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1 Zielstellung

Ziel dieses Projektes war es die Konzentration von SARS-CoV-2 im Zulauf der beiden
Klaranlagen in Wiesbaden zu bestimmen, mit spezifischem Fokus auf den Anteil der
SARS-CoV-2 Variante B.1.1.7, die sich seit Anfang 2021 auch in Deutschland rasant ausbreitet.
Abwasseruntersuchungen konnen helfen Trends und die Ausbreitung von Varianten frithzeitig
nachzuweisen und daraus den Anteil der Variante am Gesamtaufkommen und ihre zeitliche
Entwicklung abschitzen zu konnen. Zusatzlich kénnen grobe Trends zum Infektionsgeschehen
aus den Wiesbadener Abwasserproben abgeleitet werden.

Fiir eine Umsetzung in Wiesbaden wurden zwei Methoden zur Verfiigung eingesetzt

. die quantitative Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR), basierend auf dem Nachweis
von SARS-CoV-2 Viren durch die Detektion von bestimmten Zielgenen.
. die Genomsequenzierung fiir einen umfassenden Nachweis der Viren- Mutationen

Die Untersuchungen in Wiesbaden sollen mit beiden Methoden erfolgen und die Zuldufe der
beiden Klarwerke der Entsorgungsbetriebe der Landeshauptstadt Wiesbaden (ELW) iiber einen
Zeitraum von 8 Wochen von 28.04.2021 — 16.06.2021 beprobt und auf das Vorkommen von
SARS-CoV-2 untersucht.

2 Methodisches Vorgehen

Im Detail wurden folgende Leistungen durchgefiihrt:

1) Bestimmung der Konzentration des SARS-CoV-2 Wildtyps auf Basis der drei Zielgene
Orflab, N, und S mittels RT-qPCR, in Kombination mit einer mutationsspezifischen
PCR fiir die SARS-CoV-2 Variante B 1.1.7 anhand der Mutationen N501Y, P681H,
Del69/70

2) Genomsequenzierung zur Detektion aller nachweisbaren Mutationen von SARS-
CoV-2 zur Ableitung des Vorkommens weitere Varianten in den Abwasserproben.

Die Probenahme fiir die RT-qPCR (1) fand einmal wochentlich statt. Genomanalysen (2)
wurden von den Proben der ersten beiden Wochen und von den Wochen fiinf und sechs nach
Beginn der Messkampagne durchgefiihrt. Zusatzlich zum Angebot wurden zwei weitere Proben
sequenziert.

In diesem Projekt wurden zwischen KW 17 — 24 2021 24-h Mischproben des Rohabwassers
genommen und direkt gekiihlt an die TU Darmstadt fiir die weitere Analyse geliefert. SARS-
CoV-2 RNA wurde aus 1 Liter Abwasserprobe aufkonzentriert und anschlieend extrahiert.

gPCR Analvtik:

Die extrahierte RNA wurde mit dem TagPath COVID-19 RT-PCR Kit (Thermo Fisher Scientific)
mit einem QuantStudio 3 Thermal Cycler analysiert. Dieses Kit enthélt Primerpaare, die auf die
N-, S- und ORF1ab-Gene abzielen und als Multiplex-Assay verwendet wurden. Jeder qPCR-Lauf
wurde dreifach mit 50 ul Volumen, mit 12,5 ul TagPath 1-Step Multiplex Master Mix (4X), 2,5
ul COVID-19 Real Time PCR Assay Multiplex und 25 ul nukleasefreiem Wasser durchgefiihrt.
Dem Reaktionsgemisch wurden 10 ul gereinigte und extrahierte virale RNA zugesetzt.




Reaktionen wurden als positiv gewertet, wenn die Zyklusschwelle unter 40 Zyklen lag,
ansonsten negativ (d. h. kein Nachweis der SARS-CoV-2-RNA in der Probe). Die
Nachweisgrenze lag bei 10 Kopien pro RT-qPCR-Reaktion.

