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Einleitung 1

Abwasserbasierte Epidemiologie und Surveillance: Nachweis von SARS-CoV-2
aus Krankenhausabwasser — Etablierung der absoluten Quantifizierung mittels
digital-PCR

1 Einleitung

1.1 Ausbruch einer Pandemie

Die Ausbreitung der COVID-19-Erkrankung wurde ab dem 11. Méarz 2020 durch die Welt-
gesundheitsorganisation zur Pandemie erklart. Erreger dieser Erkrankung ist das
Corona-Virus SARS-CoV-2 (Weltgesundheitsorganisation 2023a). Das Leben weiter
Teile der Weltbevdlkerung wurde seither durch die COVID-19-Pandemie beeinflusst. Der
erste deutsche Patient wurde am 27. Januar 2020 im Landkreis Starnberg, Bayern, re-
gistriert (Bundesministerium fur Gesundheit 2023). Konkrete Einschrankungen im Alltag
wurden flr die meisten Bundesbirger ab dem 23. Marz 2020 spirbar, nachdem das
Kabinett der Bundesregierung den initialen ,Entwurf eines Gesetzes zum Schutz der
Bevolkerung bei einer epidemischen Lage von nationaler Tragweite* verabschiedete
(Bundesministerium flir Gesundheit 2020). Das darin enthaltene MalRnahmenpaket
wurde beschlossen, um der pandemischen Entwicklung in Deutschland entgegenzutre-
ten. Von da an wurden verschiedenste Beschrankungen dynamisch dem Pandemiever-
lauf in Deutschland angepasst und entweder verscharft oder gelockert (Bundesministe-
rium flr Gesundheit 2023). Trotz aller Bemuhungen sind bei der Weltgesundheitsorga-
nisation 174.979 Menschen registriert (Stand August 2023), die an oder mit einer SARS-
CoV-2-Infektion gestorben sind (Bundesministerium fur Gesundheit 2020). Die Weltge-
sundheitsorganisation hat am 05. Mai 2023 die ,gesundheitliche Notlage internationaler
Tragweite® aufgehoben, aber darauf verwiesen, dass die Pandemie noch nicht beendet
sei (Stand August 2023) (Weltgesundheitsorganisation 2023b). Diese Datenlage be-
grindet die nadheren Untersuchungen von SARS-CoV-2 in der hier vorliegenden For-

schungsarbeit.

Bei dem urspringlich als 2019-nCoV bezeichneten, und spater von der ,Coronaviridae
Study Group (CSG) of the International Committee on Taxonomy of Viruses* als SARS-
CoV-2 benannten, Virus handelt es sich um ein neuartiges Corona-Virus. SARS-CoV-2
steht hier als Akronym fiir die vom Coronavirus verursachte Erkrankung, dem ,Severe
Acute Respiratory Syndrome (SARS) Coronavirus 2“. Die Zwei am Ende des Namens
verweist darauf, dass es sich hier um eine Schwesterklade des 2003 entdeckten SARS-
CoV handelt (Gorbalenya et al. 2020).
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1.2 Aufbau des SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 gehort zu den membranumhllten Viren mit einer einzelstrangigen, positi-
ven und nicht segmentierten RNA (+SS RNA). Das Genom umfasst in etwa 30.000 Ba-
sen und ist von einem Nukleokapsid-Protein (N-Protein) umhalit. Auf der Oberflache des
Virus befinden sich mehrere Oberflachenglykoproteine. Zu denen gehért das Spike-Pro-
tein (S-Protein), welches durch seine Morphologie dem Virus in einer zweidimensionalen
Aufnahme das ,kronenahnliche* Aussehen verleiht. Zu den Oberflachenglykoproteinen
gehodren das Envelope-Protein (E-Protein) und das Membran-Protein (M-Protein) (Fehr
et al. 2015). Das Virus hat einen Durchmesser von 80-140 nm. Ein wichtiger Unterschied
zu SARS-CoV ist, dass sich auf der Oberflache von SARS-CoV-2 dreil’ig Prozent weni-
ger Spike-Proteine befinden (Laue et al. 2021). Durch Anderungen des Erbguts existie-
ren Unterschiede zwischen einzelnen Varianten. Diese kénnen alle Strukturen des Virus
betreffen. In der Regel verandern Variationen nicht automatisch die Eigenschaften des
Virus, kdnnen dies allerdings, sobald sie an bestimmten Stellen der Virusbestandteile
auftreten (Weltgesundheitsorganisation 2023c). So ist das Spike-Oberflachenprotein ein
haufiger Ort fiir Mutationen, welche die Eigenschaften des Virus beeinflusst. Evolutionar
setzen sich dann Varianten durch, die eine hohere Transmissibilitat, also eine hohere
Ubertragbarkeit, aufweisen (Korber et al. 2020). Die Konformationsénderrung des Spike-
Oberflachenproteins erlaubt dem Virus eine bessere Bindung an den ACE2-Rezeptor.

