit einem hohen Verkehrsaufkommen wie Flughafen gezielt zu beproben, um die Verbreitung des
Virus und seiner Varianten verfolgen zu kdnnen und eine madgliche Einschleusung neuer Varianten
frihzeitg zu identifizieren. Auch Abwassermonitoringprogramme, die Gebaude oder Gebiete mit einer
erhohten Anzahl an vulnerablen Gruppen im Visier haben, z. B. Schulen oder Pflegeheime, kdnnen von
Nutzen sein. Wenn kleinere Gebiete, z. B. einzelne Straflenziige, Uberwacht werden, missen ethische
Erwagungen wie der Schutz der Privatsphare und Datenschutz Beachtung finden.

Der Probenahmeort sollte mit folgenden Informationen dokumentiert werden:
I Eindeutige Beschreibung des Standortes (z. B. GPS)
I Kléranlageneinzugsgebiet

I Anzahl der an eine Klaranlage angeschlossenen Einwohner und GesamtausbaugréfBe der Klaran-
lage in Einwohnerwerten (EW)

I Artdes Entwésserungssystems (Misch- oder Trennkanalisation)

I Abwasserzusammensetzung (Anteil industriellen und gewerblichen Abwassers und Fremdwas-
seranteil)

b) Haufigkeit, Dauer und Zeitpunkt der Probenahme

Die Haufigkeit der Probenahme hangt davon ab, wie die Daten fiir die 6ffentliche Gesundheit genutzt
werden sollen, auBerdem kann die Pravalenz von COVID-19 im Einzugsgebiet eine Rolle spielen. Bei
einer einmaligen oder seltenen (z. B. monatlichen) Probenahme kann die Analyse nur Auskunft tber
das Vorhandensein von SARS-CoV-2 im Einzugsgebiet geben. Um einen Trend statistisch berechnen
zu konnen, sind mindestens 3 Datenpunkte notwendig. Die EU empfiehlt mindestens 2 Proben pro
Woche zu entnehmen. Dementsprechend ware eine Trendberechnung frihestens nach 8 Tagen mog-
lich. Um Trends noch frihzeitiger und zuverlassiger zu identifizieren, macht ggf. eine hohere Proben-
frequenz Sinn. Die Durchfihrbarkeit ist jedoch sowohl von den finanziellen Mitteln als auch von den
lokalen Gegebenheiten (z. B. personelle Besetzung der Kléranlage) abhangig.

Das Abwasser kann taglichen Schwankungen unterliegen, die z. B. durch Pendlerverkehr, Tourismus
oder die Einleitung von Industrieabwasser verursacht werden. Um eine konsistente und moglichst
vergleichbare Analyse tber den Zeitverlauf zu ermdglichen, ist es empfehlenswert, die Probenahme-
tage innerhalb einer Kampagne nicht zu variieren (z. B. Probenahme immer Montag und Mittwoch).
Zusatzlich zu den Wochentagen ist zu prifen, ob die Beprobung auch an einem Wochenendtag sinnvoll
sein kann, um ein abgerundetes Gesamtbild zu erhalten.

Ublicherweise betrégt die Dauer der Probenahme 24 h. Dies kann jedoch je nach lokalen Gegebenhei-
ten auch verkiirzt werden. Bei einem verkirzten Zeitfenster ist jedoch zu beachteten, dass die SARS-
CoV-2-Konzentration im Abwasser im Tagesverlauf stark schwankt. Der Probenahmezeitraum sollte
deshalb die héchste Fakalfracht (Morgentoilette] beinhalten. Der Tagesverlauf der SARS-CoV-2-
Konzentration kann deshalb vor Beginn des Uberwachungsprogramms durch Erstellung einer Zeit-
reihe (z. B. stiindliche Entnahme von Proben) bestimmt werden. Es empfiehlt sich, die Dauer der Pro-
benahme ebenso wie die Probenahmetage und den Probenahmeort, tber die Laufzeit des Uberwa-
chungsprogrammes nicht zu variieren.
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c) Probenart

Fur gewohnlich lassen sich zwei Arten von Probemedien fir die Abwasseriiberwachung unterschei-
den: Primarschlamm und unbehandeltes Abwasser.

Primarschlamm

In der Vorklarung der Klaranlage werden durch mechanische, physikalische Verfahren die festen Be-
standteile des Abwassers abgetrennt und sedimentiert, die man als Primarschlamm bezeichnet. Die
Weiterbehandlung des Primarschlamms kann die empfindlichen Fragmente von SARS-CoV-2 zerstd-
ren, daher sollten Proben fiir die Abwasseriberwachung vor dem Schritt der Klarschlammbehand-
lung entnommen und analysiert werden. Ein Vorteil der Analyse von Primarschlamm besteht darin,
dass sich SARS-CoV-2 im Primarschlamm anreichert und somit besser nachgewiesen werden kann.
Daher kann die Analyse von Primarschlamm bei geringen Inzidenzen sinnvoll sein.

Unbehandeltes Abwasser

Unbehandeltes Abwasser setzt sich, abhangig vom Entwasserungssystem und den angeschlossenen
Indirekteinleitern, aus verschiedenen Komponenten zusammen, deren Anteil standortspezifisch aus-
fallt. Die Komponenten sind:

I Hausliches Schmutzwasser
I Industrie- und Gewerbeabwasser
I Niederschlagswasser (Mischsystem)

I Ggf. Fremdwasser

Abhangig von der Uberwachungsstrategie erfolgt die Probenahme im Zulauf der Kliranlage oder an
ausgewiahlten Uberwachungspunkten im vorgeschalteten Kanalnetz. Um Stdrungen bei der weiteren
Analyse zu vermeiden, hat es sich als sinnvoll erwiesen, die Proben aus dem Zulauf der Klaranlage
nach dem Sandfang zu entnehmen. Wegen der starken Verdiinnung des Virus-Materials im Abwasser
ist zundchst eine Aufkonzentrierung der Probe (siehe Abschnitt 7.1) notwendig.

Die im Weiteren folgenden Angaben beziehen sich auf Proben von unbehandeltem Abwasser, da dies
die Ublichste Probenart ist.

d) Probentyp

Um Proben aus unbehandeltem Abwasser zu gewinnen, gibt es zwei Methoden: Stichproben oder
Mischproben. Bei beiden Methoden sollte darauf geachtet werden, dass die Probenahme an einem gut
durchmischten, reprasentativen Ort erfolgt. Detaillierte Informationen zur korrekten Probenahme fin-
den sichin der IS0 5667-10:2020-11 Wasserbeschaffenheit - Probenahme - Teil 10: Anleitung zur Pro-
benahme von Abwasser.

Stichproben

Stichproben werden zu einem bestimmten Zeitpunkt am Tag entnommen. Von Vorteil ist, dass kein
automatischer Probenehmer vorhanden sein muss und der Aufwand verhaltnismaBig gering ist. Ein
Nachteil von Stichproben besteht jedoch darin, dass sich Tagesschwankungen in der Abwasserzusam-
mensetzung und der SARS-CoV-2-Konzentration wegen des kurzen Zeitfensters moglicherweise nicht
erfassen lassen und die Probe dadurch weniger reprasentativ ist. Stichproben sollten immer zum
gleichen Zeitpunkt, am gleichen Ort und maglichst zur Spitzenzeit des Virenaufkommens im Abwasser
(fir gewdhnlich der Zeitpunkt der Morgentoilette) entnommen werden. Da dieser Spitzenwert jedoch
schwanken kann und schwer vorherzusagen ist, sind Mischproben zu bevorzugen. Die Entnahme von
Schopfproben ist in der ISO 5667-10 detailliert erklart. Es sollte darauf geachtet werden, dass sorg-
faltig gereinigte Materialien Verwendung finden. Die Schopfkelle ist in Flierichtung des Abwassers
zuverwenden und darf den Boden oder die Begrenzung des Beckens nicht beriihren. Eine qualifizierte
Stichprobe besteht aus mindestens funf Stichproben, die im Abstand von nicht weniger als zwei Minu-
ten innerhalb eines Zeitraumes von nicht mehr als zwei Stunden entnommen und in ein Probengefal
abgefillt werden.
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Mischproben

Mischproben setzen sich aus mehreren Stichproben in einem definierten Zeitraum zusammen. Die
Entnahme der Probe kann entweder volumenproportional (z. B. 10 ml/1000 m®) oder zeitproportional
(z. B. 50 ml/h) erfolgen. Bei schwankenden Durchflussbedingungen weisen volumenproportionale
Proben eine hohere Reprasentativitat auf. Die Proben lassen sich entweder manuell entnehmen (z. B.
mit einer Schopfkelle] oder mit Hilfe eines automatischen Probenehmers. Die Proben sollten direkt
nach der Probenahme gekiihlt werden (4 °C, Kiihlschrank oder automatischer Probenehmer mit Kiihl-
kapazitat). Fir gewohnlich kommt eine 24 h-Mischprobe zum Einsatz. Start und Ende der Probenahme
sollten moglichst nicht variieren.

Beianschlieender Verteilung der Probe auf mehrere Gefafle ist vorher eine Homogenisierung durch-
zufiihren. Es dirfen nur gereinigte Probengefafle, besser sogar neue, Verwendung finden. Sie sind
nach Befiillen von auflen zu desinfizieren, da es beim Befiillen zu einer Kontamination der Aufienseite
kommen kann.

e) Probenvolumen

Das geeignete Probenvolumen hangt von Faktoren wie der Probenart, dem Probentyp und vor allem
der verwendeten Analysemethode ab. Meist werden nicht mehr als 100 ml Abwasser fir die Aufkon-
zentration eingesetzt, ein Probenvolumen von 500 ml reicht sicher fir die Analyse und eventuelle
Rickstellproben aus.

Ein hohes Probenvolumen ermdoglicht es, bei geeigneter Aufkonzentration auch geringere SARS-CoV-
2-Konzentrationen nachzuweisen. Allerdings kann ein hoheres Probenvolumen auch zu einer ver-
starkten Anreicherung von Inhibitoren fiihren, die die RT-PCR stéren konnen. Das Probenvolumen
sollte daher zwischen den Mitarbeitern der Klaranlage und dem Analyselabor abgestimmt werden.

Durchfiihrung der Probenahme

Die Probenahme, Lagerung, Homogenisierung und der Transport sollten in Ubereinstimmung mit fol-
genden Vorschriften und Normen erfolgen:

I DINENISO5667-1:2007-04
Wasserbeschaffenheit - Probenahme - Teil 1: Anleitung zur Erstellung von Probenahmepro-
grammen und Probenahmetechniken (IS0 5667-1:2006); Deutsche Fassung EN 1S0 5667-1:2006

I DINENISO 5667-3:2019-07
Wasserbeschaffenheit - Probenahme - Teil 3: Konservierung und Handhabung von Wasserproben
(IS0 5667-3:2018); Deutsche Fassung EN IS0 5667-3:2018

I 1S05667-10:2020-11
Wasserbeschaffenheit - Probenahme - Teil 10: Anleitung zur Probenahme von Abwasser

I DINENISO5667-16:2019-03
Wasserbeschaffenheit - Probenahme - Teil 16: Anleitung zur Probenahme und Durchfihrung bio-
logischer Testverfahren (IS0 5667-16:2017); Deutsche Fassung EN IS0 5667-16:2017

I DINENISO 19458:2006-12
Wasserbeschaffenheit - Probenahme fiir mikrobiologische Untersuchungen (IS0 19458:2006);
Deutsche Fassung EN ISO 19458:2006

I DIN 38402-11:2009-02
Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung - Allgemeine
Angaben (Gruppe A) - Teil 11: Probenahme von Abwasser (A 11)

I DIN 38402-30:1998-07
Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung - Allgemeine
Angaben (Gruppe A) - Teil 30: Vorbehandlung, Homogenisierung und Teilung heterogener Was-
serproben (A 30)
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I DINEN16479:2014-09
Wasserbeschaffenheit - Leistungsanforderungen und Konformitatsprifungen fiir Gerate zum
Wassermonitoring - Automatische Probenahmegerate fiir Wasser und Abwasser; Deutsche Fas-
sung EN 16479:2014

Es empfiehlt sich das gesamte Personal, das die Probenahme durchfiihrt, vor dem Start des Abwas-
sermonitoringprogrammes zu schulen, um eine einheitliche Durchfihrung der Probenahme zu ge-
wahrleisten und Fehler auszuschlieflen.

Es ist ratsam, die notwendige Ausriistung vor dem tatsachlichen Start der Probenahme vorzubereiten
und griffbereit zu halten. Die Probenflaschen sollten mdglichst neu oder zumindest autoklaviert sein.
Nach Maoglichkeit sollten nur luftdicht verschlieBbare, bruchsichere und frostsichere Probengefafle
zum Einsatz kommen. Ist beabsichtigt, die Proben auf verschiedene Gefaf3e aufzuteilen oder vom Pro-
benahmegefal in ein Transportgefal umzufiillen, ist eine vorausgehende Homogenisierung der Probe
unerlasslich.

Die Homogenisierung kann abhangig vom Volumen der Probe durch mehrmaliges umdrehen oder
durch mechanisches Mischen erfolgen. Alternativ kann ein Dispergierer, Schittler oder ein Sonicator-
Geratverwendet werden. Da dies das Ergebnis der Analyse beeinflussen kann, sollte ein entsprechen-
der Vermerk auf dem Probenahmeschein erfolgen. Um Beschadigungen beim Transport (z. B. durch
Einfrieren) zu vermeiden, ist es ratsam, das Probengefaf nicht vollsténdig zu fillen.

Die Proben sollten gekihlt (4 °C) gelagert werden. Einfrieren ist in jedem Fall zu vermeiden, da dies
zu einem hohen Signalverlust und hoherer Variabilitat der Ergebnisse fiihren kann. Aus dem gleichen
Grund ist auch eine Uberhitzung der Proben zu verhindern. Die Proben sollten nach der Probenahme
moglichst ohne Zeitverzégerung in gekiihlten Boxen (z. B. mit Kiihlakkus) zum Labor transportiert
werden. Hierdurch lasst sich zum einen eine Degradation der SARS-CoV-2-Fragmente vermeiden und
zum anderen ist eine rasche Analyse anzustreben, um einen Frihwarneffekt zu erzielen. Die Ubliche
Vorgabe lautet, dass die Probe spatestens 24 h nach Probenahme im Labor angekommen sein sollte.
Die Bedingungen fiir die Probenahme sind nach Méglichkeit wahrend der Uberwachungsphase nicht
zu verandern.

Dokumentation der Probenahme

Die Probenbehalter sind sorgfaltig zu beschriften. Folgende Informationen sind gut lesbar auzufihren:
I Probenahmeort

I Datum und Uhrzeit der Probenahme

I Name oder Initialen des Probenehmers

1 Probenidentifikationsnummer

Die Bedingungen bei der Probenahme missen immer auf einem Probenbegleitschein oder digital er-

fasst werden (Probenbegleitschein, siehe Abschnitt 12.4). Darauf werden auch Abweichungen vom iib-
lichen Probenahmeprotokoll notiert, die die Analyse beeinflussen kdnnen.

Furdie Normalisierung der ermittelten Genkopienzahl und Einschatzung der Ergebnisse benétigt man
weitere Parameter, s.g. Begleitparameter, die Ublicherweise auf Klaranlagen routinemafig erfasst
werden. Diese sind im Formular Begleitparamter (siehe Abschnitt 12.6) aufgefiihrt (z. B. hydraulische
Fracht, Volumenstrom, CSB, Ny, Pges) und sind ebenfalls im vorgegebnen Formular oder digital zu
dokumentieren.
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5.2 Arbeitssicherheit

Bislang gibt es keine Hinweise darauf, dass jemand durch den Kontakt mit Abwasser an COVID-19
erkrankt ist. Die Standardpraktiken im Zusammenhang mit dem Betrieb von Klaranlagen sollten aus-
reichen, um das Betriebspersonal vor SARS-CoV-2 zu schiitzen. Diese Standardpraktiken umfassen
technische und administrative Kontrollen, regelmafBiges Handewaschen, spezielle sichere Arbeitsver-
fahren und eine personliche Schutzausristung, die beim Umgang mit unbehandeltem Abwasser er-
forderlich sind.

Die folgenden Hinweise beziehen sich auf den Umgang mit der Gefdahrdung durch das Coronavirus
SARS-CoV-2 und das Risiko, bei Arbeiten in abwassertechnischen Anlagen an COVID-19 zu erkranken.

Biostoffverordnung/TRBA 220

Der Umgang mit biologischen Arbeitsstoffen in abwassertechnischen Anlagen ist auf Grundlage der
Biostoffverordnung (BioStoffV) durch die Technische Regel fiir Biologische Arbeitsstoffe (TRBAJ 220
.Sicherheit und Gesundheit bei Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in abwassertechnischen
Anlagen” geregelt.

Gefahrdungsbeurteilung bei Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in abwassertechnischen An-
lagen

Der Arbeitgeber hat entsprechend § 7 BioStoffV eine Gefahrdungsbeurteilung bei Tatigkeiten mit bio-
logischen Arbeitsstoffen durchzufihren. Dazu hat er sich vor der Aufnahme von Tatigkeiten mit biolo-
gischen Arbeitsstoffen ausreichende Informationen zu beschaffen, die eine Gefahrdungsbeurteilung
hinsichtlich biologischer Gefahrdungen ermaglichen (§ 5 BioStoffV). Aus der Bewertung der Informa-
tionen hat die Ableitung von Schutzmaf3inahmen zu erfolgen.

Das Coronavirus (SARS-CoV-2) ist von Mensch zu Mensch Ubertragbar. Hauptlbertragungsweg ist die
Tropfcheninfektion. Dies kann direkt von Mensch zu Mensch Uber die Schleimhaute der Atemwege
geschehen oder auch indirekt Uber Hande, die mit Mund- oder Nasenschleimhaut sowie der Augen-
bindehaut in Kontakt kommen.

In Abwasserbetrieben treten in der Regel biologische Arbeitsstoffe der Risikogruppen 1 und 2 auf. Das
Coronavirus SARS-CoV-2 wurde vom Ausschuss fir Biologische Arbeitsstoffe (ABAS) aus praventiver
Sicht vorlaufig in die Risikogruppe 3 nach Biostoffverordnung eingestuft.

Die fir den Arbeits- und Gesundheitsschutz ibergeordnet zustandige Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz
und Arbeitsmedizin (BAuA) hat am 09.04.2020 eine neue Gefdhrdungsbeurteilung veréffentlicht:

.Nach derzeitigem Stand des Wissens ist eine Ubertragung von SARS-CoV-2 iiber den Weg des Ab-
wassers sehr unwahrscheinlich. Eine Gefahrdung durch SARS-CoV-2 fir Beschaftigte an und in ab-
wassertechnischen Anlagen auflerhalb medizinischer Bereiche ist nach Stand des Wissens nicht ge-
geben. Der molekularbiologische Nachweis der Erbsubstanz des Virus im Abwasser ist nicht
gleichbedeutend mit seiner Infektiositat. Die Krankheit wird im direkten Kontakt mit Erkrankten durch
Tropfchen- oder Schmierinfektion Ubertragen. Dessen ungeachtet sind Schutzmafinahmen, wie in der
TRBA 220 ,Sicherheit und Gesundheit bei Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in abwasser-
technischen Anlagen” formuliert, zu beachten.”