Fiir die quantitative Analyse der Mutationen wurde das TaqPathTM SARS-CoV-2 Mutation
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) genutzt. Dieses Kit enthilt Primerpaare, die auf die
Mutationen N501Y, Del69/70 und P681H der VOC B.1.1.7 abzielen. Jeder qPCR-Lauf wurde
dreifach mit 10 ul TagPath 1-Step RT-qPCR Master Mix (4X), 1,0 ul TagMan SARS-COV-2
Mutation Panel Assay und 9 ul nukleasefreiem Wasser durchgefiihrt. Dem Reaktionsgemisch
wurden 10 ul gereinigte und extrahierte virale RNA zugesetzt. Die RT-qPCR-Héaufigkeitsdaten
wurden in R mit ggplot223 (v0.9.3.1) analysiert.

Sequenzierung:

Die extrahierte RNA wurde fiir die Sequenzanalyse vorverarbeitet. Der wichtigste
Vorverarbeitungsschritt umfasst die Amplikon-Generierung, die das komplette SARS-CoV-2-
Genom abdeckt. Dazu wurden mehrere Sequenzierungsldufe auf einem Ion S5-Sequenzer
(Thermofisher Scientific) durchgefiihrt, um eine hohe Anzahl von Lesevorgéngen pro Probe zu
erreichen. Anschlieffend wurden die generierten Sequenzen (Reads) mit dem Referenzgenom
(Wuhan-Hu-1-NC_045512/MN908947.3) zum Nachweis der Mutationen verglichen.

Zur Charakterisierung sogenannter ,Variants of Concern (B.1.1.7, B.1.351, P.1 und B.1617.2)“
wurde eine eigens generierte Datenbank genutzt. Fiir diese Datenbank wurden regelmallig
Sequenzen und Mutationsprofile von GISAID heruntergeladen (https://www.gisaid.org/).
Diese Datenbank enthilt nur Informationen von vollstindigen SARS-CoV-2-Genomen, die aus
klinischen Proben in GISAID gemeldet wurden.

Fiir die Datenanalyse wurde das SARS-CoV-2 Research Plug-in Package verwendet, welches mit
der Ion Torrent Suite Software (v5.12.2) des Ion S5 Sequenzierers installiert ist. Dabei wurde
das Plugin SARS CoV_2_ coverageAnalysis (v5.16) verwendet, das die generierten Reads einem
SARS-CoV-2-Referenzgenom (Wuhan-Hu-1-NC_045512/MN908947.3) unter Verwendung der
in der Torrent Suite enthaltenen TMAP-Software zuordnet. Fiir die Mutationen wurden
zusétzliche Ion-Torrent-Plugins verwendet. Zunichst wurden alle Einzelnukleotidvarianten
(SNVs) mit dem Variant Caller (v5.12.0.4) mit den Standardparametern ,,Generic — S5/S5XL
(510/520/530) — Somatic — Low Stringency“ aufgerufen. Anschlielfend wurde zur Annotation
und Bestimmung des Basensubstitutionseffekts COVID19AnnotateSnpEff (v1.3.0.2), ein
explizit fiir SARS-CoV-2 entwickeltes Plugin verwendet.

Die bedenklichen Varianten, (VOCs, hier B.1.1.7, B.1.1351, P.1 und B.1.617.2) wurden
basierend auf der Abundanz einer Kombination von Mutationen, die mit der entsprechenden
VOC assoziiert sind, charakterisiert. Dazu wurde ein Zwei-Indikator-Ansatz verwendet, um das
Vorhandensein der VOCs in den Abwasserproben zu erfassen:

(1) Mindestens 5 Mutationen jeder Abstammungslinie aus ausgewéhlten charakteristischen
Mutationen sollten in der Abwasserprobe vorhanden sein.

(2) Unter diesen 5 Mutationen sollte mindestens eine Mutation vorhanden sein, die fiir die
jeweilige VOC charakteristisch ist, d.h. alleinig in dieser VOC vorkommt.




Die Bestimmung der Héaufigkeit einer VOC (RA) basiert auf dem Verhéltnis der Summe der
Read-Héaufigkeit der Mutationen (M;) eines VOC durch die Summe der Read-Hé&ufigkeit aller in
einer Probe gefundenen Mutationen (M,).