So kann das Virus besser in die Wirtszelle eindringen (Yurkovetskiy et al. 2020).

virales (+)ssRNA
Genom

Abbildung 1: Modifizierte Vorlage von Jerry Gu des schematischen Aufbaus SARS-CoV-2 mit den wich-
tigsten Strukturen. (Bergmann et al. 2020). Gegeniiberstellung von SARS-CoV-2 in einer dreidimensiona-
len und zweidimensionalen Form. Erstellt mit BioRender.com.
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1.3 Die Nomenklaturen des Virus

Um Varianten und Abstammungen besser zu verfolgen und Sequenzierungsdaten bes-
ser in Verbindung zueinander zu setzen, wurde 2020 die Nomenklatur und das Softwa-
retool ,Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak Lineages” (PANGOLIN) ein-
gefuhrt (Rambaut et al. 2020). Es liegen noch zusatzliche Nomenklaturen fur die Benen-
nung und Klassifizierung von SARS-CoV-2 Viren vor. Weitere Nomenklatursysteme, die
sich ebenfalls auf die Erbinformation des Virus beziehen und so phylogenetische Zu-
sammenhange herstellen kdnnen, sind die des ,Global Initiative on Sharing All Influenza
Data“ (GISAID) (Khare et al. 2021) und Nextstrain (Bedford et al. 2021). Diese Nomen-
klaturen bestehen aus Buchstaben- und Zahlenkombinationen. Leider kdnnen leicht Ver-
wechslungen und Unklarheiten entstehen, besonders wenn in einer Pandemie auch Ent-
scheidungstrager, die keine wissenschaftliche Vorbildung genossen haben, wissen mius-
sen, um welche Variante es sich handelt. Darum musste eine verstandlichere Nomen-
klatur gefunden werden, die neben den oben genannten Systemen existiert. Zudem fehl-
ten in den bisherigen Nomenklaturen Charakteristika wie beispielsweise Infektidsitat und
Krankheitsschwere der infizierten Individuen durch das entsprechende Virus. Ab Mai
2021 hat die Weltgesundheitsorganisation sich dazu entschlossen ,Variants of Interest®
(VOI) und ,Variants of Concern“ (VOC) zu benennen. Diese sollten dann auch die oben
beispielhaft genannten Charakteristika widerspiegeln. Die entsprechenden Viruskladen
wurden dann mit den Wortern fur die Buchstaben des griechischen Alphabets benannt.
(Konings et al. 2021; Weltgesundheitsorganisation 2023d). ,Variants of Interest” sind wie
folgt definiert: ,SARS-CoV-2-Varianten, Uber deren genetische Veranderungen man an-
nimmt oder weil}, dass sie die Ubertragbarkeit, Virulenz oder Immunevasion, welche die
therapeutischen sowie die diagnostischen Qualitaten beeintrachtigen, beeinflussen.
Weiterhin miissen diese Varianten Uberlegenheiten gegeniiber aktuell zirkulierenden
Varianten aufweisen, die in mehr als einer geografischen Region auftreten, in welcher
es im zeitlichen Verlauf eine wachsende Pravalenz sowie eine steigende Anzahl an Fal-
len gibt. Oder es lasst sich anderweitig ein epidemiologischer Einfluss ableiten, welcher
als Risikofaktor fir die globale Gesundheit betrachtet werden kann“ (Weltgesundheits-
organisation 2023c). Als ,Variant of Concern® wird eine SARS-CoV-2-Variante benannt,
welche sowohl die Kriterien einer ,Variant of Interest” erfillt, als auch zuséatzliche Krite-
rien. Darunter fallen: ,Zunahme der allgemeinen Krankheitsschwere, oder Veranderun-
gen der COVID-19-Epidemiologie in einer Art, wie Gesundheitssysteme Uberlasten wer-
den. COVID-19-Patienten sowie Patienten mit anderen Erkrankungen kdnnen nicht