(s. https://www.baua.de/DE/Themen/Arbeitsgestaltung-im-Betrieb/Coronavirus/FAQ/FAQ-07.html)

Abwasserbetriebe konnen auch weiterhin davon ausgehen, dass sie den Anforderungen der BioStoffV
Folge leisten, sofern die Technische Regel fir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA) 220 ,Sicherheit und
Gesundheit bei Tatigkeiten mit biologischen Arbeitsstoffen in abwassertechnischen Anlagen™ konse-
quent umgesetzt wird.
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Siehe hierzu auch die DWA-Veroffentlichung:

.SchutzmafBnahmen gegen die Gefahrdung durch Coronavirus SARS-CoV-2/COVID-19 bei Arbeiten in
abwassertechnischen Anlagen - Information des DWA-Fachausschusses BIZ-4 , Arbeits- und Gesund-
heitsschutz”

(https://de.dwa.de/files/_media/content/03_THEMEN/Arbeits-
%20und%20Gesundheitsschutz/Schutzma%C3%9Fnahmen_Gefaehrdung_durch_Coronavirus.pdf).

Vorschriften zum sicheren Umgang und Transport von Abwasserproben sind in folgenden Normen
genauer erlautert:

I DINENISO5667-3:2019-07
Wasserbeschaffenheit - Probenahme - Teil 3: Konservierung und Handhabung von Wasserproben
(IS0 5667-3:2018]; Deutsche Fassung EN IS0 5667-3:2018

I IS0 5667-10:2020-11
Wasserbeschaffenheit - Probenahme - Teil 10: Anleitung zur Probenahme von Abwasser

I DINENISO 19458:2006-12
Wasserbeschaffenheit - Probenahme fiir mikrobiologische Untersuchungen (ISO 19458:2006);
Deutsche Fassung EN I1SO 19458:2006

6 Auswahl eines Analyselabors

Fir die Durchfiihrung zuverlassiger Virusnachweis-Assays im Rahmen eines SARS-COV-2-Abwasser-
tiberwachungsprogramms sind haufig Anpassungen der klinischen Molekulartests erforderlich. Bei
der Auswahl eines Analyselabors ist darauf zu achten, dass ein Labor, das die molekulardiagnostische
Analyse von klinischen Proben anbietet, sich nicht automatisch fiir die Analyse von Umweltproben
eignet.

Ein Labor, das bereits Erfahrung mit Umweltproben oder sogar dem Nachweis von Viren oder SARS-
CoV-2 aus Abwasserproben hat, ist zu bevorzugen. Zur Uberpriifung der Leistung kann das Labor ano-
nymisiert Ergebnisse aus friiheren SARS-CoV-2-Untersuchungen vorlegen.

Folgende Faktoren beeinflussen die Auswahl eines Analyselabors:

I Kosten

I Analysedauer

I Vorerfahrung

I Entsprechende Akkreditierungen

I Offnungszeiten des Labors

Die Labore sollten nach DIN EN ISO/IEC 17025:2018-03 sowie DIN EN IS0 15189:2014-11 (Medizinische
Laboratorien - Anforderungen an die Qualitat und Kompetenz) inklusive Durchfiihrung von Real-Time
quantitativen Polymerasekettenreaktionen (RT-gPCR) nach DIN EN ISO 15189 akkreditiert sein. Die
DIN EN ISO 17025 legt allgemeine Anforderungen an die Kompetenz, an die Unparteilichkeit und fiir
die einheitliche Arbeitsweise von Laboratorien fest und ist auf alle Organisationen anwendbar, die La-
bortatigkeiten durchfiihren. Zudem muss die Transportsicherheit und die Einhaltung der Kihlkette

gemaf DIN 38402-11, DIN EN IS0 5667-3 und DIN EN IS0 5667-16 ununterbrochen bis zur Bearbeitung
der Proben nachweisbar sichergestellt sein.

Auf den Internetseiten der Deutschen Akkreditierungsstelle (DAkkS] lassen sich Labore, die nach den

entsprechenden Normen akkreditiert sind, Uber einen Suchfilter identifzieren
(https://www.dakks.de/de/akkreditierte-stellen-suche.html). Zudem haben Labore die Mdglichkeit,
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ihre Eignung durch die Teilnahme an Ringversuchen oder Laborvergleichsuntersuchungen mit guter
Nachweisgrenze unter Beweis zu stellen (siehe Abschnitt 9).

Es ist iblich, dass kommerzielle Labore Probengefaf3e bereitstellen und den Transport zum Labor
Ubernehmen. Dies sind Fragen, die es bei der Auftragsvergabe zu klaren gilt. Des Weiteren ist die
Frage zu beantworten, ob auch am Wochenende und an Feiertagen Proben bearbeitet oder zumindest
entgegengenommen und gekiihlt werden kénnen. Um den Friihwarneffekt des Uberwachungssystems
effizient auszuschopfen, muss die Analyse und Ergebnisiibermittlung so schnell wie méglich erfolgen.
Fir gewohnlich wird ein Zeitraum von 24 h von Probenahme bis Ankunft der Proben im Labor ange-
strebt, sowie weitere 24 h bis zur Ubermittlung der Ergebnisse. Fiir die Qualitatssicherung in der mo-
lekularen Diagnostik ist es wesentlich, bei allen Tests fortlaufend Qualitatskontrollen wie Positiv- und
Negativkontrollen mitzufiihren (siehe Abschnitt 7.4). Die mit den Kontrollen generierten Messwerte
erlauben es, die Reproduzierbarkeit der Tests und relevante Kenngrdfien, z. B. die Nachweisgrenze
und ggf. Abweichungen von der erwarteten Leistungsfahigkeit der Tests, zu erkennen. Auflerdem
sollte das Labor einen Ansprechpartner fir Riickfragen, z. B. zu UnregelmaBigkeiten in den Ergebnis-
sen, festlegen.

Ein Musterleistungsverzeichnis zur Ausschreibung fiir die Analytik im Abwassermonitoring findet sich
in Abschnitt 12.7.

7 Probenvorbereitung und Analytik

Die molekulare Analyse der Abwasserproben umfasst die Probenvorbereitung, die Aufkonzentrierung
der Probe, die RNA-Extraktion sowie die RT-PCR. Die letzten beiden genannten Schritte sind in ihrer
Durchfiihrung fast identisch zur Analyse von klinischen Proben mittels PCR. In Abbildung 3 sind die
Arbeitsschritte der Analytik fir das Abwassermonitoring im Kontext des gesamten Workflows von
Probenahme bis zur Visulaisierung und Kommunikation dargestellt.
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Abbildung 3: Darstellung der Analytik-Arbeitsschritte im Kontext des gesamten Workflows

Juni 2023 DWA 21



Leitlinien zur Entwicklung und Durchfiihrung eines Abwasseriiberwachungsprogramms fiir SARS-CoV-2

7.1 Anreicherung der Probe

Bei der Ankunft im Labor sollte Uberprift werden, ob die Proben unbeschadigt sind und die Kihlung
wahrend des Transports sichergestellt war (Messung der Probentemperatur). Abwasserproben sind
so schnell wie maglich zu verarbeiten - am besten noch am Tag des Eingangs. Andernfalls missen
die Proben bis zur Verarbeitung bei 4°C gelagert (nicht langer als vier Tage) und méglichst mit einer
Gesamtprozesskontrolle versehen werden, um die Degradation wahrend der Lagerung nachvollziehen
zu konnen (siehe Abschnitt 7.4). Allgemein ist die Ubermittlung der Analyseergebnisse 24 Stunden
nach Probeneingang anzustreben.

Probenvorbereitung

Es empfiehlt sich, die Proben vor der Analyse zu homogenisieren, um die bei der Lagerung und Trans-
port abgesetzten Partikel zu resuspendieren. Das Mischen kann durch einfaches Umdrehen und me-
chanisches Mischen oder mit einem Schiittler, Dispergierer oder Sonicator-Gerat erfolgen.

Je nach Zusammensetzung des Abwassers und Art der gewahlten Anreicherungsmethode macht eine
Abtrennung von den im Abwasser vorhandenen grofen Feststoffen (z. B. durch Zentrifugation oder
Filtration) vor der Aufkonzentrierung Sinn. Die Feststoffabtrennung erleichtert meist die nachfolgende
Aufkonzentrierung und verringert den Grad der Inhibition in der PCR, allerdings fiihrt sie u.U. zu einem
Verlust von Virusmaterial.

Eine Pasteurisierung der Proben zur Laborsicherheit hat sich als unnétig herausgestellt, weil das Vi-
rusmaterial nicht mehr infektios ist. Zudem verursacht die Pasteurisierung, je nach Durchfihrung
(Dauer und Temperatur), eine Verringerung des Signals.

Aufkonzentrierung

Da die SARS-Cov-2-RNA, die in der Analyse nachgewiesen werden soll, im Abwasser stark verdiinnt
vorliegt, ist eine Aufkonzentrierung der Abwasserprobe empfehlenswert. Es konnen verschiedene Me-
thoden, die eine angemessene Wiederfindung fiir den Nachweis von SARS-CoV-2 in Abwasser ermdg-
lichen, verwendet werden. Die Wahl der Methode wird von vielen Faktoren bestimmt:

I Kosten

I Laborausstattung

I Verflgbarkeit der Reagenzien

1 Zeit

I Ausbildung/Préferenz des Laborpersonals

I Probendurchsatz

| Effizienz der Methode (Grad der Aufkonzentrierung)
I Artder Probe (z. B. Anteil Feststoffe)

1 Probenvolumen

Methoden, die haufig zur Aufkonzentrierung verwendet werden, sind:
I Polyethylenglykol (PEG)-Fallung

I Ultrafiltration

I Membranfiltration (elektronegative Membran)

I Ultrazentrifugation
(Protokoll, z. B. Zheng et al. 2022, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8816846/)

I Milchflockung
(Protokoll z. B. Philo et al. 2020, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7832770/)
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I Nanotrap

Die wichtigsten Methoden werden im Folgenden kurz erlautert und Verlinkungen zu Beispiel-Proto-
kollen gegeben. Da sich die Methoden rasch weiterentwickeln und neue Produkte auf den Markt kom-
men, ist es schwer, eine Methode oder ein Protokoll vorzuschreiben. Es ist wichtig, sich regelmafig

tber Neuerungen zu informieren.

PEG-Fallung Ultrafiltration Membranfiltration Ultrazentrifugation
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Abbildung 4: Darstellung der gangigen Aufkonzentrierungsmethoden. Modifiziert nach Ahmed et al.
2020.

PEG -Fallung

Polyethylenglykol-F&llung: Virale RNA kann aus einer Wassermatrix durch Polyethylenglykol (PEG]-
Fallung konzentriert werden. Der Abwasserprobe wird PEG hinzugefiligt, das Gemisch wird inkubiert
(wenige Minuten bis mehrere Stunden) und anschlieBend zentrifugiert. Das Pellet enthalt das Virus-
material und kann entweder durch Resuspendierung mit einem Lysepuffer oder Trizol auf die RNA-
Extraktion vorbereitet werden.

Bei dieser Methode ist ein langerer Zentrifugationsschritt erforderlich, daher ist sie im Vergleich zu
anderen Aufkonzentrierungsmethoden eher zeitaufwandig. Sie ist aber auch kostengiinstig, weil keine
speziellen Filter oder teuren Gerate bendtigt werden.

Beispiel-Protokolle:
https://www.norman-network.com/nds/sars_cov_2/SOP.pdf

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7917696/

Ultrafiltration

Ultrafiltration beruht auf dem Prinzip des Grof3enausschlusses. Dabei leitet man die Abwasserprobe
durch Kapillaren, Hohlfasern oder durch flache Blatter mit tangentialem Fluss, die gewdhnlich eine
Molekulargewichtsgrenze von 30-100 kDa haben. Aufgrund der Porengrof3e konnen Wasser und Sub-
stanzen mit niedrigem Molekulargewicht die Filter passieren und in das Filtrat gelangen, wahrend
grofere Substanzen wie Viren und andere Mikroorganismen im Retentant zuriickbleiben. Das Start-
volumen hangt von der Grof3e der Filter ab, gewohnlich werden 30-100 ml verwendet. Durch Zentrifu-
gation der Filter asst sich die Filtration beschleunigen. Die Fliissigkeit (fiir gewdhnlich weniger als
2 ml), die vom Filter zurlickgehalten wird, enthilt die Viren. Da die Filter verstopfen konnen, ist bei
dieser Methode eine Vorbehandlung zur Entfernung der gro3eren Feststoffe empfehlenswert.

Beispiel-Protokolle:
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.estlett.0c00357
https://www.norman-network.com/nds/sars_cov_2/SOP.pdf

Membranfiltration (elektronegative Membran)

Fir die Aufreinigung von Viren mittels elektronegativer Membranen ist eine vorherige Ansauerung der
Proben erforderlich. Der pH-Wert der Abwasserprobe wird auf ca. 3.5 eingestellt. Dadurch erhalten
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die Viruspartikel eine positive elektrische Nettoladung. Die pH-angepasste Abwasserprobe leitet man
nun durch einen 0.45 pm Filter. Die positiv geladenen Viruspartikel binden an den negativ geladenen
Filtern und konnen im Anschluss direkt isoliert werden. Fir eine gesteigerte Effizienz ist eine Bead-
basierte, mechanische Lyse zu empfehlen. Dabei wird der Filter zusammen mit einem Puffer in ein
Gefal mit Beads, z. B. aus Glas, gegeben und homogenisiert. AnschliefBend folgt eine Zentrifugation,
bei der die Beads und die Filter-Reste pelletiert werden. Im Uberstand befindet sich die Flissigkeit
mit den Viren und der Viren-RNA.

Beispiel-Protokoll: Ahmed
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7165106/

Die nachfolgende Tabelle vergleicht die vorgestellten Methoden der Aufkonzentrierung von Virus-RNA.
Tabelle 1: Vergleich der verschiedenen Aufkonzentrierungsmethoden

PEG-Fallung Ultrafiltration Membranfiltration =~ Ultrazentrifugation

Zeitaufwand Hoch Gering Gering Hoch
Kosten Gunstig Eher hoch Eher hoch Eher giinstig
Eingesetztes Bisca. 11l Bis ca. 70 ml Bis ca. 200 ml Bis ca. 50 ml
Volumen
Ultrafilter Evtl. Bead-Bea- Ultrazentrifuge
Besondere . .
(Centrifugal ting System
Ausstattung .
Unit)
o Evtl. Verwen- Verstopfen der Verstopfen der Wenige Proben
Mégliche . .
dung von Membran Membran gleichzeitig prozes-
Probleme ; .
Trizol sierbar
Besonder- Vorbehandlung
heiten notig (pH/MgCl2)
Vorteil Konstalnte
Ergebnisse

7.2 Schritte der Molekularen Analyse

Die Analyseschritte nach Aufkonzentration der Abwasserprobe sind von der Funktionsweise identisch
mit der PCR-Analyse von klinischen Proben. Die aufkonzentrierten Proben konnen jedoch je nach Zu-
sammensetzung der Abwasserprobe und abhangig von der gewahlten Aufkonzentrierungsmethode In-
hibitoren enthalten, die die Reverse Transkription und die PCR hemmen. Daher sind unbedingt Kontrol-
len zur Qualitatssicherung durchzufiihren (siehe Abschnitt 7.4). AuBerdem kénnen manche Reagenzien,
die bei klinischen Proben gut funktionieren, fiir Abwasserproben ungeeignet sein. Eine einfache Uber-
tragung des Analyseprotokolls von klinischen Proben auf Abwasserproben ist daher meist nicht moglich.

RNA-Extraktion

Fir den Nachweis der SARS-CoV-2-Zirkulation in der Bevolkerung ist nicht das komplette Virus erfor-
derlich, sondern das Virus-Genom bzw. spezifische Fragmente des Genoms. Bei Coronaviren besteht
das Genom aus RNA. Nach der Aufkonzentrierung der Abwasserprobe wird deshalb in einem ersten
Schritt die gesamte RNA, die sich in der Probe befindet, in moglichst guter Qualitat extrahiert. RNA ist
empfindlich und anfallig fir Degradation, beispielsweise befinden sich auf der Haut RNA-degradierende
RNasen (Enzyme, die RNA abbauen). AuBerdem konnen Aerosole und Staub kontaminierende RNA und
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DNA enthalten. Daher ist bei der Laborarbeit auf Sauberkeit zu achten und es sollten mdglichst neue,
sterile Materialien verwendet und regelmaflig addquate Kontrollen durchgefiihrt werden.

Bei der RNA-Aufreinigung kommen gewdhnlich entweder Silika-Membranen zum Einsatz, magneti-
sche Beads oder die Extraktion geschieht mit Phenolen und Alkohol. Viele Firmen bieten fiir die RNA-
Extraktion Kits an, die speziell auf Umweltproben ausgelegt sind und alle benétigten Reagenzien und
Materialien enthalten. Die Wahl eines geeigneten Kits kann von den Kosten, der Verfiigbarkeit, der
bendtigten Laborausriistung und der Abwassermatrix abhangen.

Falls zum Zweck der Normalisierung Viren, die ein DNA-Genom besitzen, ebenfalls mittels PCR quan-
tifiziert werden sollen, sollte eine Methode gewahlt werden, die sowohl DNA als auch RNA extrahiert.
Die RNA wird meist in einem Volumen von 20 - 100 pl eluiert. Die Reinheit und Quantitat kann an-
schliefend photometrisch bestimmt werden. Fiir RNA sollte das Verhaltnis des Adsorptionsspekt-
rums bei 260 nm zu dem bei 280 nm zwischen 1,8 und 2 liegen. Ein geringerer Quotient (verursacht
durch einen hohen 280 nm-Wert) weist auf Verunreinigungen mit Proteinen hin. Ein Peak im Adsorp-
tionsspektrum bei 230 nm deutet dagegen auf Verunreinigungen mit Phenolen hin (z. B. verursacht
durch Reste bei der Trizol-Aufreinigung).

Die RNA sollte dauerhaft bei -80 °C gelagert werden. Um mehrmaliges Auftauen und Einfrieren der
Proben zu vermeiden, sollten die Proben aliquotiert werden.
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Abbildung 5: Schematischer Absorptionsverlauf einer Nukleinsaure-Messung und Darstellung
moglicher Kontaminationen

Reverse Transkription

Mit der PCR wird die Menge des genetischen SARS-CoV-2-Materials in der Probe nachgewiesen. Al-
lerdings kann in einer PCR nur DNA als Startmaterial eingesetzt werden. Deshalb muss zuvor die
aufgereinigte RNA mittels Reverser Transkription (RT) in komplementdre DNA (cDNA, engl. comple-
mentary DNA] umgewandelt werden. Dies erfolgt unter Verwendung von Enzymen, den sogenannten
Reversen Transkriptasen. Oft finden die PCR und die RT gekoppelt in einem Schritt statt (One-Step
RT-PCR, einstufig). Dies hat den Vorteil, dass weniger Arbeitsschritte notwendig sind und sich so Zeit-
und Personalaufwand einsparen lassen. AuBerdem reduzieren sich hierdurch die Kontaminations-
wahrscheinlichkeit und die Haufigkeit von Pipettierfehlern. Falls es in der PCR zu Problemen bei-
spielsweise aufgrund von Inhibitoren kommt, kann es jedoch sinnvoll sein, die RT und PCR getrennt
voneinander durchzufiihren (Two-Step RT-PCR, zweistufig). Dies ermdglicht eine einfachere Fehleri-
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dentifikation und Protokolloptimierung. So lasst sich z. B. die eingesetzte Reverse Transkriptase ein-
facher variieren und ein moglicherweise zusatzlich erforderlicher Schritt zur Entfernung von Inhibito-
ren erganzen. Zusammenfassend betrachtet ist die One-Step RT-PCR bequemer und schneller, die
Two-Step RT-PCR ermdoglicht dagegen Optimierungen und eine einfachere Anpassung des Protokolls.