RA =100
Mg
mit:  RA: Relative Abundanz einer einzelnen VOC
Ms; Summe der Read-Abundanz der charakteristischen Mutationen einer VOC
M.:  Summe der Read-Abundanz aller in einer Probe gefundenen Mutationen




3 Ergebnisse

3.1 Status zu Beginn des Projekts

Im Januar 2020 wurde erstmals iiber ein neuartiges Coronavirus (SARS-CoV-2) als Ausloser
einer {iberwiegend durch Tropfcheninfektion {ibertragenen respiratorischen Erkrankung
(COVID-19) berichtet (Trimborn et al., 2021). Seitdem die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) COVID-19 aufgrund von weltweit zunehmenden Fallzahlen zur Pandemie erklarte,
stellt das Infektionsgeschehen eine Ausnahmesituation fiir die gesamte, globale, offentliche
Gesundheit dar (WHO, 2020). Die Krankheit dufert sich in Symptomen wie Fieber, Myalgie,
Miidigkeit und trockenem Husten und hat inzwischen praktisch jedes Land der Welt erreicht.
Bisher wurden mehr als 150 Millionen bestitigte Fille gemeldet. Die Pandemie hat in vielen
Landern zu landesweiten Lockdowns und Kontaktbeschrankungen gefiihrt, um die Ausbreitung
der Krankheit zu verhindern (Kataki et al., 2021).

Durch die andauernde Ausbreitung von SARS-CoV-2 hat sich das Virus seit den ersten
Infektionen genetisch verdndert. Denn das Virus hat eine rasche Anpassung an den neuen Wirt
und besonders Mutationen in den Bindungsstellen des Spike-Proteins konnen die Infektidsitat
des Virus erhohen (Korber et al., 2020). Die meisten Mutationen verschwinden wieder, einige
haben jedoch das Potential, das Verhalten der Viren zu verdndern.

Aufgrund von neuen Erkenntnissen in der Molekularbiologie gehort das Sars-CoV-2 Virus schon
jetzt zu den genetisch am besten analysierten Krankheitserregern. Auf der Plattform GISAID
werden fast tdglich die Ergebnisse von Genom-Analysen aus der ganzen Welt hochgeladen.
Besonders im Bereich der Humanmedizin werden in Deutschland entsprechend der Inzidenzen
ca. 10% der positiv getesteten Proben mit der Genomsequenzierung analysiert (Robert-Koch
Institut).

Die Genomsequenzierung von Abwasser hat sich zusétzlich fiir die Analyse von Humanproben
in den letzten Monaten zu einem hilfreichen zusatzlichen Analysetool entwickelt. Dabei werden
24-h Mischproben aus dem Zulauf entnommen und die Virus-RNA extrahiert und anschlie3end
genomsequenziert. Der Vorteil dieser Methode ist, dass dabei ein Querschnitt der Infektionen
durch das Stadtgebiet gezogen werden kann und sowohl Personen, die symptomfrei sind und
daher nicht detektiert werden konnen, als auch Personen, die sich nicht testen lassen, mit
erfasst werden konnen (Agrawal et al.,, 2021b). Als zusatzlichen Vorteil bietet die
Genomsequenzierung von Abwasser auch die Moglichkeit, Mutationen friihzeitig zu entdecken
und neu auftretende Mutationen nachzuweisen und den Trend von besorgniserregenden
Varianten (variants of concern, VOC) zu verfolgen (Agrawal et al., 2021a).

Zum Start der Probenahme in Wiesbaden meldete das Robert-Koch-Institut zur aktuellen Lage
einen folgenden Wochenbericht:

Die 7-Tages-Inzidenz lag deutschlandweit bei 153 Féllen pro 100.000 Einwohner und es konnte
eine Abschwichung des starken Anstiegs der Fallzahlen festgestellt werden. Der 7-Tage-R-Wert
lag unter 1. Die VOCs zum Zeitpunkt Ende April wurden aufgefiihrt als: B.1.1.7 (alpha-
Variante), B.1.351. (beta-Variante) und P.l (gamma-Variante). Die Variante B.1.1.7 war der
vorherrschende COVID-19- Erreger (Robert-Koch Institut).