mehr ausreichend versorgt werden. Dadurch werden Interventionen notwendig. Oder es
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wird eine abnehmende Wirksamkeit der verfligbaren Impfstoffe beobachtet® (Weltge-
sundheitsorganisation 2023c). Seit dem 15. Marz 2023 ist diese Nomenklatur allerdings

nur noch den ,Variants of Concern® vorbehalten. (Weltgesundheitsorganisation 2023c).

Nachfolgend wird in dieser Arbeit die PANGOLIN-Nomenklatur verwendet, wenn spezi-
fische Untervarianten der einzelnen ,Variants of Concern®, beispielsweise Omikron, be-
schrieben werden. Ansonsten werden die ,Variants of Concern® nach der WHO-Nomen-
klatur nach dem griechischen Alphabet benannt. Die wichtigsten Varianten sind hier der
Vollstandigkeit halber aufgefuhrt zusammen mit den zugehdrigen PANGOLIN-Bezeich-
nungen. Dies soll noch einmal hervorheben, dass alle Nomenklaturen auch die ,Variants

of Concern® benannt haben:
Alpha (B.1.1.7) - Beta (B.1.351) - Gamma (P.1) - Delta (B.1.617.2) - Omikron (B.1.1.529)

(Choi et al. 2021; Thakur et al. 2022).

1.4 Ubertragungswege

Der Hauptibertragungsweg von SARS-CoV-2 erfolgt tber die Atemwege (Carlos et al.
2020). Dabei werden Aerosole, die das Virus enthalten, beim Ausatmen, Husten oder
bei feuchter Aussprache im Raum verteilt. Dies geschieht in einer Entfernung von ca.
1,5 - 2 m (Ather et al. 2020). Diese Aerosole verbleiben in der Luft, bis sie zu Boden
sinken. Andere Individuen nehmen diese Aerosole aus der Luft in ihre Atemwege auf
und kdnnen sich so Uber Schleimhautkontakt infizieren (Sharma et al. 2021; Puhach et
al. 2023). Ein weiterer Ubertragungsweg sind Kontakt- und Schmierinfektionen, bei de-
nen das Virus nicht Uber die Luft sondern von den Handen auf die Schleimhaute gelangt
(van Doremalen et al. 2020; Kampf et al. 2020). Das Virus kann bei Raumtemperatur
von mehreren Tagen bis zu ca. zwei Wochen in Ausscheidungen des Kadrpers tUberdau-
ern (Sputum, Fazes je flinf Tage, Urin 10 Tage, Blut 15 Tage). Aber auch auf trockenen
Oberflachen wie Glas oder Papier GUberdauert das Virus Gber mehrere Tage (Zhang et
al. 2020). Beide Ubertragungswege spielen vor allem bei nosokomialen Infektionen, hau-
fig Sekundarinfektionen, eine Rolle (Sharma et al. 2021). Zusammenfassend lasst sich
festhalten, dass das Virus Uber Aerosole und kontaminierte Flachen tUbertragen werden
kann. Andere Ubertragungswege gelten als sehr selten, unwahrscheinlich oder wurden
schlicht noch nicht beschrieben. Letzteres gilt auch fir Infektionen mit SARS-CoV-2 (ber