PCR

Bei einer PCR wird eine spezifische, genau definierte DNA-Region (Zielsequenz] in mehreren Zyklen
vervielfaltigt. Man spricht von einer Kettenreaktion, da fiir jeden neuen Zyklus die Produkte der vor-
herigen Zyklen als Ausgangsststoff dienen und bei optimalen Bedingungen verdoppelt werden, sodass
eine exponentielle Vervielfaltigung stattfindet. Fir eine gewohnliche PCR werden verschiedene Kom-
ponenten und Reagenzien bendtigt:

1. Das Ausgangsmaterial (doppelstrangige DNA; im Fall des Corona-Nachweises, die im vorherigen
Schritt hergestellte cDNA])

2. Die DNA-Polymerase: das Enzym, das neue DNA-Strange herstellt

3. Das Primerpaar: kurze DNA-Stiicke, die komplementar zu den Enden der zu vervielfaltigenden
DNA-Region sind. Man benétigt immer einen Forward (fwd) und einen Reverse (rev) Primer.

4. dNTPs (Desoxynukleosidtriphosphate): die Grundbausteine der DNA

5. Eine Pufferlosung, die eine optimale Aktivitat und Stabilitat der Reaktion und der Produkte ermaglicht

Die PCR wird in sogenannten Thermocyclern durchgefiihrt, die die fiir die verschiedenen Reaktions-
schritte optimale Temperatur einstellen. Fir gewshnlich werden 30-40 Zyklen durchgefiihrt und jeder
Zyklus besteht aus mehreren Schritten, die im Folgenden erlautert und in Abbildung 6 dargestellt sind.

Denaturierung: Die doppelstréangige DNA wird in zwei Einzelstrange aufgetrennt (meist bei ca. 95 °C)

Annealing: Die Primer lagern sich spezifisch an die komplementare Region der DNA-Einzelstrange
an. Die gewdhlte Temperatur ist bei diesem Schritt ist entscheidend (Temperatur ist abhangig von der
Primer-Sequenz, meist 55 - 65 °C). Zum einen muss die Temperatur hoch genug sein, um eine spezi-
fische Bindung an die komplementare DNA zu ermoglichen, andererseits auch niedrig genug, um die
Bindung des Primers Uberhaupt zu ermdglichen. Eine zu hohe Annealing-Temperatur kann dement-
sprechend dazu fiihren, dass die Primer liberhaupt nicht binden und zu einem falsch negativen Ergeb-
nis fuhren. Eine zu niedrige Temperatur kann dagegen eine Bindung an unspezifische DNA-Regionen
bedingen und zu unspezifischen Produkten fihren, was falsch-positiven Ergebnisse zur Folge hat.

Elongation: Die DNA-Polymerase bindet an das Primer-Zielsequenz-Hybrid und bildet (synthetisiert)
mit dNTPs einen neuen DNA-Doppelstrang (Temperatur 70 - 80 °C).
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Schematische Darstellung einer PCR

cDNA mit Zielsequenz (grin)

1. Zyklus
IJ:Jenaturierung Annealing Elongation |
-
Rev-Primer Fwd-Primer Polymerase
Ende 1. Zyklus Ende 2. Zyklus

—» ca. 30-40 Zyklen

‘ ‘ I!‘

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer PCR

Im Laufe der 30-40 Zyklen durchlauft die PCR verschiedene Stadien. In der Anfangsphase, wenn ge-
niigend Reagenzien vorhanden sind, findet in jedem PCR-Zyklus eine Verdoppelung der DNA statt (ex-
ponentielles Stadium). Wenn die Reagenzien (z. B. dNTPs] nicht mehr in unbegrenzter Menge zur Ver-
fiigung stehen, verlangsamt sich die Reaktion und das PCR-Produkt wird nicht mehr bei jedem Zyklus
verdoppelt (lineares Stadium). Wenn die Reagenzien aufgebraucht sind und kein neues Produkt mehr
entsteht, erreicht die PCR schlieflich ein Plateau (siehe Abbildung 7). Nur das exponentielle Stadium
eignet sich fir eine Quantifizierung des Ausgangsmaterials.

4 Plateau

Exponentiell

Fluoreszenz

Zyklen

Abbildung 7: Verschiedenen Phasen einer PCR
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gPCR

Im Unterschied zur gewdhnlichen PCR wird bei der gPCR die vervielfaltigte DNA zusatzlich in Echtzeit
quantifiziert. Dazu setzt man Fluoreszenzmarker ein, die entweder sequenzunspezifisch (z. B. mit
SYBR Green, EvaGreen) oder sequenzspezifisch an die DNA binden. Im letzeren Fall nutzt man Sonden,
deren Sequenz komplementar zu einem kurzen Abschnitt der zu analysierenden DNA ist. Die Visuali-
sierung der DNA-Menge erfolgt mittels Intensitatsmessung der Fluoreszenz fiir gewohnlich am Ende
jeden PCR-Zyklusses [nach dem Elongationsschritt). Die Zunahme des Fluoreszenzsignals im Laufe
der PCR ist proportional zur Zunahme der DNA.

Die Real-Time PCR konzentriert sich auf das exponetielle Stadium, da dieses die prazisesten und ge-
nauesten Daten zur Quantifizierung liefert. Der C, -Wert (cycle threshold) gibt die Zykluszahl an, bei
der die PCR-Amplifikationskurve (der Fluoreszenzwert) einen vordefinierten Schwellenwert ber-
schreitet (siehe Abbildung 8). Je mehr Zyklen notwendig sind, um diesen Schwellenwert zu erreichen,
um so weniger Virusmaterial enthalt die Probe. In den Kurven der Abbildung 8 enthalt die Probe mit
der griinen Kurve am meisten Ursprungsmaterial, die Probe der braunen Kurve am wenigsten. Da im
Optimalfall je Zyklus die DNA verdoppelt wird, enthalt also z. B. eine Probe, die einen C,-Wert von 28
aufweist, doppelt so viel Ursprungs-Zielmaterial wie eine Probe mit dem C-Wert von 29. Der C-Wert
wird also flir den Anwesenheitsnachweis von Virusmaterial in der Probe verwendet, dient aber auch
der Quantifizierung. Der C; -Wert alleine erlaubt nur eine relative Quantifizierung. Durch den Vergleich
der Ci -Werte mit einer Reihe von Standards lasst sich die Menge der Template-DNA in einer unbe-
kannten Reaktion allerdings genau bestimmen.

Schwellenwert

Fluoreszenz

-
Ci-Wert  C-Wert

Zyklen

Abbildung 8: gPCR mit Darstellung des Ci-Wertes

Digital droplet PCR (ddPCR)

Eine weitere PCR-Methode zur Quantifizierung ist die digital droplet PCR. Es gibt noch andere Formen
der digital PCR. Da diese jedoch nicht sehr weit verbreitet sind, liegt der Fokus in diesem Abschnitt
auf der ddPCR. Im Gegensatz zur qPCR, bei der die Reaktion in einem Ansatz stattfindet, wird bei der
ddPCR die Probe in tausende Ansétze (Tropfchen] aufgeteilt. In jedem Trépfchen findet eine separate
PCR statt. Falls das Tropfchen das Zielmolekil enthalt, wird man am Ende der PCR ein Fluoreszenz-
signal messen konnen, d.h. die ddPCR misst die tatsachliche Anzahl der Zielmolekiile. Aus diesem
Grund ist bei der ddPCR keine Standardkurve zur Quantifizierung erforderlich. Da die ddPCR eine
Endpunktmessung durchfihrt, ist sie weniger anfallig fir Beeintrachtigungen durch Inhibitoren, die
die Reaktionseffizienz storen. Zudem scheint die ddPCR eine hohere Sensitivitat zu ermoglichen und
ist daher besonders fir geringe Viruskonzentrationen geeignet.
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Abbildung 9: Schematisches Prinzip eine ddPCR

Vorteile ddPCR

I Keine Standardreihe erforderlich
I Hohe Sensitivitat

I Weniger anfallig fir Inhibitoren

I Kann kleinere Unterschiede darstellen

Vorteile gPCR
I Weit verbreitet (Protokolle, PCR-Gerate)

I Grofer dynamische Bereich (grofer Bereich, in dem eine Quantifizierung maglich ist)

Biomarker

Die Wahl der genetischen Ziele ist ein entscheidender Faktor fir eine erfolgreiche Analyse. Wenn ein
kommerzielles Kit fir die molekulare Analyse verwendet wird, sind die Zielsequenzen und die dazu-
gehorigen Primer meist vorgegeben.

Da im Genom von SARS-CoV-2 haufig neue Mutationen auftreten, wird empfohlen, mindestens zwei
verschiedene Zielsequenzen zu bestimmen (z. B. N-Gen und M-Gen, siehe Abschnitt 11), sodass der
Ausfall einer Zielsequenz abgefangen werden kann. Da besonders im S-Gen gehauft neue Mutationen
auftreten, eignet sich das S-Gen nicht fur die Analyse zur Trendbestimmung. Allerdings lassen sich
mit dem S-Gen gut Varianten spezifisch nachweisen. Bei den Primern, die in der PCR Verwendung
finden, um die Zielsequenz zu detektieren, handelt es sich um kurze DNA-Stiicke, die komplementar
zu den Enden der nachzuweisenden Gen-Region sind. Es ist darauf zu achten, dass diese Primer spe-
zifisch fiir SARS-CoV-2 sind und nicht auch an Genommaterial von anderen Coronaviren binden. Beim
Auftreten von neuen Virusmutationen- und -varianten muss Uberprift werden, ob die Primer noch
funktional sind oder aufgrund neu aufgetretener Mutationen nicht mehr binden kdnnen.

7.3 Nachweis von SARS-CoV-2 Varianten

Der Nachweis von SARS-CoV-2-Varianten und die Verfolgung ihrer Ausbreitung im Abwasser hat sich
als sinnvoll erwiesen, da sich auch hier ein Frihwarneffekt im Vergleich zur Sequenzierung von klini-
schen Proben gezeigt hat. AuBerdem lasst sich, je nach Methode, die prozentuale Verteilung der zir-
kulierenden Varianten bzw. Mutationen bestimmen. Im Vergleich zur Sequenzierung vieler klinischer
Proben bedeutet dies eine enorme Ersparnis an Zeit und Kosten. Allerdings erschwert das Vorliegen
einer Art Pool-Probe die Auswertung der Sequenzierergebnisse. Eine besondere Herausforderung ist
die Identifizierung und Zuordnung vollig neuer Varianten.

Der Nachweis von SARS-CoV-2-Varianten kann fiir folgende Zwecke eingesetzt werden:
I Frihzeitige Erkennung und Charakterisierung neu auftretender Virusvarianten

I Bewertung der Auswirkungen von Virusvarianten auf die Pandemie und deren Uberwachung im
Laufe der Zeit
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I Untersuchung der Dynamik der Virusiibertragung und der Einschleppung neuer genetischer Varianten
I Modellierung der antigenen Eigenschaften des Virus zur Bewertung des Risikos

I Bewertung der Auswirkungen von Mutationen auf die Leistungsfahigkeit von molekulardiagnosti-
schen, antigencharakterisierenden und serologischen Methoden

| Uberwachung neu auftretender Linien innerhalb von Wild-, Haus- und Nutztierpopulationen, die
sich auf die menschliche Gesundheit auswirken knnen

Besonders entscheidend ist der Variantennachweis fiir die Identifizierung und Uberwachung von Virusva-
rianten, die moglicherweise eine hohere Krankheitsschwere verursachen und leichter tbertragbar sind.
Sinnvoll kann die Uberwachung von s.g. Transportation-Hubs wie Flughéfen und Bahnhofe sein, um die
Einschleppung neuer, in Deutschland bisher nicht zirkulierender Varianten, frithzeitig zu identifizieren.

Der Nachweis von Virusvarianten kann mit verschiedenen molekularbiologischen Methoden erfolgen,
die je nach Zielstellung und gewlinschter Aussagekraft, eingesetzt werden sollten. Generell werden
die Proben bis zur RNA-Extraktion genauso behandelt wie bei der Analyse durch qPCR oder ddPCR.

Folgende Nachweismethoden gibt es:
I PCR
I Sanger-Sequenzierung

I Gesamtgenom-Sequenzierung mittels NGS (Next-Generation-Sequenzierung)

PCR

Mittels variantenspezifischer PCR kdnnen nur Virusvarianten nachgewiesen werden, deren Sequenz
bereits definiert ist. In der gPCR oder ddPCR werden Primer verwendet, die spezifisch fiir eine Vari-
ante sind, d.h. aufgrund von einzelnen Mutationen kann der Primer an die cDNA einer Variante binden,
aber nicht an die einer anderen. Meist werden dafiir Bereiche im S-Gen ausgewahlt, da sich dort be-
sonders haufig variantenspezifische, charakteristische Mutationen befinden. Wenn ein Mehrkanal-
RT-PCR-Gerat verwendet wird, konnen auch mehrere Varianten gleichzeitig im einem Lauf nachgewie-
sen werden und so deren Anteil an der gesamten Virusmenge bestimmt werden. Etablierte Protokolle
fur den Variantennachweis finden sich z. B. bei der WHO, der CDC, ECDC oder auf gangigen Publikati-
onsforen (z. B. Pubmed). Bei der Assay-Etablierung wie auch in regelmafigen Absténden sollte zur Va-
lidierung der spezifischen Amplifikation das PCR-Produkt unbedingt Sanger-sequenziert werden.

Besonders bei der Unterscheidung zwischen Sublinien z. B. Omikron BA.4 und BA.5 kann es schwierig
sein charakteristische Mutationen zu identifizieren, die eine Unterscheidung ermaglichen und sich
daher fir den Nachweis eignen. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass sie deutlich schneller,
weniger aufwandig und kostengtinstiger ist als ein Variantennachweis Gber Sequenzierung. Allerdings
ist sie kein gleichwertiger Ersatz fir die Teil- oder Gesamtgenom-Sequenzierung, da sich mit dieser
Methode beispielsweise keine neuen Varianten identifizieren lassen.

Eine tabellarische Ubersicht tiber Mutationen im S-Gen findet sich unter

www.rki.de/covid-19-varianten-nomenklatur

Eine Hilfestellung flr das Design variantenspezifischer PCRs findet sich unter

www.rki.de/covid-19-voc-pcr

Sanger-Sequenzierung

Bei dieser Methode wird fiir gewdhnlich ein kleiner Teil des Virus-Genoms mittels PCR amplifiziert
und anschlieBend Sanger-sequenziert. Ein Vorteil gegenliber dem Variantennachweis mittels PCR ist,
dass auch bisher unbekannte Mutationen im sequenzierten Bereich identifiziert werden kénnen. Wenn
die Sanger-Sequenzierung die bevorzugte Methode darstellt, wird die Sequenzierung der gesamten
Lange des S-Gens empfohlen. Da sich dort die meisten charakteristischen Mutationen befinden, kann
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so auf das Vorliegen einer Variante geschlossen werden. Generell kann aber jeder Bereich verwendet
werden, der variantenspezifische Mutationen enthalt. Da es sich beim Abwasser um eine Pool-Probe
handelt, in der mehrere Virus-Varianten vorhanden sein konnen, kann es bei der Sequenzierung zu
Problemen kommen. Deshalb kann es sinnvoll sein, vorher eine variantenspezifische PCR durchzu-
fihren und dessen Amplikon zu sequenzieren.

Gesamtgenom-Sequenzierung

Hierbei wird das annahernd gesamte Genom des Virus sequenziert. So kdnnen neue Varianten ein-
deutig und unvoreingenommen identifiziert und deren Evolution verfolgt werden. Fir die Sequenzie-
rung des Abwassers zur Wiederherstellung des gesamten Virusgenoms wird hochkonservierte RNA
bendtigt. Dies gestaltet sich im Vergleich zur Sequenzierung aus klinischen Proben als schwierig. Da-
her ist die Optimierung und Schaffung eines idealen, zligigen Arbeitsablaufs von entscheidender Be-
deutung fir den Prozess. Die Verwendung eines gekiihlten Probenentnahmesystems fiir Mischproben
und die Aufbewahrung einer Probe auf Eis bis zur Analyse sind hierbei von entscheidender Bedeutung.

Abhangig von der gewahlten Methode sind nicht zwingend Vorkenntnisse uber die Virussequenz erfor-
derlich. Fiir eine NGS ist eine hohe fachliche Qualifikation und Expertise notwendig, insbesondere fiir die
fachgerechte Auswertung der Daten. Wichtige Parameter, die es zu beachten gilt, sind der Ansatz fur die
Bibliotheksrekonstruktion, die erzeugte Leselange, die Fehlerrate, die Sequenzierungstiefe und die Ein-
heitlichkeit der Abdeckung des Genoms. Das ARTIC-Protokoll und die kommerziellen Kits fir [llumina-
und Thermo-Fischer-Plattformen werden mit empfohlenen Bioinformatik-Analysepipelines geliefert.
Die Funktionalitat der Pipeline sollte vom Labor Gberprift werden, bevor die Daten gemeldet werden.
Bei hauseigenen Pipelines ist es wichtig, dass die verwendete Bioinformatik-Pipeline vom Labor voll-
standig auf ihre Eignung fir den Zweck validiert wird. Der Nachweis von SARS-CoV-2 in Abwassern hat
im Vergleich zu klinischen Probenahmen seine Grenzen. Das grdfite Hindernis besteht darin, dass die
Amplikons aus einem gemischten Pool von Individuen stammen und es daher unwahrscheinlich ist, dass
Mutationen in verschiedenen Amplikons oder sogar im selben Amplikon mit einem einzigen Genom oder
einer einzigen Variante in Verbindung gebracht werden konnen. Sequenzen sollten in der GISAID-
EpiCov-Datenbank (www.gisaid.org) veroffentlicht werden, um globale phylogenetische Analysen zu er-
maglichen. Rohdaten kénnen im COVID-19-Datenportal (www.covid19dataportal.org) hinterlegt werden,
um sie fir die weltweite Gemeinschaft verfiigbar zu machen.

Die Gesamtgenom-Sequenzierung ist sowohl ressourcen- als auch zeitaufwandig. Die Auswertung
kann mehrere Tage in Anspruch nehmen. Da bei der NGS grof3ie Datenmengen anfallen, missen auch
Fragen der Datenspeicherung und der bioinformatischen Unterstiitzung beriicksichtigt werden.

Technische Leitlinien zur Sequenzierung von SARS-CoV-2 finden sich im WHO-Leitfaden “Genomic
sequencing of SARS-CoV-2: a guide to implementation for maximum impact on public health” und im
WHO-Leitfaden “SARS-CoV-2 genomic sequencing for public health goals: Interim guidance”. Die
ECDC hat einen Leitfaden ,Methods for the detection and characterisation of SARS-CoV-2 variants -
second update” veroffentlicht, der weitere Informationen zur Probenahme- und Sequenzierungsstra-
tegie enthalt.

