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SARS-CoV-2-Abwassersurveillance in Deutschland
im Rahmen des Projekts AMELAG

Einleitung

Die systematische Uberwachung von Infektions-
erregern im Abwasser wird als Abwassersurveillance
bezeichnet. Ausgeldst durch die COVID-19-Pande-
mie wird die Abwassersurveillance inzwischen
weltweit im Rahmen des praventiven Gesundheits-
schutzes genutzt. Als Erginzung zu bestehenden
Surveillancesystemen soll mittels der Abwassersur-
veillance die Verbreitung von Infektionskrankheiten
erfasst und Riickschliisse auf die Infektionsdyna-
mik ermdéglicht werden. Aus zahlreichen nationa-
len und internationalen Studien ist bekannt, dass
Krankheitserreger wie SARS-CoV-2 bereits vor dem
Auftreten von klinischen Symptomen tiber die Aus-
scheidungen infizierter Personen in das Abwasser
gelangen und dort nachgewiesen werden kénnen.™
Im Vergleich zu individuellen Testungen kann
durch die Abwasserbeprobung die Entwicklung des
Infektionsgeschehens unabhingig von der aktuel-
len diagnostischen Teststrategie bzw. der Inan-
spruchnahme medizinischer Dienstleistungen
durch die Bevolkerung verfolgt werden.

Seit Anfang 2020 wird die SARS-CoV-2-Abwasser-
surveillance in Deutschland in verschiedenen Pro-
jekten aufgebaut und umgesetzt, zusammengefasst
Monitoring). Diese Projekte wurden vom Bundes-
ministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)
finanziert und durch Projekte erginzt, die von den
Bundeslindern finanziert wurden. Von November
2021 bis Mirz 2023 erfolgte {iber das von der Euro-
péischen Union (EU) geforderte Pilotprojekt ESI-
CorA (Emergency Support Instrument zur Einfith-
rung eines nationalen SARS-CoV-2-Abwassermoni-
torings) ein erstes bundesweites Projekt zur Abwas-
sersurveillance. Die Beprobungen von 20 Modell-
Kliranlagen in ESI-CorA zusammen mit den ca.
30 Standorten von CoroMoni waren Grundlage fiir

Das Projekt AMELAG

Das Projekt ,Abwassermonitoring fiir die epide-
miologische Lagebewertung“ (AMELAG) schlief3t
mit einer Laufzeit von November 2022 bis Dezem-
ber 2024 an die bisherigen bereits genannten Pro-
jekte an. Mit einer durch das Bundesministerium
fur Gesundheit (BMG) zur Verfiigung gestellten
Fordersumme von 27 Mio. Euro ist der Umfang der
Abwassersurveillance auf mittlerweile 163 Klir-
anlagen (Stand: 12.06.2024) ausgeweitet worden.
Das Projekt verfolgt unter gemeinsamer Leitung
von Robert Koch-Institut (RKI) und Umweltbun-
desamt (UBA) das Ziel, die Viruslast und die zirku-
lierenden SARS-CoV-2-Varianten im Abwasser zu
uberwachen, Forschungsfragen zu bearbeiten, Ver-
fahren zur Detektion weiterer Erreger zu etablieren
und die gesamte Kette von Probenahme in der Klir-
anlage bis zur Datenbewertung zu erweitern, zu
harmonisieren und zu optimieren. Beteiligt sind
unter anderem Kliranlagenbetreibende, Landes-
labore, Forschungsinstitute, der Sanititsdienst der
Bundeswehr, die Technische Universitit Darmstadt
sowie weitere Universititen und kommerzielle
Laborbetriebe. Fiir die Umsetzung des Projekts
wurden Strukturen zur behordentibergreifenden
Zusammenarbeit auf Linder- und Bundesebene
geschaffen, die Behorden aus dem Abwasser- und
Gesundheitsbereich interdisziplinir verkntipfen.
Der aufwendige Aufbau des Abwassermonitorings
schlief3t verschiedenste Faktoren der Probenahme,
Logistik, Analytik, Datenauswertung und -interpre-
tation ein. Das Abwassermonitoring wird durch
zahlreiche Forschungsprojekte begleitet, die in einer
Ubersicht auf der Webseite des RKI zur Abwasser-
surveillance zu finden sind.* Mit AMELAG werden
somit Strukturen und Netzwerke fiir die bundes-
weite Abwassersurveillance aufgebaut und etabliert,
damit dem Offentlichen Gesundheitsdienst zukiinf-
tig Daten zum Auftreten und zur Infektionsdynamik
von verschiedenen Erregern im Abwasser zur Ver-
figung stehen.