Abwasser. (Centers for Disease Control and Prevention 2022).
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Abbildung 2: Modifizierte Abbildung der Ubertragungswege von Atemwegsinfektionen. (Bundeszentrale fiir
gesundheitliche Aufkldrung (BZgA) 2021) Erstellt mit BioRender.com.

1.5 Infektion der menschlichen Zelle

Um in die Zelle einzudringen, nutzt SARS-CoV-2 den ACE2-Rezeptor auf humanen
Wirtszellen und das viruseigene Spike-Oberflachenglykoprotein. Dieses besteht aus ei-
ner S1- und einer S2-Untereinheit. Dabei bindet die S1-Untereinheit, auch ,rezeptor bin-
ding domain® (RBD) an den Angiotensin-converting enzym 2 (ACE2)-Rezeptor (Li 2016).
Die Transmem-branprotease ,Transmembrane protease, serine 2“ (TMPRSS2) der
Wirtszelle kann nun das Spike-Protein am Ubergang zur S2-Untereinheit spalten, an der
sogenannte Furinspaltstelle. So kann das Virus Uber seine S2-Untereinheit mit der Zell-
membran der Wirtszelle fusionieren. SARS-CoV-2 gibt so die Virusbestandteile ins In-
nere der Wirtszelle frei und infiziert die Zelle. Das Virus nutzt fur die eigene Replikation
die Zellorganellen der Wirtszelle um sich zu vermehren und wird dann wieder Uber
Exozytose freigesetzt. Bis das Virus die nachste Wirtszelle infiziert und der Replikations-

zyklus wiederholt sich von neuem (V'kovski et al. 2021).
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Abbildung 3: Replikationszyklus von SARS-CoV-2. Modifizierte Vorlage von Benjamin Goldman-Israelow
(Harrison et al. 2020) und V' kovski et al. (V'kovski et al. 2021). Erstellt mit BioRender.com

Diese Fahigkeit hat das Virus wahrscheinlich durch die so genannte homologe Rekom-
bination erworben. Coronaviren sind durch persistierende Infektionen in Reservoiren des
Tierreiches, z. B. Fledermause, Larvenroller und Marderhunde in der Lage, ihr
Wirtsspektrum zu erweitern und auch andere Saugetiere, wie den Homo Sapiens, zu
infizieren (Graham et al. 2010). Bereits vor der Pandemie wurden Fledermduse als na-
turliche Reservoire fur Betacoronaviren beschrieben (Watanabe et al. 2010). In diesen
Reservoiren kann das Virus zunehmend mutieren. Hier sprechen wir nicht nur von Spon-
tanmutationen, sondern auch Uber die oben bereits erwahnte Rekombination. Rekombi-
nation von Erbmaterial ist bei Betacoronavieren haufig (Trémeaux et al. 2023; Bolze et
al. 2022; Bobay et al. 2020). Hierfir muss eine Zelle mit zwei Virusvarianten infiziert sein.
Wahrend des Replikationszyklus kann so Virusmaterial der Varianten verknupft werden
und ein Mischgenom entstehen. Es kdnnen auch Eigenschaften der einzelnen Varianten
gegenseitig aufeinander Ubertragen werden, wie es an Betacoronaviren bereits beo-
bachtet wurde (Schroeder et al. 2021; Wells et al. 2023). Bei Kontakt kdnnen diese Viren
wieder auf den Menschen Ubertreten. Wie aktuell angenommen wird, geschah dies auf
einem Markt fur lebendige Fledermause (Rhinolophus affinis) und weitere Zwischenwirte
fur SARS-CoV-2 in Wuhan, China, im Jahre 2019 (Holmes et al. 2021; Mallapaty 2020).
Bereits beschriebene natiirliche Ubertragungen von Infektionen auf Haustiere in

Deutschland, wie Hunde und Katzen, (Sharun et al. 2021), unterstreichen noch einmal
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die Notwendigkeit, die Infektionstatigkeit und Mutation des Virus Uber Surveillance Sys-

teme in Deutschland weiter aufmerksam zu verfolgen.