7.4 Qualitatskontrolle

Um eine moglichst hohe Aussagekraft, Zuverlassigkeit und Vergleichbarkeit der Abwasseranalysen
zu gewahrleisten, sind Qualitatskontrollen unerladsslich. Das ist insbesondere der Fall, wenn Abwas-
seranalysen im Zeitverlauf dargestellt und Daten von verschiedenen Standorten verglichen werden.
Zu Beginn des Abwasseriberwachungsprogrammes ist es daher notwendig, alle Methoden auf ihre
Eignung zu Uberprifen, zu validieren und gegebenenfalls anzupassen. Je nachdem welche Aussage-
kraft und welchen Nutzungszweck die Daten haben sollen, sind verschiedene Qualitatssicherungs-
mafnahmen empfehlenswert. Derzeit gibt es keinen Konsens Uber die Mindestanforderungen an die
Qualitatssicherung fiir das Abwassermonitoring. Allerdings bestehen Regelungen fiir die quantitative

Juni 2023 DWA 31



Leitlinien zur Entwicklung und Durchfiihrung eines Abwasseriiberwachungsprogramms fiir SARS-CoV-2

PCR-Analyse, die zu beachten sind [DIN/ISO). In der Abwasseranalyse sind sie bisher aber nicht zwin-
gend vorgeschrieben. Zudem sollten die MIQE (Mininum Information for publication of Quantitative
PCR Experiments) Guidelines fiir gPCR oder dPCR Beriicksichtigung finden. Im Folgenden werden die
verschiedenen Kontrollen erlautert sowie dargestellt, in welchem Schritt der Analyse sie durchzufih-
ren sind. Bei manchen Kontrollen ist es ausreichend, sie zu Beginn des Uberwachungsprogramms
und in regelmafigen Abstanden mitzufiihren, andere Kontrollen sollten bei jeder Analyse mitlaufen.
Um die eigene Methode im Vergleich mit anderen Laboren einschatzen zu konnen, ist die Teilnahme
an Ringversuchen oder Laborvergleichen empfehlenswert.

Folgende Qualitatskontrollen sind zu unterscheiden:
1. Gesamtprozesskontrolle/Wiederfindungskontrolle
RNA-Extraktionskontrolle

Quantitative Messkontrollen

Inhibitionskontrolle

Negativkontrollen

SN L

Nachweis- und Quantifizierungsgrenze

Gesamtprozesskontrolle/
Wiederfindungskontrolle

* Negativkontrolle (Gesamtprozess)

Probenahme

Gesamtprozesskontrolle/
Wiederfindungskontrolle

Aufkonzentrierung Negativkontrolle (Aufkonzentrierung)

Negativkontrolle (RNA Extraktion)
RMA Extraktion

Inhibitionskontrolle
Quantitative Messkontrollen (Standard)
Negativkontrolle (RT-PCR)

RNA Extraktionskontrolle J

Abbildung 10: Ubersicht der moglichen Qualitatskontrollen. Dargestellt im Verlauf des Analytik-
Workflows.

Gesamtprozesskontrolle (Wiederfindungskontrolle)

Die Gesamtprozesskontrolle wird in einer exakt definierten Konzentration der Abwasserprobe hinzu-
gefligt. Diese Kontrolle dient der quantitativen Einschatzung, wieviel Virus wahrend der Probenverar-
beitung verloren geht.
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Da Abwasser eine chemisch und biologisch komplexe Matrix ist und Bestandteile enthalten kann, die
die Aufreinigung und Analyse stéren, ist das Mitfiihren einer Gesamtprozesskontrolle und die Bestim-
mung der Wiederfindungsrate besonders bei der Validierung der Methode wichtig.

Die Zusammensetzung des Abwassers andert sich kontinuierlich (z. B. Anteil an Feststoffen, Regen-
wassereinfluss), daher kann es bei entsprechenden Kapazitaten sinnvoll sein, jeder Probe oder zu-
mindest in regelmafBigen Abstanden eine Gesamtprozesskontrolle zuzufiigen. Fir den Vergleich von
RNA-Konzentrationen, deren Aufreinigung mit unterschiedlichen Methoden erfolgte, oder auch im
Fall einer vergleichenden Betrachtung iber einen Zeitverlauf, ist die Verwendung einer Gesamtpro-
zesskontrolle ratsam.

Wenn sich die Labormethoden im Laufe der Messkampagne andern, ist die Durchfiihrung einer Ge-
samtprozesskontrolle zum Vergleich der Methoden, unerlasslich. Auch wenn Proben langer gelagert
oder gar eingefroren waren, ist das Hinzufiigen einer Gesamtprozesskontrolle zu empfehlen.

Um die Wiederfindungsrate moglichst genau darzustellen, wird empfohlen eine Kontrolle zu wahlen,
die ahnliche Eigenschaften besitzt wie SARS-CoV-2. Dazu eignen sich behillte Viren mit einem einzel-
strangigen RNA-Genom, z. B. das Murine Coronavirus (auch Murines Hepatitisvirus genannt), das Bo-
vine Coronavirus und das Bovine Respiratorische Syncytialvirus. Weitere Viren, die als Prozesskon-
trolle Verwendung finden, sind MS2-Phagen (phié), umhiillte Bakteriophagen und die Coronaviren
229E, 0C43 und NL63. Zur Etablierung einer Methode kann auch SARS-CoV-2-freies Abwasser mit
hitzeinaktiviertem oder gamma-bestrahltem SARS-CoV-2 gespikt werden, um die Sensitivitat der Me-
thode zu priufen.

Die Gesamtprozesskontrolle wird idealerweise direkt nach der Probennahme zugefiigt, um den Virusver-
lust beim Transport mitzubericksichtigen. Alternativ ist es moglich, die Kontrolle bei der Probenankunft
im Analyselabor hinzuzugefiigen. Die regelmaflige Mitfihrung einer Gesamtprozesskontrolle liefert
ebenfalls eine Aussage Uber die Reproduzierbarkeit der Methode. Es gibt bisher keine Grenzwerte fur
akzeptable Wiederfindungsraten. Als ublich gelten Wiederfindungsraten zwischen 0,1 und 10 %.

RNA-Extraktionskontrolle

Die Effizienz der RNA-Extraktion kann durch das Zufligen einer definierten Menge aufgereinigter RNA
eines RNA-Virus (z. B. Murines Coronavirus) zur aufkonzentrierten Probe bestimmt werden. Im Un-
terschied zur Gesamtprozesskontrolle lasst sich hierdurch nur die Effizienz der RNA-Extraktion und
-Quantifizierung bestimmen und nicht des gesamten Aufreinigungs- und Analyseprozesses.

Quantitative Messkontrollen (Standard)

Bei der RT-gPCR erhalt man als Ergebnis einen Ct-Wert, der jedoch nur eine semi-quantitative Aus-
sage liefert und es nicht ermoglicht, Daten verschiedener Labore zu vergleichen. Ein exakt quantifi-
zierter Standard eignet sich, um die erhaltenen Ct-Werte in eine RNA-Kopienzahl pro Reaktion und
ggf. pro Probenvolumen umzurechnen. Deshalb ist bei jedem PCR-Durchlauf unbedingt eine quanti-
tative Messkontrolle mitzufihren. Bei der RT-qPCR ist als Kontrolle eine Standardkurve mit bekann-
ter Konzentration erforderlich (Verdiinnungsreihe mit mindestens 4 verschiedenen Konzentrationen).
Bei der RT-d(dJPCR muss bei jeder Durchfiihrung dagegen nur eine Probe mit bekannter Konzentra-
tion mitgefihrt werden, aber keine ganze Standardreihe. RNA-Kontrollen eignen sich fiir die genaue
Quantifizierung besser als DNA-Kontrollen. Als RNA-Kontrolle kommen Sequenzen des Zielgenes
(synthetische SARS-CoV-2-RNA) zum Einsatz. Falls dennoch DNA-Kontrollen Verwendung finden,
missen diese unbedingt linearisiert vorliegen. Die Kontrollen sollten bei -80 °C oder niedrigeren Tem-
peraturen und aliquotiert gelagert werden, um Auftau- und Einfrierzyklen zu vermeiden. Der Standard
fur die Quantifizierung ist eine haufige Fehlerquelle, weshalb besondere Sorgfalt angezeigt ist.
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Fir die Diagnostik stehen verschiedene Referenzmaterialien (Standards) zur Verfiigung (kein An-
spruch auf Vollstandigkeit):

EC JRC Referenzmaterial:
https://crm.jrc.ec.europa.eu/p/q/covid-19/EURM-019-single-stranded-RNA-ssRNA-fragments-of-
SARS-CoV-2/EURM-019

NIST Referenzmaterial:
https://www.nist.gov/programs-projects/sars-cov-2-research-grade-test-material

Inhibitionskontrolle

Abwasser ist eine komplexe und variable Matrix und kann Komponenten beinhalten, die die Reverse
Transkription und PCR storen. Manche Aufreinigungsmethoden fihren zu einer Akkumulation dieser
Inhibitoren. Um zu bestimmen, ob die Quantifizierungsverfahren (RT-PCR) dennoch wie erwartet funk-
tionieren, ist eine Inhibitionskontrolle bei jedem PCR-Lauf ratsam, zumindest aber unbedingt bei der
Validierung der Methode.

Ob Inhibitoren die Quantifizierung beeintrachtigen, kann mit folgenden Ansatzen bestimmt werden:

I Beiausreichend hohen SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen: Die extrahierte RNA wird in mehreren
Schritten verdinnt (Verdinnungsreihe mit z. B. 10-fach Verdiinnungen). Dann erfolgt die Bestim-
mung, ob sich die Verdinnungen wie erwartet verhalten. Falls eine Inhibition vorliegt, liefern un-
verdiinnte Proben im Verhaltnis geringere Werte als verdinnte Proben.

I Beiniedrigen SARS-CoV-2-RNA-Konzentrationen: Wenn die Konzentration der extrahierten RNA
zu niedrig ist, um nach der Verdiinnung noch eine Quantifizierung zu erlauben, lasst sich die Inhi-
bition bestimmen, indem virale RNA (z. B. synthetische SARS-CoV-2-RNA oder aufgereinigte RNA
aus einem nicht-menschlichen Coronavirus (siehe Gesamtprozesskontrolle)) in die RNA-Extrakte
gespikt werden. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind dann entweder mit den Ergebnissen von
RNA, die in RT-PCR-Ansatze mit reinem Wasser gespikt wurde, oder mit einer Verdiinnung des
gespikten Extrakts, vergleichend zu betrachten.

Wenn eine Inhibition festgestellt wird, besteht die Moglichkeit, dies durch eine Verdiinnung der Ex-
trakte zu beheben - sofern die RNA-Konzentration der Extrakte ausreichend hoch liegt. Durch die
Verdiinnung lasst sich die Inhibition reduzieren Es verringert sich aber gleichzeitig auch das Proben-
signal. Bei haufig auftretender Inhibition ist es notig, die Probenaufbereitungs- oder die Analysesme-
thode anzupassen bzw. zu optimieren.

Negativkontrollen

Negativkontrollen dienen der Identifikation von Kontaminationen. Zu einer Verunreinigung kann es in
jedem Prozesschritt kommen. Auch Kreuzkontaminationen der Proben oder Verunreinigungen der
Reagenzien sind denkbar. Durch das Mitfiihren von Negativkontrollen lasst sich feststellen, in wel-
chem Schritt die Verunreinigung stattgefunden hat. Falls eine Kontamination identifiziert wurde, ist
es am einfachsten alle Reagenzien zu verwerfen und neu herzustellen sowie alle verwendeten Mate-
rialien und Laborflachen griindlich zu reinigen.

Negativkontrolle (Gesamtprozess): Bei der Probenahme wird eine Probenflasche mit reinem Wasser
(Wasser mit Molekularqualitat) befiillt. So l&sst sich kontrollierern, ob es wahrend der Aufreinigung
zu Kontaminationen kommt. Diese Kontrolle ist nicht zwingend bei jeder Analyse durchzufiihren. Es
ist jedoch sinnvoll, bei der Validierung und in gréf3eren regelmaBigen Abstanden eine solche Kontrolle
mitzufihren. Je nach Prozessablauf ist es auch mdglich, die Gesamtprozesskontrolle bei der Ankunft
im Labor schon vor der Aufkonzentrierung zu starten (Negativkontrolle Aufkonzentrierung).

Negativkontrolle [RNA-Extraktion): Die RNA-Extraktion wird ohne das Hinzufligen einer Abwasserprobe

durchgefiihrt, um so eine Verunreinigung bei der RNA-Extraktion zu bestimmen (z. B. durch verunrei-
nigte Extraktionsreagenzien). Es empfiehlt sich, sie bei jeder RNA-Extraktion mitzufihren.
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Negativkontrolle (RT-PCR): Dem Reaktionsansatz der RT-qPCR oder RT-d(d)PCR wird keine aufgerei-
nigte RNA hinzugefiigt. Diese Kontrolle kommt zum Einsatz, um eine Verunreinigung der Reagenzien
fur die RT-PCR festzustellen. Sie sollte bei jeder PCR in mehrfacher Ausfiihrung mitgefihrt werden.

Nachweis- und Quantifizierungsgrenze

Die Nachweisgrenze (auch LOD, limit of detection) hangt von der Testmethode und der Leistung des
Labors ab und sollte vor dem Start des Abwasseriiberwachungsprogramms bestimmt werden. Der
LOD stellt die Sensitivitat der gesamten Testmethode dar und legt einen Schwellenwert von Zielko-
pien/ml Abwasser fest, unterhalb dessen ein Signal nicht genau zu erkennen ist. Ein negativer Wert in
der Analyse bedeutet also nicht automatisch, dass kein SARS-CoV-2 zirkuliert, sondern nur, dass die
Virusmenge unterhalb der Nachweisgrenze liegt.

Die Quantifizierungsgrenze (auch LOQ, limit of quantification) ist hingegen als die geringste Virusmenge
in einer Probe definiert, die unter den verwendeten Testmethoden, mit einer bestimmten Prazision
quantitativ bestimmbarist. Werte, die unterhalb der LOQ liegen, sollten nur qualitativ in die Bewertung
eingehen (d.h. als Positiv- oder Negativ-Aussage).

8 Datenauswertung und Normalisierungsherechnung

Um SARS-CoV-2-Abwassermessungen zu interpretieren, missen die auf der Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR) basierenden Messungen in Probenkonzentrationen umgewandelt und gegebenenfalls nor-
malisiert werden. Die Ergebnisse der RT-qPCR oder der RT-ddPCR sind maglichst im Zusammenhang
mit dem aquivalenten Volumen der analysierten Probe anzugeben, also z. B. in der Einheit Kopienzahl/ml
oder Kopienzahl/l. Das vereinfacht den Vergleich von Messwerten verschiedener Standorte und Zeit-
punkte. Bei der Umrechnung missen die verschiedenen Verdinnungs- und Konzentrationsschritte der
Probenaufbereitung Beriicksichtigung finden. Allgemein gilt eine Probe als positiv (Vorhandensein von
SARS-CoV-2], wenn bei der gPCR der Ct-Wert kleiner als 40 ist und bei der ddPCR mindestens 3 positive
Tropfchen auftreten.

Es empfiehlt sich, grundsatzlich alle Daten zu Uberprifen, um Fehler und Unregelmafigkeiten zu
identifizieren. Dabei ist der Kontext der Daten zu beachten (z. B. Wetterlage).

Folgende Leitfragen sollten Uberprift werden:
I Istdie GroBenordnung des Ergebnisses realistisch?
I Wie verhalten sich die Daten zu den vorangegangenen Messungen?

I Stimmen die verschiedenen Biomarker in ihrer Tendenz lberein?

Bei UnregelmaBigkeiten oder Auffalligkeiten muss entweder die Aufreinigung oder Analytik wieder-
holt werden oder die Ergebnisse dieser Messung sind zu verwerfen.

Trendberechnung

Trends lassen sich ermitteln, wenn mindestens 3 Datenpunkte vorliegen und werden gewdhnlich mit
einer linearen Regression berechnet, wobei deren Steigung den Trend beschreibt. Bei der Berechnung
der Regression sollte die Zeit, nicht jedoch die Anzahl der Messungen die unabhangige Variable bilden.
Trends konnen grob nach Dauer (kurzfristig oder anhaltend) und Richtung (Anstieg, Riickgang oder Pla-
teau) klassifiziert werden. Fir die Trendanalyse zur Darstellung, ob die SARS-CoV-2-Abwasserwerte zu-
oder abnehmen, werden fir gewdhnlich die letzten 3 oder 5 Messtage verwendet. Die Werte werden als
gleitender Mittelwert dargestellt. Vor Beginn sollte ein Schwellenwert definiert werden, ab wann ein
Trend als steigend, gleichbleibend oder sinkend gilt (z. B. ab 10 oder 20 % Anderung zur Vorwoche). Es
wird empfohlen nicht nur die Trendanalyse darzustellen, sondern auch die absoluten Werte, da der
Trendverlauf alleine nichts Uber das Infektionsniveau aussagt (hoch, niedrig usw.).
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Ein weiteres Regressionsverfahren stellt die LOESS-Regression dar, die auch dem Pandemie-Radar
des RKI (https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges_Coronavirus/Situationsberichte/COVID-
19-Trends/COVID-19-Trends.html?__blob=publicationFile#/home) zu Grunde liegt. Hierauf fuBt zu-
dem die Heat-Map im RKI-Wochenbericht
(https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges_Coronavirus/Situationsberichte/Wochenbericht
/Wochenberichte_Tab.html) zu den einzelnen Beprobungsstandorten. Bei LOESS (locally weighted
scatterplot smoothing), der lokal linearen Kernregression, handelt es sich um ein Verfahren zur Glat-
tung von Daten mittels einer lokal gewichteten Regressionsfunktion. Bei der Gewichtungsfunktion
nimmt der Einfluss benachbarter Werte auf die Glattung an einer Position mit der Entfernung zu dieser
Position ab. Ausreif3er erhalten dadurch ein geringes Gewicht als bei anderen Verfahren.

Normalisierung

Die Ergebnisse der SARS-COV-2-Abwasserbestimmung konnen durch bestimmte Rahmenbedingun-
gen beeinflusst werden und unabhangig von der Inzidenz zu Schwankungen der Ergebnisse fiihren.
Zu Einflussfaktoren zahlen z. B. Fremdwasser, Niederschlag und Schmelzwasser (bei Mischkanalisa-
tion), Pendlerverkehr, wochenend- oder jahreszeitenabhangiger Tourismus sowie die Einleitung von
Industrie- und Gewerbeabwassern zu bestimmten Tages- oder Nachtzeiten. Die Auswirkungen der
Verdiinnung durch Niederschlag und Fremdwasser sind schwer von Veranderungen der COVID-19-
Fallzahlen zu unterscheiden. Korreliert man einen quantitativen Trend fur einen definierten Zeitraum
mit den Daten der offentlichen Gesundheitsiiberwachung, kdnnen sich dann unerwiinschte Abwei-
chungen zeigen. Um die Variabilitat der Abwassermatrix zu beriicksichtigen, konnen die Abwasserda-
ten unter Einbeziehung bestimmter Faktoren normalisiert werden.

Im ersten Schritt erfolgt fir die Normalisierung die Frachtberechnung auf Basis der realen Abfluss-
daten (Volumenstrom). Die Fracht ist in RNA-Kopien pro RNA-Kopien pro Tag anzugeben. Optional
kann sich die Normalisierung auf mitgemessene Surrogatviren stitzen, die als Fakalindikatoren zum
Einsatz kommen. Auch chemische Parameter (z. B. Ammonium, Coffein) sind schon fiir Normalisie-
rungsberechnungen zum Einsatz gekommen.