https://de.dwa.de/de/coromoni.html
https://www.ptka.kit.edu/AbschlussPilotbetrieb.html
https://www.rki.de/abwassersurveillance
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A. Auswahl der Kldranlagen

Die Kliranlagen wurden von den Bundeslindern,
dem UBA und dem RKI nach den Kriterien Grofe,
technische Voraussetzungen, Bereitschaft, Daten-
kontinuitit, Lage, Art und spezielle Einleiter (z.B.
Einleitungen aus Industrie und Gewerbe) ausge-
wihlt. Dabei wurde auch auf eine Fortfithrung der
Beprobung von Kliranlagen vorangegangener Pro-
jekte geachtet, die zuvor in linderfinanzierten Pro-
jekten oder in Forschungsprojekten organisiert wa-
ren. Weitere Kldranlagen wurden vertraglich direkt
an das Projekt angebunden. Es sind alle Bundes-
linder bei AMELAG vertreten. An die mittlerweile
beprobten 163 Klirwerke (Stand 12.6.2024) ist etwa
ein Drittel der Gesamtbevolkerung Deutschlands
angeschlossen.

Probeentnahme und Logistik

Die Probeentnahme erfolgt mit Hilfe eines automa-
legten Stelle, in der Regel nach dem Sandfang am
Zulauf der Kliranlage, wird zweimal pro Woche

Automatischer
Probenehmer

Entnahme von Abwasser
am Zulauf der Kliranlage
verteilt

Nukleinsdure-Extraktion
mittels gebrauchs-
fertigem Kit

Reinigung und
Aufkonzentrierung der
Abwasserprobe, z.B.
durch vakuumbasiertes
Absaugen auf eine
Filterséule

Probe wird iiber 24 Stun-
den auf Einzelflaschen

Fraktionierung der
PCR-Reaktion in einzelne
Droplets, wenn
beispielsweise die digitale
PCR eingesetzt wird

eine Abwasserprobe entnommen. Hier befinden
sich bereits weniger Fest- und Grobstoffe im Abwas-
ser. So wird der automatische Probenehmer vor
Blockaden geschiitzt und spiter die Aufbereitung
der Proben im Labor vereinfacht. Die Probenehmer
sind temperiert (5°C+3°C) und erzeugen iiber
24 Stunden automatisch konfektionierte Proben,
die zunichst in Einzelflaschen abgefiillt werden.
Anschliefend werden die Proben zusammenge-
fuhrt, die Mischprobe homogenisiert und insge-
samt ein Liter der Probe in eine vorbereitete Proben-
Temperatur und elektrische Leitfihigkeit der Roh-
abwasserprobe bestimmt. AbschlieRend erfolgen
Kennzeichnung und Transport der Probe in das je-
weilige Analyselabor.

Die 24-Stunden-Mischproben werden in der Regel
dienstags und donnerstags bei der Kliranlage abge-
holt und temperiert in die zustindigen Analytik-
labore geliefert. Essenziell fur die Quantifizierung
der SARS-CoV-2-Viruslast ist das Einhalten der

Probe wird vermischt
und homogenisiert

Ein Liter der Mischprobe
wird abgefiillt und gekiihlt
versendet

Transkription der RNA

in cDNA (RT) und
Amplifizierung von
mindestens zwei
SARS-CoV-2-spezifischen
Genfragmenten im
Thermocycler

Quantifizierung der
Genfragmente mittels
Droplet-Reader und
Analyse-Software fiir die
digitale PCR

Abb. 1| Probenahme (obere Reihe) und beispielhafter Arbeitsablauf im Labor (untere Reihe)

RT = Reverse Transkriptasen; PCR = Polymerase-Kettenreaktion
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Kiihlkette, weshalb die Probe bei 5° C+3° C transpor-
tiert wird. Um moglichst aktuelle Daten liefern zu
konnen, wird sichergestellt, dass die Probe spites-
tens nach 24 Stunden in den zustindigen Laboren
eintreffen. Die Anforderungen fiir die Probenahme
sind in einem technischen Leitfaden zur Probe-
nahme fiir Abwasser zusammengefasst.*

B. Probenaufbereitung und Quantifizierung
der SARS-CoV-2-Viruslast

Im Labor wird die Probeneingangstemperatur kon-
trolliert und somit die intakte Kithlkette tiberpriift.
Die Proben werden in einem Uberkopfschiittler ho-
mogenisiert, bevor ein Probenaliquot (i.d.R.
40-100 ml) fiir die Aufkonzentrierung der SARS-
CoV-2-Fragmente entnommen wird. Die Proben
werden zeitnah verarbeitet, denn flir moglichst
prizise Messergebnisse diirfen diese maximal fiinf
Tage im Kiihlschrank bei 4— 8°C zwischengelagert
werden. Ein Einfrieren der Proben sollte vermieden
werden, da die gemessene Viruslast nach Auftauen
im Vergleich zur Ausgangsprobe signifikant ab-
nimmt.