3.2 Nachweise der Viren-RNA mittels PCR

Wahrend der acht-wochigen Beprobung des Hauptklarwerks Wiesbaden (Abbildung 1) und des
Klarwerks Wiesbaden-Biebrich (Abbildung 2) wurden Messungen zur Detektion der Viren RNA
und zur anteiligen Bestimmung der Alpha-Variante (B.1.1.7) durchgefiihrt und den
Meldezahlen des RKI und des Gesundheitsamts Wiesbaden gegeniibergestellt. Die Beprobung
startete bei einer Inzidenz von ca. 160 und lag am Ende der acht Wochen bei 11. Die
Konzentration von SARS-CoV-2 lag am 28.04.2021 bei 10> Genkopien / L fiir das HKW und
2-10° Genkopien / L fiir das KWB.

Wiahrend des Probenahmezeitraums blieben die Werte fiir das HKW und KWB bis zum
12.05.2021 weitest gehend konstant und sanken dann leicht auf 10* Genkopien / L ab. In der
darauffolgenden Woche konnte dann wieder ein Anstieg gemessen werden bevor die Werte bis
zum 09.06.2021 auf 10° Genkopien / L absanken. Bei der letzten Probenahme am 16.6.2021
lagen die Werte im HKW schon unter der Bestimmungsgrenze und im KWB bei 6:10° Genkopien
/ L. Der Anteil an AA Mutationen lag im HKW dabei durchgehend im Bereich zwischen 90 und
99%, jedoch konnte auch hier im Juni ein deutliches Absinken der Viruslast festgestellt werden.
Dagegen konnten im KWB groRere Schwankungen zwischen 85% und 100% nachgewiesen
werden und ebenfalls ein deutliches Absinken der Viruslast seit Anfang Juni. Zum letzten
Probenahmezeitpunkt lagen die PCR Bestimmungen fiir die Varianten unter der

Bestimmungsgrenze.

Diese Ergebnisse entsprechen auch den Erwartungen, da der Lagebericht des Robert-Koch
Instituts zu diesem Zeitpunkt eine deutschlandweite Inzidenz von 10 Féllen pro 100.000
Einwohner vermeldete und ebenfalls einen deutlichen Riickgang mit einem stark abflachenden
Trend. Allerdings hat das RKI iiber den gesamten Zeitraum der Probenahme eine weitere VOC
festgelegt, dabei handelt es sich um die Variante B.1.617.2 (delta-Variante), die aus diesem
Grund dann auch in die Analysen miteingeflossen ist.
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Abbildung 1: Inzidenzen des Stadtkreises Wiesbaden (RKI, https://survstat.rki.de/Content/Query/Create.aspx),
Inzidenzwerte des Einzugsgebietes des Hauptklarwerks Wiesbaden (Daten Gesundheitsamt Wiesbaden),
Konzentrationen von SARS-CoV-2 im Rohabwasser und prozentualer Anteil der Ajpha-Variante B.1.1.7 anhand der
drei Mutationen N501Y, P681H und Del69/70. (n.b.: nicht bestimmbar)
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Abbildung 2: Inzidenzen des Stadtkreises Wiesbaden (RKI, https://survstat.rki.de/Content/Query/Create.aspx),
Inzidenzwerte des Einzugsgebietes des Klarwerks Wiesbaden-Biebrich (Daten Gesundheitsamt Wiesbaden),
Konzentrationen von SARS-CoV-2 im Rohabwasser und prozentualer Anteil der Ajpha-Variante B.1.1.7 anhand der
drei Mutationen N501Y, P681H und Del69/70. (n.b.: nicht bestimmbar)