Eine Normalisierung auf Basis der Menge menschlicher Fakalien im Abwasser kann besonders dann
sinnvoll sein, wenn zu erwarten ist, dass sich die Zahl der Personen im Abwassereinzugsgebiet im
Laufe des Uberwachungszeitraums dndert (z. B. aufgrund von Tourismus und Berufpendlern). Nor-
malisierungskontrollen fir menschliche Fakalien sind Organismen oder Verbindungen, die spezifisch
fur menschliche Fakalien sind und sich im Abwasser nachweisen lassen. Dazu zahlen z. B. das pflanz-
liche Virus Pepper mild mottle Virus ([PMMoV) oder der Bakteriophage (Virus, das nur Bakterien infi-
ziert) CrAssphage. Die Abundanzen beider Viren sind deutlich hoher als die von SARS-CoV-2.

Sie lassen sich auch liber RT-PCR nachweisen und eignen sich deshalb besonders fiir die Normalisie-
rung. Surrogatviren lassen sich auch zur Normalisierung bei Verdiinnungseffekten (z. B. durch Rege-
nereignisse, Schmelzwasser) heranziehen.

Ob Surrogatviren oder der Volumenstrom verldsslichere Ergebnisse liefern, ist abhangig von den Ei-
genschaften der Klaranlage und des Einzugsgebietes in jedem Einzelfall zu klaren. Bei kleinen Klar-
anlagen oder Klaranlagen mit einer schwierigen Topographie (z. B. Gebirgsregionen) scheint eine
Normalisierung mit Surrogatviren bessere Ergebnisse zu liefern, wohingegen bei groBeren Klaranla-
gen eine Normalisierung auf den Volumenstrom geeigneter scheint.
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9 Laborvergleich/Ringversuch

Die Teilnahme an einem Laborvergleich oder Ringversuch dient der Evaluierung der eigenen Methode
und gibt Aufschluss Uber die Sensitivitdat im Vergleich zu anderen Laboren. Bisher gibt es keine Firma
oder staatliche Behorde die Laborvergleichsuntersuchungen fir das SARS-CoV-2-Abwassermonitoring
durchfiihren. Bisherige Ringversuche und Laborvergleiche wurden von BMBF-gefdrderten Projekten ei-
geninitiativdurchgefihrt und finanziert. In welchem Rahmen Laborvergleichsuntersuchungen zukinftig
durchgefihrt werden, ist noch nicht geklart.

Abhangig davon welche Aussagen mit dem Laborvergleich getroffen werden sollen und welche Mittel
zur Verfligung stehen, gibt es verschiedene Madglichkeiten der Durchfihrung. Ein Hauptunterschied
liegt darin ob eine unbehandelte Abwasserprobe verwendet wird, die SARS-CoV-2 enthalt oder ob eine
Abwasserprobe ohne SARS-CoV-2 verwendet wird, der dann eine definierte Menge Virus zugefligt
wird. Die Zielsetzung, der Umfang sowie die Bedingungen zur Teilnahme sollten den beteiligten Labo-
ren von der federfiihrenden Organisation vor der Durchfihrung erlautert werden. Es ist sinnvoll, beglei-
tend eine Abfrage zum verwendeten Protokoll und madglichen Besonderheiten bei den teilnehmenden
Laboren durchzufiihren (z. B. Anreicherungsmethode, verwendete Primer, RNA-Extraktionskit). Ein La-
borvergleich sollte ein bis zweimal pro Jahr durchgefiihrt werden.

9.1 Unbehandelte Abwasserprobe ohne zusatzlichen Spike

Bei diesem Versuchsaufbau ist die Voraussetzung der Zugang zu Abwasserproben mit hohen SARS-
CoV-2-Konzentrationen. Im Folgenden wird eine Mdglichkeit flir einen Laborvergleich erlautert, es
gibt jedoch viele Variationsmdoglichkeiten.

Ein im Abwassermonitoring erfahrenes Labor bestimmt die Konzentration von SARS-CoV-2 in der Ab-
wasserprobe und stellt die Konzentration auf eine vorher festeglegte GréBe ein (z. B. 1000 Genkopien/ml
Abwasser). ldealerweise wird eine Verdiinnungsreihe hergestellt (z. B. 100 und 10 Genkopien/ml), um
einen Konzentrationstrend zu ermitteln. Die Proben werden an die teilnehmenden Labore versandt, die
dann ihr Standardprotokolle fur die Analyse durchfihren. Eine zentrale Stelle sammelt die Ergebnisse,
wertet diese aus und stellt die Daten den Teilnehmern anonymisiert zur Verfligung.

Der Vorteil dieses Versuchsaufbaus ist der relativ geringe Aufwand. Ein Nachteil besteht darin, dass
die Methode des Labors, das die Proben vorbereitet, als Referenz dient und keine unabhangige Probe
zur Verfligung steht.

9.2 Unbehandelte Abwasserprobe + Spike

Bei diesem Versuchsaufbau verwendet man eine Abwasserprobe, die kein SARS-CoV-2 enthalt. Der
Probe wird dann eine exakt definierte Menge eines Virus, z. B. hitzeinaktiviertes oder gamma-be-
strahltes SARS-CoV-2, zugefligt. Das weitere Vorgehen erfolgt analog wie im Laborvergleich mit Ab-
wasserproben ohne Spike. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass sich die Virusmenge unabhan-
gig quantifizieren ldsst und so auch die Ergebnisse der Laborvergleiche (z. B. in aufeinanderfolgenden
Jahren) besser vergleichbar sind. Auerdem ist es mdéglich, verschiedene Virusvarianten nachzuwei-
sen, wenn diese in einem definierten Verhaltnis hinzugefligt werden. Nachteilig sind jedoch der hohere
Aufwand und die Notwendigkeit zur Herstellung oder Beschaffung der exakt quantifizierten Viren.

Auswertung:

Je nach Design des Laborvergleichs konnen verschiedene Riickschliisse aus den Ergebnissen gezo-
gen werden. Hauptziel eines Laborvergleichs sollte es sein, nachzuweisen, dass alle Labore spezifisch
SARS-CoV-2 im Abwasser nachweisen konnen. Falls mehrere Proben mit unterschiedlichen Konzen-
trationen fir den Laborvergleich eingesetzt wurden, sollte der Trend (hohe vs. niedrige Konzentratio-
nen) abgebildet werden kénnen. Alternativ kann es auch Ziel des Laborvergleichs sein, festzustellen
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ob alle Labore eine vorher festgelegte, niedrige Konzentration nachweisen kdnnen. Dies ist insbeson-
dere wichtig, wenn das Abwassermonitoring als Frilhwarnsystem eingesetzt wird.

Falls eine Abfrage der Methoden erhoben wurde, konnen statistisch Untersuchungen auf Korrelatio-
nen zwischen bestimmten Methoden und einer hohen oder niedrigen Sensitivitat durchgefiihrt wer-
den. Jedem Labor sollte das eigene Ergebnis zur Verfligung gestellt werden sowie zur Einordnung
eine anonymisierte Gesamtibersicht der Ergebnisse aller teilnehmenden Labore.

10 Dateninfrastruktur und Datenflussmodelle

Da bei der Durchfiihrung eines Abwasseriiberwachungsprogramms verschiedene Akteure (Entsor-
gungsbetriebe, Gesundheitsdmter, Labore, Politik) bei der Datenerhebung und Dateninterpretation
mitwirken, ist die Verwendung einer digitalen Dateninfrastruktur, auf die alle Beteiligten Zugriff ha-
ben, sinnvoll. Dies gewahrleistet eine hohe Durchgangigkeit, Transparenz, eine zligige Verwendung
der Ergebnisse und vereinfacht dadurch die Kommunikation. Der Anspruch, der sich an ein geeignetes
Datenflussmodell richtet, betrifft die schnelle und verstandliche Bereitstellung von belastbaren Ab-
wasserdaten fiir die Entscheider in den Gesundheitsbehérden oder die allgemeine Offentlichkeit.

Dabei liefern die Klaranlagen und Labore die Daten, z. B. Begleitparameter der Probenahme und Er-
gebnisse der Analyse, wahrend die Gesundheitsseite im Idealfall die Zusammenfihrung der Abwas-
serdaten mit den klinischen Daten fiir ein spezifisches Einzugsgebiet gewahrleistet. So kann dem Kri-
senstab als erganzende Diagnostik ein moglichst umfassendes Bild der pandemischen Lage an einem
Standort oder bei mehreren reprasentativen Standorten fiir ein Bundesland prasentiert werden.

Die verschiedenen Akteure miissen folgende Informationen bereitstellen und Aufgaben erledigen, um
einen effizienten Datenfluss zu ermoglichen:

Entsorqungsbetrieb:

Einmalig vor Beginn oder bei Anderungen:
I Anlegen der Messstelle (Stammdaten, z. B. georeferenzierter Ort der Probenahme)
I Einzugsgebiet der Messstelle definieren, ggf. inklusive des zugrundeliegenden Kanalnetzes

I Parameter des Einzugsgebietes (Misch- oder Trennkanalisation, Fremdwasseranteil, angeschlossene
Einwohner, max. FlieBdauer, Hinweise auf Indirekteinleiter mit stark schwankenden Einleitungen)

Bei jeder Probenahme:

I Probenahmespezifische Parameter (Datum, Uhrzeit, Probenart etc.)

I Begleitparamter

I Normalisierungsparameter (wie Volumenstrom wéhrend der Probenahme)

I Sonstiges (Auffélligkeiten, Abweichungen vom Protokoll)

Labor fiir die Biomarkerbefunde und Surrogatparameter:

Einmalig vor Beginn oder bei Anderungen:
I Bestimmungsgrenze fur jedes Gen

I Analyse-Protokoll

Bei jeder Analyse:
I Datum

I Temperatur der Probe nach Ankunft
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I Ergebnisse PCR SARS-COV-2-Biomarker

I Umrechnung der Ergebnisse in Genkopien/ml Abwasser

I Ggf. Ergebnisse PCR Surrogatviren oder anderer Normalisierungsparameter
I Ggf. Nachweis Virusvarianten

I Sonstiges (Auffalligkeiten, Abweichungen vom Protokoll)

Automatische Datenverarbeitung im Datenflussmodell:

I Qualitatssicherung durch Korrektur von Fehleintragen
I Normalisierung der Biomarkerbefunde

I Darstellung der Daten auf einem Dashboard fiir die unmittelbaren Nutzer

Gesundheitsamter:

Einmalig oder bei Anderungen:

I Indexpersonen im Einzugsgebiet sind mit korrekten Meldedaten zu erfassen

Bei jedem Datenpunkt:

I Ggf.automatische Zusammenfiihrung von Abwasserdaten und aggregierten Inzidenzen fir ein Ein-
zugsgebiet

Landesgesundheitsbehorden:

I Zentrale Datenerfassung und -weitergabe

I Darstellung der Daten auf einem Dashboard

Umweltbundesamt:

I Qualitatssicherung
I Datenverarbeitung (z. B. Normalisierung bei Regenereignissen)
I Interpretation der Daten

I Datenpflege/Datenhaltung

Robert-Koch-Institut:

I Trendanalyse
I Darstellung standortspezifischer Trends
I Berechnung eines bundesweiten Indikators

I Veroffentlichung der aggregierten Daten im Pandemie-Radar
(https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges_Coronavirus/Situationsberichte/COVID-19-
Trends/COVID-19-Trends.html?__blob=publicationFile#/home)

I Verdffentlichung der Trenddaten fir einzelne Standorte im RKI-Wochenbericht zu COVID-19
(https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges_Coronavirus/Situationsberichte/Wochenberi
cht/Wochenberichte_Tab.html)

Krisenstab:

I Entscheidung liber Freigabe der Daten fiir Entscheider oder Offentlichkeit

I Vorschlag von Handlungsmafinahmen fiir die Politik
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Datenflusses

Bei der Entscheidung uber die digitale Infrastruktur spielen datenschutzrechtliche Belange eine ent-
scheidende Rolle. Die Zugriffsrechte der Beteiligten missen definiert und regelmafig tberpriift wer-
den. Insbesondere wenn sensible oder personenspezifische Informationen involviert sind, ist die Si-
cherheit bei der Datenspeicherung und -lbertragung essentiell.

In einer bundesweiten Pilotstudie, die von Januar 2022 bis Marz 2023 lief, wurde ein Datenflussmodell
entwickelt, das die oben genannten Anspriiche erfiillt. Zur digitalen Erfassung und georeferenzierten
Darstellung der Klaranlagen- und Labordaten kam die ArcGIS-Software der Firma Esri zum Einsatz.
Darin sind die Stammdaten der Klaranlagen wie Grof3e der Klaranlage, Ort der Messstelle, Definition
der Abwasserzonen einmalig hinterlegt. Die Eingabe der probenahmespezifischen Daten gemaf Pro-
benbegleitschein (siehe Abschnitt 12.4) inklusive der Begleitparameter (siehe Abschnitt 12.5) sowie
der Analyseergebnisse des Labors erfolgt Uber eine App (Survey123), worliber fiir die Datenhaltung die
Einspeisung in eine zentrale Cloud oder auf einen lokalen Server gewahrleistet ist.

Durch automatische Datenanalyse per Skript werden im Rahmen der Qualitatssicherung alle Mess-
daten auf Belastbarkeit Uberprift und fehlerhafte Eingaben oder Werte unterhalb der Bestimmungs-
grenze gekennzeichnet. Sie finden bei der weiteren Datenauswertung keine Beriicksichtigung.
Falschmessungen kénnen durch Betriebsstorungen, Probleme bei der Probenahme, z. B. durch einen
defekten Probenehmer, verursacht sein.

Auch fir die Normalisierung der Daten, die notwendig ist, um die in die Klaranlage geleitete Fakali-
enmenge im Messzeitraum bestimmen zu konnen, sind mathematische Algorithmen implementiert.
Fir die Normalisierungsberechnung sind die realen Abflussdaten erforderlich. Es erfolgt eine Fracht-
berechnung, angegeben als RNA-Kopien pro Tag. Optional kann sich die Normalisierung auf mitge-
messene Surrogatviren stiitzen, die als Fakalindikatoren zum Einsatz kommen. Haufig finden hierfir
das Pepper mild mottle Virus [PMMoV) oder CrAssphage Verwendung (siehe auch Abschnitt 8), die beide
immer in menschlichen Ausscheidungen vorkommen. Die Abundanzen sind deutlich hoher als die von
SARS-CoV-2. Surrogatviren helfen daher, Verdinnungseffekte durch Starkregenereignisse oder
Fremdwasser auszugleichen. Auch andere Einflisse im Klaranlageneinzugsgebiet, z. B. saisonale
Veranderungen und durch Berufspendler ausgeldste Verschiebungen, lassen sich so bestimmen.

Im nachsten Schritt folgt die statistische Auswertung der Daten. Es werden stets mehrere Zielgene
(mindestens 2] gemessen und als gleitender Mittelwert tiber 5 Messtage dargestellt, um die Trends
abschatzen zu kdnnen. Als weitere Regression ist die LOESS-Regression implementiert (siehe auch
Abschnitt 8), die auch dem Pandemie-Radar des RKI zu Grunde liegt. Hierauf fuBt zudem die Heat-
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Map im RKI-Wochenbericht zu den einzelnen Beprobungsstandorten. Bei LOESS (locally weighted scat-
terplot smoothing), der lokal linearen Kernregression, handelt es sich um Verfahren zur Glattung von
Daten mittels einer lokal gewichteten Regressionsfunktion. Bei der Gewichtungsfunktion nimmt der
Einfluss benachbarter Werte auf die Glattung an einer Position mit der Entfernung zu dieser Position
ab. Ausreifler erhalten dadurch ein geringes Gewicht als bei anderen Verfahren.

Die ermittelten Daten kdnnen in Echtzeit in einem Dashboard visualisiert werden. Bei den bisher ver-
wendeten Darstellungen findet sich meist eine Auflistung der Messstandorte, entweder einzelne
Stadte oder landesbezogen, sowie eine Landkarte, in der die Messstellen im Klaranlagen-Einzugsge-
biet markiert sind. In einer Graphik ist die Darstellung der Genkopien pro Tag als Einzelbefunde bzw.
als gleitende Mittelwerte zu sehen. Der ansteigende, gleichbleibende oder sinkenden Trend kann
durch einen Pfeil, Plus/Minus-Zeichen oder farblich signalisiert werden. Haufig ist es maglich, sich
verschiedene voreingestellte Zeitraume oder auch den gesamten Messzeitraum anzeigen zu lassen.

Auch die Entwicklung der im Abwasser nachgewiesenen Virus-Varianten ist teilweise auf den Dash-
boards dargestellt. Hier das Beispiel des Landes Bayern: https://www.bay-voc.lmu.de/abwassermo-
nitoring.

Durch die Verschneidung der Abwasserwerte mit den Indexfallen, also den positiv auf COVID-19 Ge-
testeten, lassen sich analoge Trendentwicklungen beobachten, z.T. mit einem deutlichen zeitlichen
Vorlauf der Abwasserwerte. Bei der Meldung der positiven PCR-Befunde aus humanen Tests an das
zustandige Gesundheitsamt, erfolgt automatisch durch eine Programm-Routine die Zuordnung der
Adresse des Betroffenen zu der jeweiligen Abwasserzone. Das passiert aus Datenschutzgriinden ber
einen dezentralen Rechner im Gesundheitsamt aggregiert fiir das gesamte Einzugsgebiet, weil es sich
um personenbezogene Daten handelt, die nicht einzeln geteilt werden dirfen. Daher kommen nur
aufsummierte, aggregierte Indexfalle zum Einsatz, auf deren Basis die Krisenstabe und Politik Gber
das Vorgehen und notwendige Mafinahmen entscheiden konnen.

Durch das vorgestellte Datenschutzmodell ist gewahrleistet, dass die wahrend der Pandemie schon
stark ausgelastete Gesundheitsseite nicht zusatzlich belastet wird. Die automatisierte Datenweiter-
gabe, -verarbeitung und Darstellung auf Dashboards, die eine einfache intuitive Interpretation ermaog-
lichen und sich auf die absolut notwendigen Parameter beschranken, tragen zu einer effizienten Um-
setzung und Steigerung der Akzeptanz bei allen Beteiligten bei.

Zur Einordnung der Daten im Dashboard enthalt ein Begleitdokument die wichtigsten Informationen,
die im Zusammenhang mit der Probenahme und der Analyse stehen:

I Ortder Probenahme und Einzugsgebiet

I Ggf. historische Daten des gleichen Ortes

I Gemessene Biomarker

I Ggf. Normalisierungsparameter

I Nachweisgrenze des Assays

I Ggf. Inzidenz

I Datum und Frequenz der Probenahme

Eine Kommunikation der Daten an die Offentlichkeit, iber die Krisenstdbe hinaus, bietet Vor- und
Nachteile. Die Interpretation der Abwasserdaten ist fiir den Laien schwierig und kann zu Misverstand-
nissen fuhren. Es ist daher sehr genau abzuwagen, welche Daten in welcher Form fir die allgemeine

Offentlichkeit aufbereitet werden. Andererseits kann die breite Kommunikation der Daten dabei hel-
fen, die Akzeptanz von Mafinahmen zur Eindammung der Pandemie zu erhdhen.

Grundsatzlich gehort die Interpretation von Abwasserdaten in die Hande von geschultem Personal.

Das schlief3t Krisenstabe, die Entscheidungen zum Pandemiemanagement vorbereiten, ein. Insbeson-
dere der Vergleich von absoluten Zahlen zur RNA-Konzentration an verschiedenen Klaranlagen-
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Standorten gestaltet sich schwierig. Bei Abwasser handelt es sich um eine komplexe Matrix, die sich
von Standort zu Standort unterscheidet und Einfluss auf den Virus-Nachweis nimmt. Die Messwerte
von unterschiedlichen Standorten lassen sich daher nicht miteinander vergleichen. Wenn es in einem
Fall zu der Ergreifung von Mainahmen kommt und in einem anderen nicht, kann dies in der Offent-
lichkeit Unverstandnis hervorrufen und sollte kommunikativ begleitet werden.