Zur Probenaufbereitung erfolgt bei vielen Metho-
den ein Zentrifugationsschritt, um Feststoffpartikel
abzutrennen. Danach wird durch Fillung mit Poly-
ethylenglykol, druck- oder vakuumbasierter Filtra-
tion, zentrifugaler Ultrafiltration oder Ultrazentrifu-
gation die Konzentration der Virusbestandteile er-
hoht. Die Wahl der Aufkonzentrierungsmethode ist
abhingig von Probenvolumen, Effizienz der Metho-
de und Eignung fiir das untersuchte Virus, aber
auch von der jeweiligen Laborausstattung.

Nach der Viruskonzentrierung werden die Nuklein-
sduren extrahiert, entweder in Gesamtform (DNA +
RNA) oder spezifisch nur die RNA. Hierfiir sind
kommerzielle Kits erhiltlich, die meist auf der orga-
nischen Extraktion mit Phenol, Wasser und Alkohol
oder silikabasierten Filtersdulen beruhen. Die extra-
hierten Nukleinsiuren werden in 50-200pL
nukleasefreiem Wasser aufgenommen und aliquo-
tiert bei —80°C (Langzeitlagerung) oder bei —20°C
(stabil fiir ca. einen Monat) eingefroren.

Zum eindeutigen Nachweis von SARS-CoV-2 wird
empfohlen, mindestens zwei unterschiedliche Gen-
abschnitte mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion (QPCR) oder digitaler PCR (dPCR) zu
analysieren. Die qPCR ist fiir diagnostische Labora-
torien ein Routineverfahren und der darauf basie-
rende SARS-CoV-2-Nachweis ist vielfach erprobt.®
Die Vorteile der neueren dPCR sind Unabhingigkeit
von Standardkurven fiir die Quantifizierung und hé-
here Prizision der Messwerte. Durch die Partition
der PCR in diverse Einzelreaktionen innerhalb des
Reaktionsgefifles sind Sensitivitit und Inhibitoren-
resistenz erhoht.?

Die im AMELAG-Projekt ausgewihlten Zielgene
fur die PCR sind die Gene fiir Nukleokapsid (Ni,
N2), Hiillprotein (E), Polymerase (RdRp), Spikepro-
tein (S) und Open Reading Frame (ORF). Die Kon-
zentration der SARS-CoV2-Genfragmente aus der
Abwasserprobe wird in der Regel in Genkopien pro
Liter angegeben. Jedes Labor soll basierend auf den
verwendeten Methoden fiir Anreicherung, Extrak-
tion und Quantifizierung eine eigene Bestim-
mungsgrenze (LOQ, Limit Of Quantification) fur
jede detektierte Gensequenz ermitteln.

Zusitzlich zur SARS-CoV-2-Konzentration wird
mindestens ein sogenanntes Surrogatvirus quanti-
fiziert, das als Qualititskontrolle und Normalisie-
rungsparameter dienen kann. Gingige Optionen
sind CrAssphage (Cross-assembly phage) und PMMoV
(Pepper mild mottle virus).o"

Dem Labor stehen verschiedene Protokolle zur Ver-
fiigung. Bisher gibt es keine standardisierten Proto-
kolle, mit einem technischen Leitfaden zur molekular-
biologischen Analytik sind jedoch Rahmenbedin-
gungen vorgegeben.* Die Labore sind angehalten,
gewihlte Methoden nach Moglichkeit unverindert
beizubehalten, um die Kontinuitit der Daten zu ge-
wihrleisten. Ein deutschlandweiter Laborvergleich
der angewendeten Verfahren ist im Rahmen von
AMELAG fiir Sommer 2024 geplant.

Die Lagerstabilitit der Proben, tagesabhingige
Variabilitit der Zusammensetzung des Rohabwas-
sers an jedem Standort (z. B. potenzielle Starkregen-
ereignisse, Industrieeinleiter, Tourismus-/Pendler-
bewegungen) sowie die verwendete Analytik sind
mogliche Einflussgrofien fiir die Bestimmung der
Viruslast. Sie beeinflussen Genauigkeit und Ver-
gleichbarkeit standortspezifischer Datensitze und
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miissen bei der Datenanalyse beriicksichtigt wer-
den. Daher verfolgt das UBA eine Methodenidenti-
fizierung zur potenziellen Harmonisierung der
Labormethoden sowie zur Qualititsbewertung der
Labordaten.