In Abbildung 3 und Abbildung 4 sind die PCR Daten korrigiert mit dem Klaranlagenzulauf als
Tagesfracht an SARS-CoV-2 Genkopien / d dargestellt. Die Trends zeigen einen sehr dhnlichen
Verlauf im Vergleich zur Konzentration-basierten Darstellung. Die Frachten von SARS-CoV-2
lagen am 28.04.2021 bei je 10'® Genkopien / Tag fiir das HKW und KWB. Diese Fracht-basierte
Darstellung zeigt fiir das HKW deutlichere Schwankungen iiber den gesamten Probezeitraum
als die Konzentrationen. Wiahrend am 19.05.2021 der Wert auf 10'2 Genkopien / Tag absank,
stieg er in der darauffolgenden Woche wieder auf 10'® Genkopien / Tag an und sank dann
erneut konstant im Juni 2021 auf 10! Genkopien / Tag. Dagegen blieben die Werte fiir das
KWB bis zum 12.05.2021 konstant, sanken dann leicht auf 102 Genkopien / Tag und fielen
stetig weiter iiber die gesamte Zeit der Probenahme auf 10! Genkopien / Tag. Von den acht
Probennahmetagen war an zwei Tagen (12.05. und 26.05.2021) Regenwetterzufluss und die
Zulaufmenge lag ca. bei der 2-3 fachen Abwassermenge im Vergleich zu den
Trockenwetterzufliissen an den anderen Tagen.
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Abbildung 3: Inzidenzwerte des Einzugsgebietes des Hauptklarwerks Wiesbaden (Daten Gesundheitsamt

Wiesbaden), Fracht an SARS-CoV-2 im Rohabwasser und prozentualer Anteil der AjphaVariante B 1.1.7.
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Abbildung 4: Inzidenzwerte des Einzugsgebietes des Klarwerks Wiesbaden-Biebrich (Daten Gesundheitsamt
Wiesbaden), Fracht an SARS-CoV-2 im Rohabwasser und prozentualer Anteil der Ajpha-Variante B.1.1.7.

3.3 Genomsequenzierung

Zusatzlich zu der konventionellen qPCR, wurde im Rahmen des Projekts auch Genomanalysen
von SARS-CoV-2 in den Proben durchgefiihrt. Hierbei ist das Ziel, die jeweiligen Mutationen
und VOCs in den Proben zu bestimmen um anschlielend die Trends in der prozentualen
Verteilung der Mutationen und VOCs friihzeitig zu erkennen.

Abbildung 5 fasst die Daten der Genomsequenzierung zusammen. Der Fokus lag darauf, die
Anteile der Variantes of Concern (VOCs) anteilig zu bestimmen. Fiir das HKW zeigte sich, dass
der Anteil der Delta-Variante am 12.05. schon bis zu 25 % auszumachen schien. Dieser Trend
bestatigte sich fiir die Messung am 16.06.2021 mit einem Anteil der Delta-Variante von ca. 60
%. Zu beachten ist jedoch, dass es aufgrund der niedrigen Inzidenzwerte und damit der
geringen Virenlast im Abwasser zu Unsicherheiten bei der Sequenzierung und der
Datenauswertung kommen konnte. Auch in den Proben des KWB lief3 sich ein ansteigender
Trend bzgl. der Delta-Variante erkennen, jedoch ist auch hier auf die Problematik der niedrigen
Inzidenz und damit Viruslast hinzuweisen. Eine Einschatzung zu den Wahrscheinlichkeiten des
Auftretens der VOCs findet sich in Abbildung 7.
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Abbildung 5: Relative Haufigkeit der Virus-Varianten Ajpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351) und Defta (B.1.617.2)




Eine detaillierte Aufschliisselung des Vorkommens der Spike-Proteinmutationen ist dem
Anhang zu entnehmen (Abbildung-A 2).

Zusétzlich wurden am 17.06.2021 Schopfproben aus dem Kanalnetz und KWB entnommen, um
eine zusitzliche Aussage fiir einen Teilbereich in Wiesbaden treffen zu konnen, da hier kurz
zuvor vom Gesundheitsamt ein vermehrtes Auftreten der Delta-Variante beobachtet wurde. Die
Auswertung der Schopfproben aus dem Kanal zeigt sehr deutlich einen Anteil von 100% der
Delta-Variante und unterstreicht damit den Trend, der bereits in den Proben seit Anfang Juni
festgestellt werden konnten (Abbildung 6). Fiir die korrespondierende Zulaufprobe des KWB
lag der Anteil der Delta-Variante bei ca. 20 %. Hier zeigt sich auch der Vorteil einer sehr
punktuellen Analyse im Kanalnetz fiir zukiinftiges SARS-CoV-2 Monitoring im Abwasser.
Wahrend in der Humanmedizin nur ein Bruchteil der Proben gemessen werden, konnen durch
die Analyse von nur einer Probe aus dem Kanalnetz bereits ein bedeutender Teil der Einwohner
dieses Gebiets abgedeckt werden und dadurch frithzeitig in das Infektionsgeschehen
eingegriffen werden.
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Abbildung 6: Schépfproben aus dem Kanal und dem Zulauf des KWB vom 17.06.2021