11  Exkursin die Virologie SARS-CoV-2

Unbehiillte und behiillte Viren

Viren sind Erreger, die fir die Vermehrung einen Wirt benétigen, da sie keinen eigenen Stoffwechsel
aufweisen. Die meisten Wissenschaftler zahlen sie daher nicht zu den Lebewesen. Als Wirt kénnen
alle Lebensformen wie Tiere, Pflanzen und Mikroorganismen (z. B. Bakterien) dienen. Viren bestehen
aus ihrem Erbmaterial (Genom) und einem Kapsid, das aus Proteinen zusammengesetzt ist. Je nach
Art des Genoms - RNA oder DNA, einzelstrangig oder doppelstrangig - lassen sich Viren in Gruppen
unterteilen. Einige Viren besitzen zusatzlich eine Virushiille, die aus Lipiden (Fetten) der urspriingli-
chen Wirtszelle und eingelagerten viralen Proteinen zusammengesetzt ist.

Die Virushiille spielt eine wichtige Rolle fur den Infektionsweg, die Aufnahme der Viren in die Zelle,
die Stabilitat gegeniber Umwelteinflissen und Desinfektionsmitteln, die Fahigkeit zur Veranderung
der Virusoberflache und die Abwehr durch das Immunsystem.

unbehiilltes Virus behiilltes Virus

Nukleinsaure
+

Kapsid

Nukleokapsid _
Virushulle

Abbildung 12: Vergleich von unbehiillten und behiillten Viren

Bei unbehiillten Viren bildet das Kapsid die Oberflache des Virus. Da das Kapsid oft mit dem Genom
assoziiert ist und eine wichtige Funktion bei der Vermehrung des Viren-Genoms (Replikation) aufweist,
fiihren Mutationen im Kapsid oft zu defekten Viren, die nicht mehr vermehrungsfahig sind.

Die Oberflache von behillten Viren, die Virushiille, spielt fur die Replikation kaum eine Rolle. Mutati-
onen in der Virushille sind daher eher tolerabel. Veranderungen der in die Virushille eingelagerten
Proteine, konnen hingegen einen vereinfachten Eintritt in die Wirtszelle bedingen oder die Umgehung
der Immunabwehr des Wirtes auslosen. Es ist auch moglich, dass sich die Viren dadurch einen neuen
Wirt erschlieen. Deshalb verwundert es nicht, dass es sich bei den meisten neu auftretenden huma-
nen Viren [new emerging viruses) um behiillte Viren handelt (z. B. HIV, Influenza, SARS-CoV). Die Zer-
storung der Virushille verhindert die Infektion der Wirtszelle. Dieser Umstand lasst sich fir die Inak-
tivierung von behillten Viren nutzen, um eine Verbreitung zu unterbinden. Detergenzien (z. B. Seife)
und Desinfektionsmittel greifen beispielsweise die Lipide als empfindlichsten Teil der Virushiille an
und zerstoren die Hille.
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Zusammengefasst bedeutet das, dass sich behiillte im Vergleich zu unbehiillten Viren als instabiler
erweisen, sich aber haufiger verandern und neue Wirte erobern kénnen. Unbehiillte Viren sind dage-
gen resistenter gegeniiber Umwelteinflissen und bleiben deshalb im Abwasser langer infektios. Ver-
anderungen im Erbgut flihren jedoch haufig zu nicht replikationsfahigen Viren, was bedeutet, dass es
seltener zur Entstehung neuer Virusvarianten kommt.

Da behiillte Viren anfalliger fiir Degradationen sind und nicht so lange im Abwasser liberleben, ist bei
deren Nachweis im Abwasser eine Kihlung und schnelle Verarbeitung der Proben besonders wichtig.

Beispiele fir behiillte Viren sind Coronaviren, HIV, Influenzaviren (Grippeviren), Ebolaviren und Gelb-
fieberviren. Vertreter der Gruppe der unbehillten Viren sind Polioviren, Noroviren und Rotaviren.

Coronaviren

Coronaviren finden unter Saugetieren und Vogeln weite Verbreitung. Einige dieser Coronaviren-Spe-
zies sind humanpathogen, zirkulieren weltweit und l6sen saisonal meist milde Erkaltungssymptome
aus. In den letzten Jahren verursachten jedoch erst kiirzlich aus tierischen Reservoirs auf den Men-
schen (bergetretene (Zoonose) Coronaviren (SARS-CoV, MERS-CoV (Middle-East-respiratory-syn-
drome) und SARS-CoV-2) Epidemien bzw. Pandemien. Diese Coronaviren kénnen schwere Erkrankun-
gen mit letalem Verlauf auslésen, im Falle von SARS-CoV-2 die Krankheit COVID-19 (Coronavirus
Disease 2019). SARS-CoV-2 gehdrt zur Gruppe der behllten Viren und besitzt als Genom eine einzel-
strangige RNA.

Spike-Protein (S)

Membran-Protein (M)

Lipidmembran

Nucleo-Protein (N)
Envelope-Protein (E)
RNA

ORF: la 1b 2 345678910

- N W

Nichtstrukturelle S E M N Regulatorische
Proteine Proteine
Strukturelle
Proteine

Abbildung 13: Schematische Ubersicht von SARS-CoV-2 und seinem Genom

Das RNA-Genom enthilt die Informationen, um Proteine herzustellen, die fir die Vermehrung (Repli-
kation) der Virus-RNA benétigt werden (nichtstrukturelle Proteine), und Proteine, aus denen sich die
neuen Viren aufbauen (strukturelle Proteine). Die Genomregionen ORF1a (open-reading frame 1a) und
ORF1b codieren fir verschiedene nichtstrukturelle Proteine, die fiir die Vermehrung des Virus wichtig
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sind, z. B. die RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRP). Das SARS-CoV-2-Virus weist vier Struktur-
proteine auf, das Spike(S)-Protein, das Hull[Envelope, E)-Protein, das Membran(M]-Protein und das
Nucleoprotein(N)-Protein. S-, E- und M-Proteine bilden zusammen mit Lipiden die Virushiille. Das S-
Protein ist fiir die Andockung an und die Verschmelzung des Virus mit der Wirtszelle essentiell. Es
besteht aus zwei Untereinheiten (S1 und S2). In der Wirtszelle wird dann die Virus-RNA freigesetzt und
unter Verwendung der Maschinerie der Wirtszelle sowie der viruseigenen nicht-Strukturproteine Ko-
pien des Virus produziert und freigesetzt, die dann weitere Wirtszellen infizieren. Das Kapsid besteht
aus dem N-Protein, assoziiert mit dem Virusgenom nennt man es Nukleokapsid.

Die verschiedenen Gene kdnnen im Labor mittels PCR spezifisch nachgewiesen werden. Viren, die nah
miteinander verwandt sind, z. B. SARS-CoV und SARS-CoV-2, weisen teilweise gleiche oder ahnliche
Bereiche inihren Genen auf. Daherist es wichtig, fiir den PCR-Nachweis, insbesondere fur die Primer-
Bindestellen, Bereiche auszuwahlen, die eindeutig spezifisch fiir SARS-CoV-2 sind.

Beider Vermehrung der Viren kommt es immer wieder zu Fehlern, die zu Verénderungen (Mutationen)
im Genom des Virus fiihren. Oft haben diese Mutationen keine Folgen oder fiihren zu defekten, nicht
infektiosen Viruspartikeln. Manchmal kénnen diese Mutationen aber auch die Ubertragbarkeit, Viru-
lenz oder Immunogenitdt des Virus verandern. Solche Mutationen betreffen bei SARS-CoV-2 oft das
Gen, das fur das S-Protein codiert.

Das S-Protein ist fir die anfangliche Interaktion zwischen Virus und Wirtszelle verantwortlich. Es ver-
halt sich wie eine Art Schlissel, mit dem sich nur bestimmte Tlren mit dem korrekten Schloss 6ffnen
lassen. Anderungen im S-Protein konnen dann z. B. dazu fiihren, dass das Virus keine Fledermaus-
Zellen mehr ,6ffnen” kann, aber dafiir menschliche Zellen oder, dass es noch starker an die mensch-
lichen Zellen bindet und den Eintritt in die Zelle erleichtert. Da nicht alle Zellen des menschlichen
Kérpers die gleichen ,Schlissellocher” haben, bestimmt das S-Protein auch, in welchen Zellen des
menschlichen Korpers zur Infektion kommt.

Bei einer neuen SARS-CoV-2-Variante liegen meist mehrere Mutationen vor. Die WHO klassifiziert
neue Varianten als Varianten unter Beobachtung (Variants of Interest, VOI) und besorgniserregende
Varianten (Variants of Concerns, VOC). Von VOI spricht man, wenn sich das Erscheinungsbild der neuen
Variante gegenuber vorherigen verandert hat. VOC sind hingegen Varianten, deren verandertes Er-
scheinungsbild nachweislich die Erregereigenschaften des Virus verandert hat. Dies kann eine hohere
Ubertragbarkeit oder eine erhéhte Resistenz gegeniiber Impfstoffen oder Therapeutika bedeuten. Die
besorgniserregenden Varianten werden in der Reihenfolge ihres Auftretens mit griechischen Buch-
staben bezeichnet (z. B. Alpha-, Beta-, Delta- und Omikron-Variante).

Da sich das S-Protein so haufig verandert, ist es fir den Nachweis von SARS-CoV-2 eher ungeeignet.
Veranderungen in der Sequenz des S-Gens konnten dazu fihren, dass die Primer der PCR nicht mehr
in der Lage sind zu binden. Somit wiirde man ein falsch negatives Ergebnis in der PCR erhalten.

Da das S-Gen aber eine so wichtige Rolle fiir den Krankheitsverlauf spielt, ist es besonders wichtig
diese Region zu sequenzieren, um neue Anderungen friihzeitig identifizieren zu kénnen. AuBerdem
kann die S-Region fur den gezielten Nachweis schon bekannter Varianten Einsatz finden.

Der Nachweis neu auftretender Mutationen und Varianten ist wichtig fir die Diagnostik, die Therapie
und die Impfstoffentwicklung. Falls sich die Zielregionen der PCR verandern, lasst sich eine Infektion
mit dieser Methode nicht mehr nachweisen und die Primer miissen angepasst werden. Au3erdem
kann die Veranderung des Virus zu einer verminderten Wirksamkeit der nach einer Impfung gebilde-
ten Antikérper fiihren. Fiir das Pandemiemanagement ist daher die Uberwachung und Bewertung von
neu auftretenden Varianten liberaus wichtig.

SARS-CoV-2-Rekombinanten

Unter Rekombination versteht man den Austausch von genetischem Material zwischen zwei Genomen.
Bei SARS-CoV-2 kann es zu einer Rekombination von verschiedenen Virusvarianten kommen (z. B. der
Delta- und Omikron-Variante). Voraussetzung fiir die Rekombination ist, dass es in der Wirtszelle
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gleichzeitig zu einer Infektion mit beiden Varianten kommt. Eine neue rekombinante Variante eindeu-
tig zu identifizieren gestaltet sich methodisch schwierig, da bei der Sequenzierung nur schwer zu un-
terscheiden ist, ob eine reine Ko-Infektion vorliegt oder tatsachlich eine Infektion mit einer neuen re-
kombinanten Variante. Besonders im Abwasser, in dem nicht nur das Material einer infizierten Person
vorhanden ist, sondern einer Vielzahl von Infizierten stellt der Nachweis von Rekombinanten eine
grof3e Herausforderung dar.

12 Anhang

12.1 Haufig gestellte Fragen zum Abwassermonitoring

Wie gelangt das Virus in das Abwasser?

In den Fakalien von einigen SARS-CoV-2-Infizierten lassen sich Viruspartikel nachweisen. AuBBerdem
werden Fragmente des Virus Uber den Stuhl ausgeschieden und gelangen so ins Abwasser.

Wie lange Gberlebt SARS-CoV-2 im Abwasser?

Es ist nicht genau nachgewiesen, wie lange SARS-CoV-2 im Abwasser lberleben kann. Dies hangt
vermutlich von der Zusammensetzung des Abwassers ab. SARS-CoV-2 gehort zur Gruppe der Viren,
die eine empfindliche Lipidhille besitzen (siehe Abschnitt 11). In der Umwelt und auch im Abwasser
sind diese Viren instabiler als unbehiillte Viren, z. B. das Norovirus oder das Poliovirus. Bisher wurde
kein infektioses SARS-CoV-2-Virus aus dem Abwasser isoliert.

Wird SARS-CoV-2 iiber das Abwasser verbreitet?

Da bisher noch keine infektiosen Viruspartikel im Abwasser nachweisbar waren, ist eine Ansteckung
Uber das Abwasser sehr unwahrscheinlich. Bisher gibt es noch keine Berichte zu Ansteckungen Uber
das Abwasser. Dennoch sollten die géngigen Sicherheitsbestimmungen eingehalten werden (TRBA 220).

Was genau wird beim Abwassermonitoring nachgewiesen?

Beim Abwassermonitoring wird nicht das komplette Virus nachgewiesen, sondern genau definierte
Teile des Erbgutes des Virus (siehe Abschnitt 11).

Kann iiber das Abwassermonitoring die Infektion von Einzelpersonen nachgewiesen werden?

Das Abwassermonitoring gibt nur Aufschluss Giber den Gesamtzustand der an die jeweilige Klaranlage
angeschlossenen Einwohner. Es wird also nur nachgewiesen, ob Personen im Einzugsgebiet infiziert
sind. Personifizierte Aussagen und quantitative Angaben zur Zahl der Infizierten sind nicht moglich.
Es konnen auch Proben im Kanalsystem oder gezielt im Abwasser von vulnerablen Einrichtungen wie
Pflegeheimen oder Schulen entnommen werden, was Rickschlisse auf einen definierten Personen-
kreis erlaubt. In diesen Fallen sind datenschutzrechtliche Vorgaben zu beriicksichtigen.

Kann man von den Abwasseranalysen auf die Inzidenzen schlieBen?

Derzeit ist es noch nicht moglich, aus den Abwasserdaten die exakte Inzidenz zu berechnen. Infizierte
scheiden unterschiedliche Mengen an Virus aus, z. B. abhangig von der Phase der Infektion und von
der Schwere der Erkrankung. Es gibt Ansatze iber mathematische Modelle die Inzidenz aus den Ab-
wasserdaten zu berechnen, die teilweise gute Ergebnisse erzielen. Meistens finden die Abwasserda-
ten aber als Trendanalyse Anwendung, um steigende oder fallende Infektionszahlen zu identifizieren.

Wofiir wurde Abwassermonitoring schon verwendet?

In anderen Landern hat das Abwassermonitoring schon vielfaltige Anwendung gefunden. In Indien
diente das Abwasser beispielsweise dazu, das Poliovirus nachzuwiesen. Mit Hilfe dieser Information
war es moglich, rechtzeitig MaBnahmen zu treffen, um die Verbreitung einzudammen. Die Nieder-
lande nutzen das Abwasser, um z. B. der Konsum von illegalen Drogen zu ermitteln, aber auch um die
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Verbreitung von Noro- und Polioviren zu bestimmen. Die aus dem Abwasser generierten Informatio-
nen lassen sich gezielt bei Informations- und Aufklarungskampagnen einsetzen. Ein einmal etablier-
tes Abwasserliberwachungssystem mit den zugehdrigen Strukturen lasst sich vielfaltig einsetzen und
im Bedarfsfall leicht reaktivieren und an spezifische Erreger anpassen. So konnte in den Niederlan-
den, in denen das Abwassermonitoring bereits vor Corona flir andere Zwecke etabliert war, das SARS-
CoV-2-Virus schon zu Beginn der Pandemie Anfang 2020 im Abwasser nachgewiesen werden.

Was sind zukiinftige Anwendungsgebiete des Abwassermonitorings? Und was passiert ,,nach”
SARS-CoV-2?

Auch wenn SARS-CoV-2 irgendwann endemisch verbreitet ist, bleibt es wichtig, rechtzeitig das Auf-
treten neuer Varianten im Blick zu behalten, die potentiell infektiser sind oder gar den Impfschutz um-
gehen konnen. Das Abwassermonitoring bietet nicht nur fir SARS-CoV-2 Anwendungsmaglichkeiten,
auch perspektivisch ist die Etablierung eines bundesweiten Abwassermonitoringsystems sinnvoll. Im
Abwasser lassen sich auch andere Viren wie das Noro- und Rotavirus, die Magen-Darm-Infekte auslo-
sen, oder das Masernvirus nachweisen. Auch der Nachweis von antibiotikaresistenten Bakterien ist tiber
ein Abwassermonitoring moglich. In der Revision der EU-Kommunalabwasser-Richtlinie ist mit Artikel
17 die Einfihrung abwasserbasierter Surveillance von Public-Health-Parametern vorgesehen. Dazu
zahlen neben SARS-CoV-2 auch Polio- und Influenza-Viren sowie new emerging pathogens und AMR
(antimicribial resistance). Ebenso ldsst sich die Verbreitung bestimmter Pilzen wie Candida auris tber-
wachen. Es ist zudem moglich, dass es zu weiteren Epidemien und Pandemien kommen kann, die durch
neu entstehende Viren oder Zoonosen ausgeldst werden. Ein schon etabliertes Abwassermonitoringsys-
tem wirde in einer solchen Situation einen wertvollen Zeitgewinn darstellen.

Wo werden Abwasserproben genommen?

Fur gewohnlich werden unbehandelte Abwasserproben im Zulauf der Klaranlage, moglichst nach dem
Sandfang, entnommen. Durch zusatzliche Probenahme im Kanalnetz lassen sich z. B. Hotspots iden-
tifizieren oder bestimmte Einrichtungen wie Schulen oder Seniorenheime gezielt iberwachen.

Wie wird iiblicherweise beprobt?

Am Besten eignen sind automatische Probenehmer, die regelmafig liber einen definierten Zeitraum
(z. B. 24 h) eine Probe nehmen (zeit- oder volumenproportional). Bei kleinen Klaranlagen ohne auto-
matischen Probenehmer kann man auch eine Schopfprobe entnehmen. Ausfiihrliche Informationen
zur Probenahme finden sich in Abschnitt 5.

Wie wird die Probe verpackt und verschickt?

Die Probe sollte in einem neuen oder griindlich gereinigten, bruchsicheren Probengefal3 transportiert
werden. Fir die Lagerung nach der Probenahme bis zum Transport als auch fir den Transport selbst
empfiehlt es sich, 4 °C einzuhalten, da es andernfalls (bei zu hohen Temperaturen aber auch beim
Einfrieren) zu einer erhéhten Degradation des Virusmaterials kommen kann. Die Probe sollte zudem
luftdicht verschlossen werden.

Wie schnell sollte die Probe im Labor ankommen?

Je schneller desto besser. Es hat sich zwar gezeigt, dass die Virus-RNA bei 4 °C ca. 3 Tage stabil ist,
allerdings kann dies auch von der jeweiligen Zusammensetzung des Abwassers abhangen. Auflerdem
ist eine maglichst schnelle Analyse wiinschenswert, um die Ergebnisse zligig an die zustandigen Ge-
sundheitsbehorden oder Krisenstabe zu Ubermitteln und zeitnah iber MaBnahmen entscheiden zu
konnen. Nur so lasst sich der Zeitvorsprung, den man durch das Abwassermonitoring gewinnt, auch
optimal nutzen. Im Idealfall liegen die Ergebnisse 48 Stunden nach der Probenahme vor.