1.6 Die COVID-19-Erkrankung

SARS-CoV-2 kann bei einem infizierten Menschen verschiedene Krankheitssymptome
hervorrufen. Der ACE2-Rezeptor ist in den Atemwegen stark ausgepragt, was die effek-
tive Infektion dieser Strukturen durch das Virus erklart (Sungnak et al. 2020; Baric et al.
1999). Obwohl eine Infektion haufig mit keinen bis milden Erkaltungssymptomen einher-
geht, kann eine Infektion in einem ,Acute Respiratory Distress Syndrom* (ARDS) gipfeln.
Diese Erkrankung stellt eine Dekompensation des respiratorischen Systems dar und ist
lebensbedrohlich (Swenson et al. 2021). Das ARDS ist eine pulmonale Manifestation der
Erkrankung COVID-19. Der genaue Pathomechanismus von COVID-19 wird aktuell
noch erforscht, aber momentan geht man von mehreren Faktoren aus, welche in Summe
die Symptomatik begriinden. Hier seien exemplarisch einige benannt: Zytolyse der
Wirtszelle durch das Virus, eine UberschieRende und fehlregulierte Immunantwort, wel-
che in einem ,Zytokinsturm® gipfeln kann (Zanza et al. 2022; Schulte-Schrepping et al.
2020). Diese fuhrt dann zu organspezifischen Entzindungen. Beim erwahnten ARDS ist
die Lunge der Fokus. Zudem beinhaltet der Pathomechanismus eine Endothelschadi-
gung, die mit einer Beeinflussung des blutdruckregulierenden Renin-Angiotensin-Sys-
tems einhergeht. Dies kann wiederum die Strdomungseigenschaften des Blutes beein-
flussen und so die Blutgerinnung aktivieren, welche dann zu thrombo-embolischen Er-
eignissen fulhren kann (Jin et al. 2020). Wie bereits angedeutet, gibt es weitere Manifes-
tationsformen der Erkrankung, auch an anderen Organsystemen. Beispielhaft seien hier
das kardiovaskulare System (Azevedo et al. 2021) und das neuronale System (Mein-
hardt et al. 2021; Matschke et al. 2020) genannt.

Die Weltgesundheitsorganisation unterteilt Patienten bezogen auf COVID-19 in finf
Schweregrade. Grob wird von einer nicht infizierten Person, bei der keine Virus RNA
nachweisbar war, bis hin zu einem verstorbenen Patienten Punkte von 0-10 vergeben.
0 Punkte wiirde der nicht Infizierte erhalten und der Verstorbene 10. Dazwischen wirde
in milde ambulante, moderate hospitalisierte und schwere hospitalisierte Verlaufe unter-
schieden. Ambulante Verlaufe werden danach eingeteilt, ob der Patient milde Symptome
hat und sich selbststandig versorgen kann oder ob er schon Hilfe benétigt. Moderate
hospitalisierte Krankheitsverlaufe werden generell danach unterteilt, ob der Patient Sau-
erstoff bendtigt. Diesen erhalt er allerdings nur Gber die Nase oder eine Maske mit einem
kontinuierlichen Sauerstofffluss. Es ist also keine Beatmung angezeigt. Sollte sich der
Patient unter dieser Therapie nicht bessern oder stabilisieren, also die pulsoxymetrisch