C. Dateniibermittlung

Die Verarbeitung der PCR-Messwerte sowie der
Daten der Kliranlage erfolgt in der browserbasier-
ten Webanwendung , Pathogene im Abwasser* (PiA).
Der PiA-Monitor dient als zentrale Plattform fiir
einen praxistauglichen, harmonisierten und trans-
parenten Datenfluss zur Bereitstellung qualititsge-
sicherter Daten und wird vom UBA gepflegt.

Erfasst werden unverinderliche Daten (Stamm-
daten) zu Kliranlagen und Laboren sowie variable
Daten zum Probenahmezeitpunkt (Monitoring-
daten). Zu den Stammdaten der Kliranlage zihlen
beispielsweise Ausbaugréfle, Trockenwetterabfluss
und Probenahmestelle. Die Stammdaten der Labore
beinhalten unter anderem Aufkonzentrierungsme-
thode, verwendetes Extraktionskit, angewandte PCR-
Methode und Zielgene.

Als Monitoringdaten miissen von den Kliranlagen
Parameter wie Volumenstrom, Leitfihigkeit und
pH-Wert erfasst und an das Labor iibermittelt wer-
den. Der Datensatz wird laborseitig mit den SARS-
CoV-2-PCR-Ergebnissen aus den Rohabwasserproben
erginzt und in den PiA-Monitor hochgeladen.

D. Datenqualititspriifung und Normalisierung
Die Datensitze werden einer Qualititspriifung,
Normalisierung sowie verschiedenen statistischen
Analysen unterzogen. Dabei erfolgt auch die Ag-
gregation der gemessenen SARS-CoV-2-Genkopien
der Zielgene durch Anwendung des geometrischen
Mittels.

Der Volumenstrom einer Kliranlage wird durch
eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst, die unter-
schiedlich lange andauern. Beispielsweise konnen
kontinuierliche und diskontinuierliche Abwasser-
einleitungen von Industriebetrieben sowie Fremd-
und Niederschlagswasser (z. B. Starkregenereignisse)
durch Volumenverinderung die Konzentration der
SARS-CoV-2-Genomfragmente im Abwasser beein-
flussen.

Deshalb findet eine Normalisierung der gemittelten
SARS-CoV-2-Genkopien statt. Diese erfolgt mithilfe
des durchschnittlichen Trockenwetterzuflusses (Vo-
lumenstrom ohne Beriicksichtigung von Nieder-
schlagsereignissen und Tauwetter) der jeweiligen
Kliranlage:

Q KA aktuell

Gene normalisiert = x Gene gemittelt

QKA median

Qa akwen: Volumenstrom der Kliranlage im Probenahmezeitraum
Qi median: Median des Volumenstroms der Kliranlage

E. Statistische Analyse
Die Daten werden automatisiert an das RKI iiber-
mittelt. Am RKI werden die Daten weiter analysiert
und grafisch dargestellt.

Zeitreihendarstellung (Ausgleichskurve)

Die gemessenen Viruslasten sind insgesamt und
auch fiir die meisten Standorte linkssteil verteilt, es
gibt also hiufig niedrige Werte und selten sehr hohe
Werte. Deshalb werden die Daten logarithmiert (zur
Basis 10), sodass die Verteilung symmetrischer
wird. Dadurch wird der Einfluss von Ausreifdern im
oberen Bereich der Messwerte auf die Schitzung
der Ausgleichskurve vermindert und die Schitzung
adiquater Konfidenzbinder, welche die Unsicher-
heit der geschitzten Ausgleichskurve abbilden, er-
moglicht.

Zur anschaulicheren Darstellung des Viruslastver-
laufs und von Trends eines einzelnen Standorts wer-
den eine Ausgleichskurve und zugehorige Konfi-
denzbinder berechnet. Die Ausgleichskurve wird
mit der lokal gewichteten Regression (LOESS-
Methode) geschitzt, sodass sich fiir jeden Standort
eine relativ glatte Kurve und fiir jeden Zeitpunkt
(auch zwischen den Messzeitpunkten) eine vorher-
gesagte Viruslast ergeben.” Die verwendeten Konfi-
denzbinder sind punktweise 95 %-Konfidenzinter-
valle (konstruiert mit entsprechendem t-Vertei-
lungsquantil) zu den geglitteten Werten auf der