Wer sollte am Abwassermonitoring teilnehmen?

Laut EU-Empfehlung sollten alle Stadte mit mehr als 150.000 Einwohnern tberwacht werden. In
Deutschland gibt es 235 Klaranlagen der Groflenklasse 5 gemafl Abwasserverordnung, an die jeweils
mehr als 100.000 Einwohnerwerte (EW) angeschlossenen sind. Die Gesamtausbaugrofe in Deutsch-
land liegt bei 152 Millionen EW, wovon ca. 50 % (75 Millionen EW) von den 235 Klaranlagen abgedeckt
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werden. Bei der Auswahl geeigneter Klaranlagenstandorte fiir das Abwassermonitoring spielen je-
doch neben der Grofle viele andere Aspekte eine Rolle. Dazu gehort z. B., dass der Datenfluss zu den
zustandigen Gesundheitsbehorden gewahrleistet ist und eine Verkniipfung der Abwasserdaten mit
den Gesundheitsdaten erfolgt. AufBerdem ist die zugrundeliegende Fragestellung, die mit den Abwas-
serdaten beantwortet werden sollte, entscheidend. Ist eine bessere Einschatzung der Pandemielage
auf Bundesebene gewiinscht oder sollen regionale Hotspots identifiziert und vulnerable Einrichtungen
geschiitzt werden? Jeder Ansatz erfordert eine spezifische Uberwachungsstrategie. Ein flichende-
ckender Ansatz mit allen 9.100 Klaranlagen in Deutschland ist unrealistisch.

Was kostet das Abwassermonitoring?

Die Kosten fiir das Abwassermonitoring sind abhzngig vom Umfang des Uberwachungprogrammes.
Gewdhnlich fallen Kosten fiir Personal, Ausriistung, Verbrauchsmaterial, Versand und Analyse an.

Die Personalkosten entstehen im Zusammenhang mit der Projektverwaltung und der Probenahme (falls
die Analyse am Standort durchgefiihrt wird, fallen auch hierfiir Personalkosten an). Personalzeit im Zu-
sammenhang mit der Probenahme wird unter anderem bendtigt, um Begleitparameter zu erfassen, zu
dokumentieren, die Probe zu entnehmen, zu konfektionieren und zu versenden. Je nach Haufigkeit und
Ort der Probenahme variieren die Kosten. Dazu kommen Kosten flir das Datenmanagement. Hierzu ge-
horen die digitale Erfassung der Probenahmedaten und Weiterleitung an Labor und Krisenstab.

Optimal fir die Probenahme ist ein automatischer Probenehmer, um eine Mischprobe (volumen- oder
zeitproportional] entnehmen zu kénnen. Zudem wird ein Kihlschrank zur Lagerung der Proben bis
zum Versand benétigt sowie Versandmaterial (Probenflaschen, Kiihlakkus etc., falls diese nicht vom
Analyselabor gestellt wird). Die meisten kommerziellen Labore stellen Probenflaschen, Versandbo-
xen und Kihlakkus zur Verfiigung.

Die Analysekosten hangen vom Umfang und der Art des Abwassermonitorings ab. Pro Probe fallen
Kosten fiur die Vorbereitung der Probe und die PCR an. Die Kosten kénnen je nach verwendeter Pro-
benaufbereitungsart variieren. Die Kosten der PCR variieren abhangig von der Anzahl der analysierten
SARS-CoV-2-Biomarker. Zudem sind verwendete Surrogatviren, die zur Kontrolle oder Normalisie-
rung gemessen werden, zu berlicksichtigen. Zusatzliche Kosten entstehen, wenn weitere Varianten-
spezifische Biomarker gemessen werden oder eine Sequenzierung der Proben erfolgen sollen.

AuBerdem konnen Kosten fir die Bereitstellung einer Dateninfrastruktur anfallen (Dateneingabe,
Dashboard). Die EU nennt pro Klaranlagen-Standort und Jahr einen Betrag von 25.000,-- €. In
Deutschland wurden in der ESI-CorA-Pilotstudie des Bundes 60.000,-- € pro Klaranlagen-Standort
und Jahr zugrunde gelegt.

Welche Begleitparameter werden fiir die Auswertung benotigt?

Die Erfassung der Begleitparameter ist nétig, um die Ergebnisse der PCR in ihrem Kontext zu be-
trachten und Einflisse, die das Ergebnis verfalschen, zu identifizieren. Einige dieser Daten sind fur die
Normalisierung erforderlich. Welche Begleitparameter erfasst werden sollten, ist im Anhang im Do-
kument ,Begleitparameter” (siehe Abschnitt 12.6) aufgefiihrt.

Wie wird die Probe im Labor analysiert?

Der genaue Workflow wird in [siehe Abschnitt 7) beschrieben. Kurz zusammengefasst: Wenn die Probe
im Labor ankommt, wird sie zuerst aufkonzentriert, da das Virus im Abwasser stark verdiinnt vorliegt
und sonst bei niedrigen Inzidenzen kaum nachweisbar ware. Die folgenden Schritte sind fast identisch
mit dem PCR-Nachweis bei klinischen Proben.

Dabei extrahiert man zunachst das genetische Material des Virus, die RNA. Um diese zu quantifizieren

zu konnen, muss sie zuerst mittels Reverser Transkription in cDNA umgeschrieben werden. In einer
PCR lasst sich nun das vorhandene Virusmaterial durch Verwendung spezifischer Primer nachweisen.
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Warum muss die Probe konzentriert werden?

Je friher man SARS-CoV-2 im Abwasser nachweisen kann, desto geeigneter ist die Abwasseriiberwa-
chung als Frihindikator. Da SARS-CoV-2 im Abwasser deutlich verdiinnter vorliegt als beispielsweise
bei einer klinischen Probe, ist eine Aufkonzentrierung der Abwasserprobe notwendig. So ist es mdglich,
auch bei niedrigen Inzidenzen die Prasenz und Trendverlaufe von SARS-CoV-2 im Abwasser abzubilden.

Was ist eine PCR?

PCR ist die Abkiirzung fir Polymerase-Chain-Reaction, auf Deutsch: Polymerase-Kettenreaktion. Bei
der PCR wird eine bestimmte DNA-Sequenz vervielfaltigt. Eine besondere Art der PCR ist die quanti-
tative PCR (gPCR), die die vervielfaltigte DNA zusétzlich quantifiziert. Je mehr dieser definierten DNA
bzw. RNA im Ursprungsmaterial vorhanden war, desto geringer ist der sogenannte Ct-Wert. Dieser
bezeichnet die erforderlichen PCR-Zyklen, um das Virusmaterial nachzuweisen und lasst so eine
Quantifizierung zu. Detailliertere Informationen und Erlauterungen finden sich in Abschnitt 7.

Was sind die haufigsten Probleme bei der Analytik?

Die Aufkonzentrierung der Proben kann sich je nach Methode schwierig gestalten, da Abwasser eine
veranderliche und sehr komplexe Matrix darstellt. Das erschwert es, reproduzierbare Ergebnisse mit
geringer Variabilitat und hoher Wiederfindungsrate zu generieren. Bei manchen Aufkonzentrierungs-
methoden kann es zur Anreicherung von Inhibitoren kommen, die die PCR potentiell storen. Fur pra-
zise Aussagen und eine realistische Einschatzung der Daten ist es zudem wichtig, die Nachweisgrenze
zu bestimmen. Bei neu auftretenden Varianten muss Uberprift werden, ob die verwendeten Primer
noch zuverlassige Ergebnisse liefern.

Was ist Normalisierung und wann/warum ist sie notwendig?

Abwasser ist eine variable Matrix, die sich im Tages- und Wochenverlauf unterschiedlich zusammen-
setzen kann. Dies kann beispielsweise durch den Zufluss von Regen- bzw. Schmelzwasser oder zeit-
lich variierenden Zufluss von Industrieabwasser bedingt sein. Auflerdem ist es aufgrund von Pendler-
und Tourismusaufkommen schwer, die tatsachlich von der Klaranlage erfasste Personenzahl exakt
zu bestimmen.

Mit Hilfe verschiedener chemischer und biologischer Parameter ist es maglich, diese Unsicherheiten
zu beriicksichtigen und die Viruskonzentration im Abwasser rechnerisch zu normalisieren. Dies er-
moglicht es, Messwerte verschiedener Probenahmetage miteinander zu vergleichen. Als Parameter
fur die Normalisierung eignen sich z. B. Surrogatviren wie CrAssphage oder PMMoV, der Volumen-
strom oder chemische Parameter wie Coffein oder Ammonium. Die Tauglichkeit der verschiedenen
Parameter zur Normalisierung sollte zu Beginn der Messkampagne iberpriift werden und kann an
unterschiedlichen Standorten variieren.

Ist es notig, dass die Analytik nach einem standardisierten Verfahren von allen Laboren identisch
durchgefiihrt wird?

Nein. Das ist auch schwer mdglich, da die Analytik von verschiedenen Faktoren abhangt wie Proben-
durchsatz und Ausstattung des Labors. Es ist vor allem wichtig, dass eine mdoglichst niedrige Nach-
weisgrenze mit der gewahlten Methode erreicht wird.

Ist es wichtig die Messwerte, die an unterschiedlichen Standorten generiert werden, miteinander
zu vergleiche?

Nein. Die absoluten Werte, die mit unterschiedlicher Verfahren ermittelt werden, sollten nicht vergli-
chen werden. Allerdings kann natdirlich gegeniibergestellt werden, an welchen Standorten ein abfal-
lender oder ansteigender Trend zu beobachten ist.
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12.2  Ubersicht und Beschreibung hilfreicher Links

DWA - Deutsche Vereinigung fiir Wasserwirtschaft, Abwasser und Abfall e.V.

CoroMoni-Homepage

Auf der CoroMoni-Homepage finden Sie Informationen tber das Projekt ,,Abwassermonitoring zur Bestim-
mung des SARS-CoV-2-Infektionsgrades der Bevolkerung und Aufbau eines flachendeckenden Friihwarn-
systems - Koordination der Forschungsaktivitaten in Deutschland durch die DWA", Kontaktdaten der An-
sprechpartnerinnen und erarbeitete Ergebnisse. Das Projekt endete am 31.03.2023. Auflerdem werden
Neuigkeiten, die das Abwassermonitoring betreffen veroffentlicht und Hintergrundinformationen verlinkt.

https://de.dwa.de/de/coromoni.html

E-Learning Plattform DWA

Log-in erforderlich (alle am Abwassermonitoring beteiligten Akteure], fir die Log in-Daten melden
Sie sich bei der DWA.

Das Schulungsportal der DWA mit Zugang zu der E-Learning-Plattform ,Wissen kompakt - Corona-
Monitoring iber den Abwasserpfad” richtet sich an die Zielgruppen Betriebspersonal von Klaranlagen,
Mitarbeitende in Laboren sowie bei den Gesundheitsamtern und Krisenstaben.

https://e-learning.dwa.de/login/index.php

Klaranlagenstandorte Abwassermonitoring

In dieser Karte sind alle Klaranlagenstandorte eingetragen, die mit Stand 31.03.2023 Abwassermoni-
toring durchfiihren oder es zeitlich begrenzt betrieben haben. Das Farbschema spiegelt die Art der
Finanzierung wider.

Rot = BMBF-Forderung (abgeschlossen)

Blau = EU-Férderung (abgeschlossen)

Gelb = Sonstige Forderung (z. B. eigene Mittel, Landesmittel)
https://padlet.com/diepelt1/3p7ffip4jrezolch

Informationen zum SARS-CoV-2-Abwassermonitoring

BMBF-Projekte zum SARS-CoV-2-Abwassermonitoring (meist in 2023 oder friiher abgeschlossen)

Biomarker - Abwasser Biomarker CoV2: Abwasserepidemiologie am Beispiel eines SARS-CoV-2 Bio-
markers fiir die Abschatzung von COVID-19-Infektionen auf der Populationsskala

www.cee.ed.tum.de/sww/forschung/mikrobielle-systeme/biomarker/

Sars-GenASeq - SARS-CoV-2 Genom im Abwasser - Monitoring der Pandemieentwicklung mittels Se-
quenzierung

https://www.iwar.tu-darmstadt.de/abwasser/

COVIDready - Dezentrales SARS-CoV-2 Monitoring im Abwasser: Entwicklung einer validierten Analy-
semethode fur abwassertechnische Labore auf Klaranlagen

www.covidready.de

COVIDPoops19-Dashboard (engl.)

Eine globale Karte Uber Abwassermonitoring-Standorte.

https://www.covid19wbec.org/covidpoops19
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Uber ein Formular kann der eigene Standort und Informationen zur Darstellung in der Karte einge-
reicht werden.

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSffxa955M1gZS3iD15vXfrv8vCs2_IngGTC3NGsmQohO-
aQGig/viewform

DEEP-Digital European Exchange Platform (engl.)

Diese Seite der Europdischen Kommission sammelt Informationen liber Abwassermonitoring in der
EU und soll den Austausch der Akteure fordern. Es gibt Informationen ber bevorstehende Veranstal-
tungen, die Dashboards der Lander, Neuigkeiten und Poster zum Abwassermonitoring.

https://wastewater-observatory.jrc.ec.europa.eu/

Network of wastewater-based epidemiology (engl.)

Eine Homepage der WEF (Water Environment Federation) mit Informationen zum nationalen Abwas-
sermonitoringprogramm der USA. Die Seite stellt aber auch allgemeine nitzliche Informationen zum
Abwassermonitoring bereit.

https://nwbe.org/

Allgemeine Informationen SARS-CoV-2

WHO COVID-19 (engl.)

Alle Informationen der WHO, die COVID-19 betreffen:
https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019

Guidelines zum Abwassermonitoring, die von der WHO am 15. April 2022 verdffentlicht wurden.
https://www.who.int/publications/i/item/WHO-HEP-ECH-WSH-2022.1

Coronainformationen des RKI: Pandemie-Radar, RKI-Wochenbericht
Pandemieradar des des Robert-Koch-Institutes zu SARS-CoV-2:

https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges_Coronavirus/Situationsberichte/COVID-19-
Trends/COVID-19-Trends.html?__blob=publicationFile#/home

Wochenberichte des Robert-Koch-Institutes zu COVID-19:

https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/N/Neuartiges_Coronavirus/Situationsberichte/Wochenbericht/
Wochenberichte_Tab.html

Coronainformationen der ECDC

Informationen zum Coronavirus des Europaische Zentrums fir die Pravention und die Kontrolle von
Krankheiten (Agentur der Européischen Union).

https://www.ecdc.europa.eu/en/cases-2019-ncov-eueea

Coronainformationen des BMG
Informationen des Bundesgesundheitsministeriums, die das Coronavirus betreffen.

https://www.bundesgesundheitsministerium.de/coronavirus.html

SARS-CoV-2 Informationen (engl.)
Informationen zu SARS-CoV-2 Fallzahlen und Varianten.

https://www.outbreak.info/

Hier konnen Varianten, Linien und zugehdrige Mutationen verglichen und grafisch dargestellt werden.

https://www.outbreak.info/compare-lineages?threshold=75&nthresh=1&sub=false&dark=false
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Informationen zu SARS-CoV-2 Sequenzen/Vergleichstools

GISAID Initiative (engl.)

Bei GISAID finden sich globale SARS-CoV-2-Sequenzierdaten. Die Daten stehen kostenlos zur Verfi-
gung, allerdings ist fir die Nutzung und zum Hochladen von Daten eine Registrierung notwendig. Die
Datenbank soll es ermdglichen, die Verbreitung und Entwicklung des Virus besser zu verstehen. Es
finden sich auch Visualisierungen der Daten und Neuigkeiten auf der Homepage.

https://www.gisaid.org/

SARS-CoV-Varianten nach der PANGO-Nomenklatur (engl.)

Diese Website dokumentiert alle aktuellen Pango-Linien und ihre Verbreitung sowie verschiedene Soft-
ware-Tools, die von Forschern zur Analyse von SARS-COV-2-Sequenzdaten verwendet werden konnen.

https://cov-lineages.org/index.html

Auch hier finden sich Informationen zu den verschiedenen SARS-CoV-2-Varianten und Untervarianten
sowie zur PANGO Nomenklatur.

https://www.pango.network/

COVID CG (engl.)

Unter Verwendung der verdffentlichten Sequenzierdaten auf der GISAID-Datenbank kdnnen auf dieser
Seite verschiedene SARS-CoV-2-Varianten und Linien und deren Mutationen und ortliche Verbreitung
verglichen werden.

https://covidcg.org/

PCR-Primer Evaluierung (engl.)

Mit diesem Tool konnen Primer-Sequenzen mit bekannten SARS-CoV-2-Varianten aus der GISAID-
Datenbank abgeglichen werden. So kann die potenzielle Auswirkung von Mutationen auf die Effizienz
und Funktionalitat der Primer evaluiert werden.

https://primer-monitor.neb.com/

Sonstiges

Nationale Akkreditierungsbehdrde der Bundesrepublik Deutschland (DAkkS) - Datenbank der akkre-
ditierten Stellen

Die DAKKS ist die nationale Akkreditierungsbehdrde der Bundesrepublik Deutschland. In der Daten-
bank befinden sich alle bei der DAkkS akkreditierten Stellen, z. B. Labore. Uber einen Suchbegriff
(z. B. eine DIN-Norm)] oder die Filtermdglichkeiten l&sst sich die Suche einschrénken um geeignete
Labore fiir die Analyse zu finden.

https://www.dakks.de/de/akkreditierte-stellen-suche.html

Europdische Kommission: Seite mit allen Kldaranlagen Deutschlands (engl.)

Auf dieser Seite befindet sich eine Karte, auf der alle Klaranlagenstandorte Deutschlands eingetragen
sind.

https://uwwtd.eu/Germany/
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12.3

0

[

52

Krisenstab zusammensetzen (Wer ist zu beteiligen?)
Aufgaben festlegen (Kosteniibernahme, Probenahme, Kommunikation etc.)