gemessene funktionelle Sauerstoffsattigung fallt unter 90%, wird der Krankheitsverlauf
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als schwerwiegend hospitalisierter Krankheitsverlauf bezeichnet. Ab dann wird der Pati-
ent druckunterstitzt beatmet. Sollte der Patient zunehmend ateminsuffizient werden,
wird der Patient zusatzlich intubiert und beatmet. Ab Werten unter 150 des Quotienten
aus Sauerstoffpartialdruck und inspiratorischer Sauerstofffraktion muss der Patient zu-
satzlich kreislaufunterstitzende Medikamente erhalten, sollten diese nicht schon vorher
durch Kreislaufinstabilitat oder Schock angezeigt gewesen sein. Solche Zustande, in der
Regel ab einem Quotienten aus arteriellem Sauerstoffpartialdruck und inspiratorischer
Sauerstofffraktion von unter 300, bezeichnet man als ARDS. Dann sind zusatzlich noch
eine Dialyse sowie eine extrakorporale Membranoxygenierung als intensivmedizinische

Maximaltherapie in Betracht zu ziehen (Marshall et al. 2020).

Patientenstatus Beschreibung Score
Nicht infiziert Nicht infiziert, keine Virus RNA nachgewiesen 0
Ambulante milde Erkrankung Asymptomatisch, Virus RNA nachgewiesen 1
Symptomatisch, unabhangig, selbstversorgend 2
Symptomatisch, bendtigt Hilfe 3
Hospitalisierte moderate Erkrankung | Hospitalisiert , keine O,-Therapie 4
Hospitalisiert; O,-Therapie Uber Maske oder Nase 5
Hospitalisierte schwere Erkrankung Hospitalisiert, O, tber NIV oder high flow 6

Intubation und mechanische Beatmung, pO,/Fi0,> 150 oder | 7
Sp0,/FiO; = 200

Mechanische Beatmung , pO,/FiO, < 150 (SpO,/FiO, < 200) oder | 8

Vasopressoren

Mechanische Beatmung, pO,/FiO,< 150 und Vasopressoren, | 9
Dialyse oder ECMO
Tod 10

Tabelle 1: Einteilung der Schweregrade einer akuten COVID-19-Erkrankung; Begriffe: NIV- Nicht invasive
Ventilation, high flow - Applikation von ca. 60 | Sauerstoff/Minute, pO./FiO, - Sauerstoffpartialdruck/inspira-
torische Sauerstofffraktion, SpO,/FiO;, - partielle Sauerstoffséttigung/inspiratorische Sauerstofffraktion,
ECMO - extrakorporale Membranoxygenierung (Marshall et al. 2020).

Die Erkrankung kann nicht nur akut verlaufen, sondern auch in einen chronischen Zu-
stand Ubergehen, dem so genannten Long-Covid. Als Long-Covid werden Symptome
bezeichnet, die vier Wochen nach einer akuten COVID-19-Erkrankung noch bestehen.
Diese werden zunachst als fortwahrendes symptomatisches COVID-19 bezeichnet. Ab
12 Wochen bestehender Symptomatik spricht man vom Post-COVID Syndrom. Diese
beiden Formen werden als Long-Covid zusammengefasst. Die Symptome, welche die-
ser Krankheit zugeordnet werden, sind sehr heterogen und kdnnen auch sehr unspezi-
fisch sein. Zu den Symptomen zahlen: Mudigkeit, Erschdpfung, Konzentrationsstoérun-
gen, Muskelschwache, Kopfschmerzen, Husten, Schlafstérungen, Haarausfall, Angst,
Depression, Hautausschlage, Belastungsdyspnoe und Engegefuihl in der Brustregion so-
wie Schwindel (Koczulla et al. 2023).
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Zur Therapie der akuten COVID-19-Erkrankung seien hier generell supportive Mal3nah-
men genannt. Bei schweren akuten Verlaufen kommen allerdings auch antivirale Medi-
kamente, wie beispielsweise Nirmatrelvir/Ritonavir oder Remdesivir zum Einsatz. Die
UberschieRende Immunreaktion wird mit Glukokortikosteroiden eingedammt (Kluge et al.
2023). Die Therapie der Long-Covid-Erkrankung erfolgt haufig in Spezialambulanzen
und wird dort interdisziplinar begleitet. Dort werden nicht nur die somatischen Leiden
behandelt sondern der Patient auch psychosomatisch therapiert und rehabilitiert (Koczu-
lla et al. 2023).