*  Regressionsanalysen untersuchen Zusammenhange zwischen mehre-

ren Variablen, in diesem Fall der Zeit als unabhangiger und der Virus-
last im Abwasser als abhangiger Variable. Dabei wird anhand eines
mathematischen Kriteriums eine Funktion bestimmt, die den Zusam-
menhang fiir vorliegende Daten bestméglich beschreibt. Diese Funk-
tion erlaubt gleichzeitig, Werte fiir die abhiéngige Variable vorherzusa-
gen, die im Fall einer LOESS-Regression auf einer glatten Kurve liegen.
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Kurve. Details zur LOESS-Methode kénnen auf der
AMELAG-Webseite nachgelesen werden.*

Vorteil der Verwendung eines kreuzvalidierten
LOESS-Verfahrens ist, dass immer auf Basis der bis-
her vorhandenen Daten eine hinsichtlich der Vor-
hersagefihigkeit optimierte Kurve berechnet wird,
die eine leichte visuelle Erfassung der zeitlichen
Entwicklungen der Viruslast ermdglicht. Nachteil
ist, dass sich die Kurve beim Hinzukommen eines
neuen Messwertes zu allen Zeitpunkten verindern
kann. Dennoch spiegelt die Kurve immer das beste
Wissen zur aktuellen Zeit wider. Ahnliche Glittungs-
verfahren werden in anderen Lindern, z. B. in Irland
und in den USA, verwendet.">"” Andere Darstellun-
gen verzichten hingegen auf Glittungsverfahren.'

denzbinder exemplarisch fiir zwei Standorte (Ber-
lin und Jena). Dabei ist zu sehen, dass in Berlin
grundsitzlich niedrigere Viruslasten als in Jena ge-
messen werden.

Trotz der genannten Vorteile der logarithmischen
Darstellungen ist es fiir ein umfassendes Bild rat-
sam, zusitzlich die nicht logarithmierten, d. h. nicht
transformierten Datenpunkte darzustellen, wie dies

bericht aus Finnland geschieht.”

SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser in log,, Genkopien/Liter

Berlin

Juni Aug Okt Dez Feb Apr Juni Aug Okt Dez Feb
2022 2022 2022 2022 2023 2023 2023 2023 2023 2023 2024

Trendberechnung (Heatmap)

Aus den einzelnen Kurven konnen Trends errechnet
und diese beispielsweise je nach Verinderung eines
Wertes zum Vorwochenwert kategorisiert werden
(z.B. in steigend, gleichbleibend und fallend). Die
errechneten Trends nutzt das RKI zur Erstellung ei-
die Trends tiber die Zeit fiir die einzelnen Standorte
(sortiert nach Bundeslindern). Diese Darstellung ist
kompakt und erlaubt auf einen Blick zu sehen, ob
sich Trends iiber viele Standorte hinweg dhnlich ver-
halten. Die Darstellung als Heatmap birgt allerdings
das Problem, dass sich mit Hilfe der Trends nur Ver-
inderungen iiber die Zeit (hier iiber eine Woche)
abbilden lassen, aber nicht der genaue Wert der
Viruslast ablesen lisst. Deshalb ist eine Darstellung
der einzelnen Zeitreihen samt Ausgleichskurve (wie

Details zur Trendberechnung sind in einem techni-
schen Leitfaden zur Datenverarbeitung zu finden.*

Aggregation (aggregierten Kurve)

Neben der Darstellung einzelner Standorte ist auch
die Darstellung aller Standorte in einer aggregier-
ten, gemeinsamen Kurve von Interesse, um die
Viruslast im Abwasser regional tibergreifend ein-
schitzen zu konnen. Die Hohe der gemessenen
Viruslast ist abhingig vom Abwassersystem und
kann sich damit von Standort zu Standort unter-
scheiden. Ebenfalls liegen die Messwerte fiir ver-

Juni Aug Okt Dez Feb Apr Juni Aug Okt Dez Feb
2022 2022 2022 2022 2023 2023 2023 2023 2023 2023 2024

Probenahmedatum

Abb. 2 | SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser lber die Zeit (graue Punkte) samt Ausgleichskurve (schwarze durchgezogene Linie)
und zugeharigen punktweisen 95 %-Konfidenzintervallen (blauer Bereich) fiir die Standorte Berlin (links) und Jena (rechts).
Als Datum der Probenahme wurde jeweils der Tag des Beginns der 24-Stunden-Mischprobe gewihlt.
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Abb. 3 | Beispiel fur eine Heatmap zur Trenddarstellung der SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser fiir verschiedene Standorte.