Ziel festlegen und dokumentieren

Checkliste vor Beginn des Abwasseriiberwachungsprogramms

Teststrategie entwickeln (Festlegung von Probenart und Probenahmeort, Dokumentation in der

Protokollvorlage, Probenahmehéufigkeit)

Zeitrahmen des Abwasseriberwachungsprogrammes festlegen

Wichtige Ansprechpartner und Kontaktpersonen identifizieren

Beschaffung von notwendigem Material (Probenehmer, Transportmaterial etc.)
Schulung des Personals (Klaranlage, Labor, Dateninterpretation)

Analyselabor fiir die Analyse auswahlen und Transport sicherstellen

Kontakt zum zustandigen Gesundheitsamt herstellen

Qualitatssicherung der Daten

Einrichtung einer Datenbank

Datenfluss festlegen

Bereitstellung der Daten fur die Gesundheitsamter

Aggregation mit anderen Daten aus der Uberwachung der 6ffentlichen Gesundheit

Kommunikationsstrategie entwickeln (fiir Politik, Offentlichkeit)

DWA
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12.4 Probenbegleitschein fiir jede Einzelprobe

(bitte fiir jede Probe ausfiillen)

N T g Y=l L= ol = =T T =T 1 SRR P RS URRR
Probennahme Datum [F/Mm/Jj]: oo

Klaranlagenspezifische Probenidentifikationsnummer: .......ccociiiiiiii e

Temperatur des Rohabwassers (Grad CelSius): ..ot
Leitfahigkeit des ROhabwassers (HS/CMJ: ..o
PH-Wert des RORabWasSSers: . ...cocuiiiiiiii e

Probenversand DatUm/URIZEIt: ... . oo et ee e eee e
(z. B. Kurierdienst)

F Ao =YY o T=Y = Yo aT o] =T a Vo [T = PSSR SUPRR

Juni 2023 DWA

53




Leitlinien zur Entwicklung und Durchfiihrung eines Abwasseriiberwachungsprogramms fiir SARS-CoV-2

12.5 Stammdatenblatt

SARS-CoV-2 - Probennahme - kommunales Rohabwasser

Stammdaten (bitte einmalig ausfiillen und mit der ersten Probe tbersenden oder wenn sich Daten
dndern)

KLBrANLAGE/AGIESSE: .iviiiiiciiiieiiete ettt ettt ettt sttt et se et e bt be et e e se et e s e s beebe e ene b e s eneaneenens

KONtaKEPerSON  NAME: ..ottt ettt e

I 0=1 Lo R

ANgeschlossene EINWORNEI: ... et
Y UE=] o F= T o ol L= RS
Y ETol O T =T = (=1 1 PSR STUSRT
FremAdWasSeranteil. ...
Wasservolumen Indirekteinleiter (kontinuierlich/ diskontinuierlich]: ...
Probennahmestelle (Zulauf, nach Sandfang): ........ccooeoviiiioreececeeee e

Yol Lol o) {e =Y 10l Y7 <) RSO PTRU R TRUSRRSRTRN

................................................................................................................................ (z. B. Firma, Serie)
MISCRAPIODEN TYP: coiiieieeeeetie ettt (volumen-/zeitproportional)
Volumen/Intervall Teilproben: .......cccccceveieiierieiieiee e, (z. B. 30 mL/1000 m3 oder 15 mL/5min])

B M K UNGEN: ettt et e et e e st e e e naaeee s
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12.6 Begleitparamter

STAMMDATEN

Angeschlossene Einwohner

Ausbaugrofle

Trockenwetterabfluss

Mischwasseranteil

Fremdwasseranteil

PROBENAHME KONTEXT

Wasservolumen Indirekteinleiter
(kontinuierlich, diskontinuierlich)

Wetterbedingungen (die Einfluss am Zeitpunkt
der Probenahme haben)

Volumenstrom fiir den Zeitraum der Proben-
ahme (m*/d) bzw. (m®/s)

pH-Wert

Elektrische Leitfahigkeit

Wassertemperatur

NH,-Konzentration

PROBENAHME

Probenidentifikationsnummer

Probenahmezeitpunkt (Datum, Uhrzeit)

Probenahmezeitraum

Probenahmeart
(Einzelprobe/Mischprobe,
zeit-oder volumenproportional)

Probenvolumen

MOLEKULARE ANALYSE

SARS-CoV-2 Biomarker 1

SARS-CoV-2 Biomarker 2

Surrogatvirus
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12.7 Muster-Leistungsverzeichnisses zur Ausschreibung fiir Analyselabore

Das Muster-Leistungsverzeichnis zur Ausschreibung fir die Analytik im Abwassermonitoring wurde
von den Berliner Wasserbetrieben zur Verfligung gestellt. Das Verzeichnis wurde leicht modifiziert
und fur den allgemeinen Gebrauch angepasst. Es sollte allerdings beachtet werden, dass das Ver-
zeichnis nur als Beispiel dient und fir den individuellen Gebrauch und je nach Projekt verandert wer-
den muss.

Muster - Leistungsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

2. Definition Analysen von Abwasserproben auf SARS-CoV-2-RNA
3. Akkreditierungsanforderungen

4. Durchfihrung der Analytik

5. Beauftragung und Ausfiihrungsfristen

6. Ergebnisdokumentation Priifberichte

7. Bedarf

8. Beratung

9. Vertragslaufzeit

1. Einleitung

Das Unternehmen reinigt ca. Abwasser [Information Gber Klaranlagenbetrieb].

2. Definition Analysen von Abwasserproben auf SARS-CoV-2-RNA

Es handelt sich um Abwasserproben aus den Zuldufen von [Ort]. Entsprechend der gewé&hlten Leis-
tungsoption und der gewé&hlten Verlangerungsoption werden in der Zeit von [Datum] 1 Klarwerk bis zu
2-mal wochentlich durch den Auftraggeber beprobt, abgefillt und der Kiihlung zugefiihrt. Diese Pro-
ben sollen auf Rickstande der RNA des neuartigen SARS-CoV-2-Virus hin untersucht werden, um
Rickschliisse auf das COVID19-Infektionsgeschehen in/fum [Ort] zu ermoglichen. Die Probenaufbe-
reitung sowie die Analytik sollen gemeinsam an ein externes Labor fremdvergeben werden. Ebenfalls
fremdvergeben werden soll der Abtransport dieser Proben von den Standorten des Klarwerks [Ort].

3. Akkreditierungsanforderungen

Der Auftragnehmer muss mit der Vorlage einer giiltigen Akkreditierung die Kompetenz nach DIN EN
ISO/IEC 17025:2018-03 sowie DIN EN IS0 15189:2014-11 (Medizinische Laboratorien - Anforderungen
an die Qualitat und Kompetenz) inklusive Durchfiihrung von quantitativen Real-Time Polymerase-Ket-
tenreaktionen (q-RT-PCR) akkreditiert nach DIN EN ISO 15189 nachweisen.

Die Akkreditierungsurkunde des Bieters/Auftragnehmers und aller ggf. vorgesehener Unterauftrag-

nehmer sind dem Auftraggeber mit dem Angebot sowie bei Anderungen wahrend der Vertragslaufzeit
in elektronischer Form zuzusenden.
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4.  Durchfiihrung der Analytik

Ermittlung der Viruslast mittels RT-PCR

Der Auftragnehmer muss, die fur die Durchfiihrung des Auftrags, erforderlichen Apparaturen und
Prozeduren nach dem JRC Technical Report JRC125065 oder einem vergleichbaren Protokoll vorwei-
sen konnen (Gawlik BM, Tavazzi S, Mariani G, Skejo H, Sponar M, Higgins T, Medema G, Wintgens T,
SARS-CoV-2 Surveillance employing Sewers Towards a Sentinel System, Feasibility assessment of an
EU approach, EUR 30684 EN, Publications Office of the European Union, Luxembourg, 2021, ISBN 978-
92-76-36888-5, doi:10.2760/300580, JRC125065). Dies gilt insbesondere fir die Aufbereitung von Ab-
wasserproben und die damit einhergehende Extraktion von SARS-CoV-2-RNA. Ein Nachweis iber er-
folgreich durchgefiihrte Abwasseranalysen auf RNA-Rickstande des neuartigen SARS-CoV-2-Virus
ist dem Auftraggeber vorab in Form eines PDF-Dokuments digital zu Gbermitteln (z. B. in Form ano-
nymisierter bereits durchgefiihrter Analysen an anderen Standorten inkl. dem eingesetzten Proben-
aufbereitungsprotokoll, sowie den verwendeten Materialien und Methoden). Dies beinhaltet sowohl
Ergebnisse der quantitativen Polymerasekettenreaktion (RT-gPCR] zur Bestimmung des RNA-Titers
[falls gewlinscht; als auch der Bestimmung von Variants of Concern (VoC) mittels Sequenzierung].

Die vom Auftraggeber entnommenen Proben miissen binnen 24 Stunden nach Ubergabe an den Auf-
tragnehmer der Aufbereitung und danach unmittelbar der RT-qPCR zugefihrt werden. Die Proben
sind wahrend des gesamten Zeitraums von Probenabholung bis Aufbereitung zu kihlen, aber keines-
falls einzufrieren. Danach sind die Proben wie entsprechende sonstige DNA-/RNA-Extrakte handzu-
haben und entsprechende Aliquote der aufbereiteten Proben sind als Riickstellproben fiir den Fall der
Sequenzierung vorzuhalten. Die PCR muss auf mindestens [Anzahl, gewdhnlich 2] der géngigen Pri-
mer-Paare zurlckgreifen, madglichst aus verschiedenen Genomregionen. Als Empfindlichkeit wird
eine Zahl von <500 RNA-Kopien pro Liter Abwasser verlangt. (Dies entspricht in der einschlagigen
Literatur Inzidenzwerten von 1/100000 bis 20/100000, je nach Quelle und je nach Testquote im unter-
suchten Gebiet.)

Falls im Projekt erwiinscht:

[Ermittlung der Variants of Concern (VoC) bzw. Mutationen mittels Sequencing

Proben, die aus der RT-qPCR mit Positivbefund hervorgehen, werden anschlieend z. B. mittels San-
ger oder ,partial next generation sequencing amplicon-based sequencing” sequenziert, um auf die
gangigen jeweils aktuellen vom Robert-Koch-Institut (RKI) definierten Variants of Concern (VoCs) bzw.
Mutationen analysiert zu werden. Hierflir sind mindestens die Anforderungen nach dem European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC] Technical Guidance ,Sequencing of SARS-CoV-2:
first update” (18.01.2021) sowie ECDC und World Health Organization Regional Office for Europe
.Methods for the detection and identification of SARS-CoV-2 variants” (Marz 2021) zu erfiillen. Die
Ergebnisse sind in Form von Prozentangaben der jeweiligen VoC/Mutation in Bezug auf die entspre-
chend RT-qPCR ermittelte Gesamtlast an SARS-CoV-2-RNA anzugeben. Hierfiir sind vom Auftragneh-
mer entsprechende bioinformatische Algorithmen zu verwenden.]

Generelles

Der Auftragnehmer gewahrleistet, dass seine Mitarbeiter und bei Unterauftragsvergabe die Mitarbei-
ter seiner Unterauftragnehmer ber die Besonderheiten dieser Leistungsbeschreibung und insbeson-
dere Uber die Vorgaben zu den einzelnen Parametern (DIN-Vorschriften, Bestimmungsgrenzen, Ein-
heiten, Bearbeitungszeiten) gem&B dieser Leistungsbeschreibung und der Angaben im
Leistungsverzeichnisunterrichtet sind.

Die Durchfihrung der Analytik muss nach den hier geforderten Verfahren unter Einhaltung der gel-
tenden Bestimmungsgrenzen/Empfindlichkeiten erfolgen.

Der Auftraggeber besteht darauf, dass die Verfahren in dieser Form mit der entsprechenden Quali-

tatssicherung durchgefiihrt werden, auch wenn auf Grund einer flexiblen Akkreditierung des Auftrag-
nehmers Verfahren bereits ersetzt wurden.
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Der Auftraggeber behalt sich vor, die vom Auftragnehmer angewendete Methode einer Priifung im
Rahmen einer Vergleichsuntersuchung oder eines Audits zu unterziehen.

Bei gesetzlichen Anderungen wihrend der Vertragslaufzeit, insbesondere Anderungen von Verfahren
und Bestimmungsgrenzen, kann der Vertrag in gemeinsamer Absprache entsprechend angepasst
werden.

Unterauftragsvergabe/Fremdvergabe

Im Leistungsverzeichnis ist vom Bieter zu jeder Preisposition das jeweils ausfihrende Labor mit La-
borstandort zu benennen.

Probenabholung durch den Auftragnehmer:

Der Auftragnehmer stellt die Abholung der Proben am Tag der jeweiligen Probenbereitstellung durch
den Auftraggeber vom Laborstandort des Auftraggebers innerhalb folgender Zeiten sicher:

Die Transportsicherheit und die Einhaltung der Kihlkette gemafl DIN38402-11, DIN EN ISO 5667-3
und DIN EN IS0 5667-16 sind ununterbrochen bis zur Bearbeitung der Proben nachweisbar sicherzu-
stellen. Dies gilt insbesondere auch dann, wenn Proben zur Bearbeitung an einen Unterauftragneh-
mer weitergegeben werden. Weder der Transport noch die Weitergabe an Unterauftragnehmer darf
zu einer Uberschreitung der unter 4 geforderten Aufbewahrungs- und Analysezeiten fiihren, um die
Richtigkeit der Ergebnisse nicht durch Degradation von Probenmaterial zu geféahrden.

Der Auftraggeber behalt sich vor, die Proben beim Auftragnehmer selbst anzuliefern.

Furdiesen Fall stellt der Auftragnehmer sicher, dass die Proben innerhalb des im Folgenden genann-
ten Zeitraumes uneingeschrankt und fachgerecht an einem von ihm benannten Laborstandort ange-
nommen werden:

werktaglich Montag - Freitag zwischen 9:00 und 17:00 Uhr

Probengefalie

Der Auftragnehmer stellt entsprechend der geforderten Analytik zweckmaBige Probengefalle mit den
bendtigten Volumina von Ublicherweise 50 - 250 ml bereit, sowie isolierte Transportboxen und Kihl-
akkus. (Nach Absprache kann auch der Auftraggeber geeignete ProbengeféBe zur Verfligung stellen.)
Die Riickfiihrung der Probengefafle sowie Transportboxen, Kihlakkus erfolgt z. B. im Austausch mit
den abzuholenden Proben.

Aufbewahrung von Probenmaterial

Nach Abschluss der beauftragten Untersuchung gilt eine Rickstellfrist fir die RNA-Extrakte (einge-
froren) von 3 Monaten. Im Einzelfall konnen andere Aufbewahrungsfristen vom Auftraggeber vorge-
geben werden.

Rickfiihrung und Entsorgung von Probenmaterial

Die Entsorgung der Probenriickstande Ubernimmt der Auftragnehmer zu seinen Kosten.
Nach Absprache sind untersuchte Proben vom Auftragnehmer an den Auftraggeber zuriickzufiihren.

5. Beauftragung und Ausfiihrungsfristen

Mit den etikettierten Proben wird ein Probenbegleitschein (bzw. Probenahmeprotokoll) des Auftrag-
gebers mit den beauftragten Probennummern, Parametern, Priifgegenstand, Einheit, Termin und Be-
arbeiter mitgeschickt, und/oder, nach Ricksprache, ggf. auch digital bereitgestellt.
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Einhaltung der Ausfiihrungsfristen

Der Auftragnehmer stellt sicher, dass die vereinbarten Fristen (siehe Pkt. 6] eingehalten werden auch
im Fall von eventuellen betriebseigenen Schlie3zeiten des Auftragnehmers an Werktagen Montag bis
Freitag (z. B. Briickentage zwischen Wochenend- und Feiertagen, Betriebsferien 0.3.).

Nachbeauftragungen

Zusatzliche Analysenparameter, die bisher nicht im Leistungsumfang enthalten sind, kdnnen nach
entsprechender Anfrage zu Preis, Bestimmungsgrenze und Bearbeitungsdauer in den Vertrag aufge-
nommen werden.

6. Ergebnisdokumentation Priifberichte

Der Auftragnehmer verpflichtet sich, die Daten digital mittels sogenannter [Datei, z. B. JSON-Files] an
eine vom Auftraggeber zur Verfligung gestellte Schnittstelle zu tGbertragen. Das zu verwendende Da-
tenformat innerhalb der [Datei, z. B. JSON-Files] wird vom Auftraggeber zur Verfligung gestellt und
ist einzuhalten und liegt diesen Ausschreibungsunterlagen bei (als [Datei, z. B. JSON-Dummy-Dateil
und als Excel-Beispiel mit Erlauterungen]. Darin enthalten sind gédngige Metadaten der jeweiligen
Proben (Probennummer des Auftraggebers, Probenahmedatum und -Zeit, Ort, Ct-Werte der PCR-
Biomarker, [falls gewiinscht; sowie einige Detailinformationen aus der Sequenzierungl; weitere De-
tails siehe [Datei, z. B. JSON-Dummy bzw. Auflistung der in der JSON-Dateil zu ibermittelnden Para-
meter und Metadaten). Das zur jeweiligen Probe zugeharige [Datei, z. B. JSON-File] ist jeweils spa-
testens 48 Stunden nach Probenabholung mit den PCR-Ergebnissen einzuspeisen und in um die
Sequenzierungsergebnisse erweiterten Fassung spatestens nach 96 Stunden.

Der sicheren Dokumentation halber sind die Messergebnisse jeder einzelnen Probe zusatzlich als
Prifbericht in PDF-Form mit entsprechender Kennzeichnung des Labors (inkl. Akkreditierung usf.),
der Probennummer, des Datums, des Parameters, der Einheit usw. zu Gibermitteln (jede Probe einzeln
als PDF-Datei) per E-Mail an folgende E-Mail-Adresse: [E-Mail Adresse].

7. Bedarf

Es ist eine Probenzahl von minimal [Anzahl Proben, gewdhnlich 2] Proben pro Woche angesetzt, opti-
onal erweiterbar auf maximal [Anzahl Proben, gewdhnlich 7] Proben pro Woche, ab dem [Startdatum]
optional verlangerbar um jeweils einen Monat bis maximal [Enddatum].

8. Beratung

Beratungsleistungen sind nicht Bestandteil der Ausschreibung. Im Falle einer notwendigen Riickspra-
che z. B. bei Verstandnisproblemen der tibermittelten Daten oder zur Korrektur méglicher Fehler ist
der Auftragnehmer per E-Mail oder Telefon oder nach Absprache innerhalb iblicher werktaglicher
Kernzeiten fiir den Auftraggeber erreichbar.

9. Vertragslaufzeit
Vertragsbeginn: [Startdatum]
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Mit Hilfe des Abwassermonitorings konnen gesundheitsrelevante Parameter erhoben werden wie stuhlgangi-
ge Viren und Bakterien sowie Drogen. Eine Anwendungsmaglichkeit des Abwassermonitorings zeigte sich in
der COVID-19-Pandemie. Das die COVID-19-Erkrankung verursachende SARS-CoV-2-Virus und dessen Frag-
mente lassen sich im Abwasser nachweisen. Hierdurch gewinnt man zeitnahe Informationen zur Verbreitung
des Virus in der Bevilkerung und zu aktuellen Trendentwicklungen. Das Abwassermonitoring liefert den Ge-
sundheitsbehdrden wertvolle Zusatzinformationen zur Bewertung der Infektionslage.

Dieser Report enthalt Leitlinien zum Arbeitsablauf des SARS-CoV-2-Abwassermonitorings. Zu den behan-
delten Themen zahlt der gesamte Workflow des Abwassermonitorings, Uber Probenahme, Analytik, Quali-
tatssicherung bis hin zum Datenfluss, der Dateninterpretation und -kommunikation. Des Weiteren werden
hilfreiche Dokumente bereitgestellt, die Klaranlagenbetreibern, den Gesundheitsamtern und Krisenstaben
einen einfachen Einstieg ins Abwassermonitoring ermaglichen sollen. Hintergrundinformationen liefern das
notige Wissen fir ein umfassendes Verstandnis des Abwassermonitorings und eine zielgerichtete Umsetzung.
Die Leitlinien sollen sicherstellen, dass sich mit dem Abwassermonitoring qualitativ hochwertige und robuste
Daten generieren lassen, die den Gesundheitsbehdrden und Krisenstaben erganzende, nitzliche Informatio-
nen liefern, um eine evidenzbasierte Entscheidungsfindung zu férdern und so das Pandemiemanagement zu
erleichtern. Die Leitlinien richten sich hauptsachlich an Beschaftigte der Abwasserwirtschaft. Sie liefern aber
auch nitzliche Informationen fir Labormitarbeitende und Beschaftigte im 6ffentlichen Gesundheitswesen.
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