In Abbildung 7 sind die jeweiligen Mutationen bezogen auf die jeweiligen VOCs entsprechend
ihrer Pravalenz aufgezeigt. Dabei versteht man unter Pravalenz die Anzahl der Mutationen, die
charakteristisch fiir die jeweilige VOC sind, in Relation zu der Anzahl aller gefundenen
Mutationen. Je hoher der Wert ist, desto hoher ist die Pravalenz der jeweiligen VOC, aufgrund
einer hoheren Anzahl an Mutationen in der Probe.

Die Ergebnisse der Proben des HKW zeigen, dass die Beta-Variante Ende April lediglich eine
untergeordnete Rolle spielt, wohingegen die Alpha-Variante konstant vorherrschte. Erst als die
Delta-Variante als neue VOC Mitte Juni nachgewiesen wurde, verschob sich dieser Faktor von
der Alpha-Variante zur Delta-Variante. Ein dhnliches Bild zeigte sich auch bei den Ergebnissen
der Proben des KWB, bei denen ebenfalls im gesamten Zeitraum die Alpha-Variante konstant
eine vorherrschende Rolle einnahm. Nur am 28.04. und 12.05 zeigte sich eine geringe




Pravalenz fiir die Beta-Variante und sowie am 12.05. und 08.05. fiir die Delta-Variante. Es ist
wahrscheinlich, dass sich die Pravalenz im Zeitraum Juni bis Juli deutlich zur Delta-Variante
verschoben hat.

Ein Vergleich mit den gemeldeten Fallen des Gesundheitsamtes (Abbildung-A 1) konnte das
Auftreten der Delta Variante ca. 2-3 Wochen vor den ersten klinischen Meldungen im Abwasser
bereits detektiert werden.
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Abbildung 7: Ubersicht tiber die Wahrscheinlichkeit der Prévalenzen der jeweiligen Mutationen der VOCs in den
Proben des HKW (links) und KWB (rechts); eine starke Pravalenz ist durch die Farbe dunkelrot gekennzeichnet und
eine sehr geringe Pravalenz durch die Farbe grau.

Coronaviren sind membranumhiillte RNA-Viren und bilden Virionen, die grofde (20-25 nm
lange) Oberflachenproteine (Spikes) besitzen. Das S (Spike)-Protein ist fiir den Eintritt in die
Wirtszelle zustdndig und besteht aus zwei Untereinheiten: die S1-Untereinheit enthélt die
receptor binding domain (RBD), die an den Wirtszellrezeptor bindet; die S2-Untereinheit
vermittelt danach die Fusion von Virushiille und Zellmembran (Laue et al., 2021). Gerade die
VOC B.1.1.7 zeichnet sich durch eine hohe Anzahl an Mutationen im Spike Protein aus und
zeigt dadurch eine héhere Ubertragbarkeit des Virus, eine héhere Rate an infizierten
Kontaktpersonen, eine erhohte Fallsterblichkeitsrate sowie eine 1.5-fach erhohte
Reproduktionszahl dieser Variante (Robert-Koch Institut). In Abbildung 8 ist daher die
Abundanz aller Mutation im S-Protein dargestellt, die charakteristische Mutationen fiir die
Alpha-Variante B.1.1.7 sind (Deletion H69/V70; Deletion 144; N501Y, A570D, D614G, P681H,
T716I, S982A, D1118H). Diese Daten sind ergidnzend zu der qPCR Analyse, die im Rahmen
dieses Projekts fiir B.1.1.7 durchgefiihrt wurden.