Trendkategorien:
B ansteigend (definiert als Anstieg um mehr als 15% zur Vorwoche)
I unverindert (Verdnderung zwischen —15% und 15% zur Vorwoche)
fallend (Riickgang um mehr als 15% zur Vorwoche)
keine Daten vorhanden

BB = Brandenburg; BE = Berlin; BW = Baden-Wiirttemberg; BY = Bayern; HB = Bremen; HE = Hessen; HH = Hamburg; MV = Mecklenburg-Vor-
pommern; NI = Niedersachsen; NW = Nordrhein-Westfalen; RP = Rheinland-Pfalz; SH = Schleswig-Holstein; SN = Sachsen; ST = Sachsen-Anhalt
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schiedene Standorte an verschiedenen Tagen und in
unterschiedlichen Zeitrdumen vor, weil z. B. einige
Kliranlagen verspitet mit der Beprobung angefan-
gen haben.

Werden die Messwerte zwischen verschiedenen
Standorten mittels arithmetischem Mittel aggre-
giert, besteht aufgrund der Unterschiedlichkeit der
Standorte das Problem, dass die gemittelten Mess-
werte von einem Messzeitraum (z. B. Tag oder Wo-
che) zum nichsten recht unterschiedlich aussehen
konnen: Theoretisch wire es z. B. moglich, dass an
Montagen Standorte mit grundsitzlich hoheren
Viruslasten beprobt werden, wohingegen an Diens-
tagen Standorte mit durchschnittlich niedrigen
Viruslasten beprobt werden. Dadurch steigt die Va-
riabilitit in der abzubildenden Zeitreihe der Mittel-
werte. Verringert wird dieses Problem der Variabili-
tit durch das Festsetzen einer hoheren Mindestan-
zahl von beprobten Standorten, die in einem Mess-
zeitraum vorliegen miissen, damit ein Mittelwert
itberhaupt ausgewiesen wird. Je hoher diese Min-
destanzahl von beprobten Standorten gewahlt wird,
desto weniger Messzeitriume werden jedoch ausge-
wertet und desto mehr Daten gehen damit verloren.

Ein anderer Ansatz, um die Variabilitit der aggre-
gierten Messwerte zu verringern, mittelt zunichst

alle Messwerte jedes Standorts jeweils fiir einen lin-
geren Zeitraum, z. B. eine Woche, bevor dann diese

SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser in log,, Genkopien/Liter
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Mittelwerte iiber alle Standorte hinweg erneut ge-
mittelt werden. So bildet sich fir die aggregierte
Kurve ein Messwert pro Woche. Dieses Verfahren
hat den Nachteil, dass die aggregierten Messwerte
die einzelnen Messwerte aus einer ganzen (vergan-
genen) Woche enthalten und deshalb etwas an Ak-
tualitit verlieren. Ein Vorteil gegeniiber einem kiir-
zeren Messzeitraum (z. B. tageweise Mittelung) ist
neben einer geringeren Variabilitit der Mittelwerte,
dass von keinem Standort Werte verloren gehen,
solange die Mindestanzahl der Standorte, die zum
aggregierten Wochenwert beitragen miissen, nicht
zu grofs gewihlt wird.** In diesem Fall tragen also
alle Standorte mit ihren Messwerten zur aggregier-
ten Kurve bei. Fiir den vorliegenden Datensatz wer-
den fiir jeden Standort immer mittwochs die Mess-
werte aus den vergangenen sieben Tagen (meistens
zwel Messwerte) gemittelt, bevor diese Mittelwerte
aggregierte Kurve, die durch dieses Verfahren zu-
stande kommt. Die Mittelwerte weichen wenig von
der Ausgleichskurve ab und die LOESS-Kurve wird
mit wenig Unsicherheit geschitzt. Aufgrund der ge-
nannten Vorteile wird im Folgenden die Sieben-

**Im vorliegenden Datensatz sind jede Woche Werte von mindes-
tens 24 Standorten vorhanden. Fiir die hier vorgenommenen
Analysen wird fiir die Mindestanzahl der Standorte, die zum
aggregierten Wochenwert beitragen miissen, zehn Standorte
gewihlt. Somit gehen keine Messwerte verloren.

Aug Okt Dez Feb
2023 2023 2022 2024

Probenahmedatum

Abb. 4 | Aggregierte SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser tiber die Zeit (graue Punkte) samt
Ausgleichskurve (schwarze durchgezogene Linie) und zugehérigen punktweisen 95 %-Konfidenz-
intervallen (blauer Bereich). Die Daten einzelner Standorte wurden tiber eine Woche gemittelt und
die resultierenden Wochenwerte iiber alle Standorte ohne Gewichtung gemittelt. Als Datum der
Probenahme wurde jeweils der Tag des Beginns der 24-Stunden-Mischprobe gewihlt.
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Tages-Mittelung der standortspezifischen Daten ver-
wendet.

Alternativ zur bisher erliuterten Mittelwertbildung
auf Basis der (logarithmierten) Messwerte bzw.
deren Sieben-Tage-Mittelwerte der einzelnen Stand-
orte konnte eine vorherige Standardisierung der
einzelnen Zeitreihen vorgenommen werden. Wird
beispielsweise die Minimum-Maximum-Standar-
disierung gewihlt, ist dadurch garantiert, dass die
Werte eines Standortes immer zwischen Null und
Eins liegen und systematische Unterschiede in der
Hohe der Viruslast zwischen Standorten (wie in
wert wird somit im Vergleich zum gesamten Werte-
bereich des Standortes interpretiert. Ahnliche Wege
zur Standardisierung von Viruslasten im Abwasser
werden beispielsweise vom Bundesamt fiir Gesund-
heit in der Schweiz und den US-amerikanischen
Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
verwendet.”®

Ein Nachteil dieser Art der Berechnung und Darstel-
lung der aggregierten Kurve ist die schwierigere
Interpretierbarkeit im Vergleich zu einem Wert in
der urspriinglichen Einheit, d.h. (logarithmierte)
Genkopien pro Liter. Ein anderer Nachteil liegt in
den unterschiedlichen Beprobungszeitriumen der
Standorte begriindet. Es kommen tiber die Zeit

SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser in log,, Genkopien/Liter
6,0
55
50

4,5

Juni Aug Okt Dez Feb Apr Juni

2022 2022 2022 2022 2023 2023 2023

neue Standorte hinzu, die nach ihren ersten Bepro-
bungen immer einen Minimal- und Maximalwert
haben und unabhingig von der aktuellen Erreger-
dynamik neben Null und Eins standardisierte Werte
dazwischen erhalten. Selbst in einer Phase ohne
nennenswertes Infektionsgeschehen kénnten dann
z.B. vornehmlich hohe Werte angezeigt werden,
weil keine Messungen in vergangenen Hochzeiten
der Pandemie durchgefiihrt wurden.

Wird keine Standardisierung verwendet, sind
grundsitzliche Unterschiede zwischen den Stand-
orten weniger problematisch, solange die Anzahl
der Standorte grof genug ist und die Annahme
stimmt, dass sich neu aufgenommene Standorte
nicht systematisch in ihrer Viruslast im Abwasser
von den Standorten unterscheiden, die schon linger
beproben. Deshalb wird auf die Standardisierung
der Messwerte auf Standortebene verzichtet.

Eine Mittelung der Messwerte zwischen den Stand-
orten beriicksichtigt nicht die unterschiedliche Gro-
e der teilnehmenden Kldranlagen. Es bietet sich
deshalb eine Gewichtung nach der Anzahl der an
Kliranlagen angeschlossenen Einwohner an. So
wird eine bessere Abbildung der Gesamtbevélke-
rung in Deutschland erreicht. Da die Anzahl der
teilnehmenden Standorte iiber die Messzeitpunkte
schwankt, unterscheidet sich zudem die Unsicher-

Aug Okt Dez Feb
2023 2023 2023 2024

Probenahmedatum

Abb. 5 | Aggregierte SARS-CoV-2-Viruslast im Abwasser lber die Zeit (graue Punkte) samt
Ausgleichskurve (schwarze durchgezogene Linie) und zugehérigen punktweisen 95%-Konfidenz-
intervallen (blauer Bereich). Die Daten einzelner Standorte wurden liber eine Woche gemittelt und
die resultierenden Wochenwerte iiber alle Standorte gemittelt. Im Gegensatz zu Abbildung 4 wurden
sowohl die Mittelung tber alle Standorte als auch die Schatzung der Ausgleichskurve gewichtet
durchgefiihrt. Als Datum der Probenahme wurde jeweils der Tag des Beginns der 24-Stunden-

Mischprobe gewihlt.
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heit in der Schitzung der Mittelwerte. Dementspre-
chend sollte die Schitzung der LOESS-Kurve ge-
wichtet erfolgen, sodass Mittelwerte mit groler Un-
zeigt die aggregierte Kurve mit den beschriebenen
Gewichtungen.

groRe Ahnlichkeit zu erkennen, Unterschiede exis-
tieren aber beispielsweise in der Hohe der Virus-
lasten im Juli 2022.