Dabei zeigt sich fiir beide Kldranlagen iiber den gemessenen Zeitraum eine deutliche Abnahme
der Abundanz, die am 16.06.2021 kaum noch messbar ist. Das entspricht auch den Ergebnissen,
die mit der qPCR erzielt wurden.
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Abbildung 8: Abundanz aller Mutation im S-Protein, die charakteristische Mutationen fiir die VOC B.1.1.7 darstellen
fir das HKW (links) und KWB (rechts).
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4 Zusammenfassende Bewertung

Das Projekt in Zusammenarbeit mit den Entsorgungsbetrieben der Landeshauptstadt
Wiesbaden (ELW), die die Proben in den Zuldufen ihrer beiden Kldranlagen (HKW und KWB),
und der TU Darmstadt lieferte der Stadt und dem Gesundheitsamt Wiesbaden Analysen von
SARS-CoV-2 aus Abwasserproben im Zeitraum von Ende April bis Mitte Juni 2021. Dabei
konnten sowohl mittels qPCR der Trend der SARS-CoV-2 RNA iiber den zu untersuchenden
Zeitraum detektiert, als auch eine erfolgreiche Genomanalyse mittels Next Generation
Sequencing durchgefiihrt werden. Die Vorteile des abwasserbasierten Monitorings haben sich
zum einen durch die schnelle Analyse eines punktuellen Ausbruchs im Stadtgebiet Wiesbadens
gezeigt, sowie durch den frithzeitigen Nachweis der delta-Variante als diese erst sehr vereinzelt
in Humanproben nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich zu klinischen Daten wurde eine
2 Wochen friihere Zunahme des Anteils der Delta-Variante basierend auf der
Abwassergenomsequenzierung beobachtet (Abbildung 5, Abbildung-A 1).

Der potenzielle Vorteil der Umweltiiberwachung in abwasserbasiertem Monitoring besteht
darin, dass sie den Gesamtzustand eines bestimmten Einzugsgebiets mit viel weniger Aufwand
als die klinische Uberwachung vorhersagen kann. Durch die zeitnahe Untersuchung der
Abwasserproben kann die WBE einen Einblick in die Ausbruchssituation im gesamten
Einzugsgebiet geben. Im Gegensatz dazu erfordert die klinische Uberwachung mehr Zeit und
Kosten fiir die Probenentnahme und das Testen. Ein weiterer grof3er Vorteil der WBE ist die
Erfassung von Personen mit asymptomatischen und prasymptomatischen Infektionen, die
moglicherweise nicht in die klinische Uberwachung einbezogen werden.

Die europdische Kommission empfiehlt Stadten {iber 150.000 Einwohner bis Anfang Oktober
ein funktionierendes abwasserbasiertes Monitoring zu etablieren. In diesem Projekt konnten
deutlich die Vorteile eines solchen Konzepts herausgearbeitet werden und verdeutlichen auch,
dass eine enge Zusammenarbeit zwischen Gesundheitsamt, Stadtverwaltung und Klaranlage
die Moglichkeit bietet, frithzeitig auf neue VOCs oder punktuelle Hotspots zu reagieren und
dabei auch bei sinkenden Fallzahlen, Lockerungen fiir die Bevolkerung schneller zu
ermoglichen.
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Anhang

®8.1.1.7 (Alpha) ®B.1.351 (Beta) ®8,1.1.28.1 (Gamma)
® B.1.351 oder B.1,1.28.1 (Beta- oder Gamma) mB.1.617.2 (Delta) ®8.1.617 und B.1.617.x (evt. Delta)
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Abbildung-A 1: Anzahl ausgewahlter Varianten von SARS-CoV-2 nach Meldewoche 2020 in Wiesbaden, Daten des
Gesundheitsamts Wiesbaden. (Stand 09.07.2021)
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Abbildung-A 2: Heat-Map der Haufigkeit ausgewahlter, charakteristischer AA Mutationen (der Spike-
Proteinmutationen) und deren Zuordnung zu den entsprechenden VOCs. Diese Mutationen werden von der ECDC
als charakteristische Mutationen fur die Bestimmung der VOCs auch in den Abwasserproben genutzt. Es ist wichtig
zu beachten, dass einige gemeinsame Mutationen fir mehrere VOCs charakteristisch sind.

14