F. Bewertung und Kommunikation
Aktuell werden Daten aus AMELAG im Wochen-

schau mit den anderen Daten, z. B. aus der syndro-
mischen Surveillance, erfolgt die Einschitzung der

Neben der Darstellung der Daten bietet AMELAG
weitere Moglichkeiten fiir Information und Aus-
tausch. RKI und UBA verdffentlichen Informatio-
nen tiber Abwassersurveillance im Allgemeinen,
schungsprojekte sowie Details zu den Methoden.
Einmal im Monat findet das AMELAG-Kolloquium
statt, bei dem es Gastvortrige und Zeit fiir den fach-
lichen Austausch gibt. Uber aktuelle Neuigkeiten
wird im AMELAG-Newsletter berichtet.

Zusammenfassung

Das Projekt AMELAG ist durch die enge Zusam-
menarbeit von UBA und RKI mit Behérden, Labo-
ren und Kliranlagen deutschlandweit erfolgreich
angelaufen. Der Arbeitsablauf fiir die SARS-CoV-2-
Abwassersurveillance ist gut etabliert und eine
funktionsfihige Infrastruktur wurde aufgebaut.
Durch die Untersuchung der Rohabwasserproben
aus mittlerweile 163 Klirwerke in 25 Laboren (Stand:
12.5.2024), die am Projekt AMELAG teilnehmen,
wird rund ein Drittel der Bevolkerung in Deutsch-
land abgedeckt. Die Abwassersurveillance ist unab-
hingig von Teststrategie und -verhalten und deckt
grofle Populationen ab. Die Probe einer Kliranlage

stellt eine Poolprobe aller an die Kliranlage ange-
schlossenen Haushalte dar.

Die aus den Kliranlagen gewonnen Daten lassen
sich fiir einzelne Standorte und aggregiert auf ver-
schiedene Arten darstellen, die jeweils mit Heraus-
forderungen behaftet sind. Das gilt besonders fiir
aggregierte Darstellungen, mit denen z. B. deutsch-
landweite Aussagen tiber die SARS-CoV-2-Viruslast
im Abwasser getroffen werden. Da die Kliranlagen
keiner Zufallsauswahl aus allen Kliranlagen in
Deutschland unterliegen, ist es grundsitzlich ohne
weitere Annahmen nicht moglich, die Ergebnisse
aus der Stichprobe auf ganz Deutschland zu iiber-
tragen. Weil sich alle Bundeslinder beteiligen, die
Standorte iiber ganz Deutschland verteilt sind und
einen relevanten Teil der Gesamtbevilkerung ab-
decken, kann jedoch von einer guten Anniherung
an den bundesweiten Mittelwert ausgegangen wer-
den. Unterschiedliche Messzeitriume sowie teil-
weise nicht vergleichbare Messwerte zwischen den
Standorten erschweren eine akkurate Berechnung
von aggregierten Indikatoren. Grundsitzlich ist es
ratsam, verschiedene Methoden und Darstellungs-
formen zu verwenden und deren Stirken und Limi-
tationen zu beschreiben. Eine gute Ubereinstim-
mung der Ergebnisse lisst insgesamt auf eine Ro-
bustheit der Verfahren schlieflen, die sich auch im
hier diskutierten Anwendungsfall von SARS-CoV-2
in Deutschland beobachten lisst. Die Aggregation
reduziert zudem die Variabilitit zwischen den ein-
zelnen Datenpunkten, sodass Trends sicher erkannt
werden konnen. Bei der Interpretation muss jedoch
darauf geachtet werden, dass absolute Viruslasten
insbesondere iiber lingere Zeitriume nicht direkt
verglichen werden konnen, da sich die ausgeschie-
denen Virusmengen z.B. zwischen verschiedenen
Virusvarianten unterscheiden kénnen.

Abwasserdaten erlauben Riickschliisse auf die Infek-
tionsdynamik, aber nicht auf die Krankheitsschwere
oder die Belastung des Gesundheitssystems. Fiir die
epidemiologische Lagebewertung sollten die Daten
daher immer in Zusammenschau mit anderen Indi-
katoren, z.B. aus der syndromischen Surveillance,
betrachtet werden. Aus Abwasserdaten kann nach
aktuellem Stand nicht prizise auf die Inzidenz bzw.
Privalenz oder die Untererfassung geschlossen
werden.
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Ausblick

den. In Ergidnzung zum §13 Abs.2 Infektions-
schutzgesetz sieht der Vorschlag ein Monitoring
von relevanten Krankheitserregern im Abwasser
vor. Zukiinftig sollen deshalb Protokolle erarbeitet
werden, die den Nachweis von Influenzaviren der
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