Unter allen Praventionsmal3nahmen ist hier die Impfung hervorzuheben: Gegen SARS-
CoV-2 liegt eine Vielzahl von Impfstoffsystemen vor. Zu den wichtigsten zahlen: mRNA-
Impfstoffe, Vektorimpfstoffe, Subunit-Impfstoffe und Ganzpartikelimpfstoffe (Standige
Impfkommission 2022). Allen Impfstoffen ist gemein, dass entweder nur oder auch, im
Fall der Ganzpartikelimpfstoffe, das Spike-Protein von SARS-CoV-2 als Ziel fir eine ge-
zielte Immunantwort definiert wird (Heinz et al. 2021). Die rasche Entwicklung von Impf-
stoffen und das Impfen der Weltbevdlkerung hat den Pandemieverlauf in seinem Schwe-
regrad stark mildernd beeinflusst und hat viele Menschenleben retten kénnen (Watson
et al. 2022; Harder et al. 2021).

Manifestationen der Erkrankung kommen entweder indirekt durch Beeinflussung ge-
schadigter Organsysteme, wie beispielsweise thrombo-embolische Ereignisse, zu-
stande, (Jin et al. 2020) oder durch direkte Beeintrachtigungen. Direkte Beeintrachtigun-
gen entstehen, wenn die entsprechenden Zellen der unterschiedlichen Gewebe eben-
falls den ACE2-Rezeptor aufweisen. Nicht nur respiratorisches Epithel, GefalRendothel
und Myozyten exprimieren den ACE2-Rezeptor (Varga et al. 2020), sondern auch
Lymphknoten, Nierenepithel, Enterozyten (Dunndarm- und Dickdarmepithel), Ma-
genepithel und Osephagusepithel (Hamming et al. 2004). Besonders der Befall des
Gastrointestinalen Systems sei hier noch einmal hervorgehoben, da die Enterozyten
nicht nur eine hohe Anzahl an ACE2-Rezeptoren exprimieren sondern auch TMPRSS2
in hohem Male aufweisen (Ziegler et al. 2020). Gastrointestinale Beschwerden wie Di-
arrhd gehoren ebenfalls zum Krankheitsbild (Cheung et al. 2020). Deshalb scheiden die
infizierten Personen SARS-CoV-2 nicht nur Uber Aerosole und Sputum aus dem
Nasopharingial- und Bronchialtrakt aus, sondern auch Uber den Gastrointestinaltrakt
durch Fazes (Xiao et al. 2020; Pan et al. 2020) und die Niere durch Urin (Ling et al.
2020). Dies gilt sowohl fur symptomatisch infizierte (Chen et al. 2020) als auch fur
asymptomatisch infizierte Personen (Park et al. 2021).
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Abbildung 4: SARS-CoV-2 beféllt den Respirationstrakt und den Gastrointestinaltrakt. Modifizierte Darstel-
lung (Konturek 2020). Erstellt mit BioRender.com

1.7 Abwasserbasierte Surveillance - Baustein zur Einddmmung von Er-

krankungen
Die pandemische Entwicklung hat der Weltgemeinschaft unter anderem gezeigt, wie
wichtig es ist, verlassliche Informationen tber die Infektionstatigkeit in einer Bevdlkerung
zu generieren. Seit der Pandemie wurde die Forschung an Surveillance Systemen mit
verschiedenen Ansatzen forciert: Abwasserbasierte Erhebungen von epidemiologischen
Daten stellen hier einen wichtigen Forschungszweig dar. Auch die Politik scheint ver-
starkt ein Interesse an dieser Forschung sowie Etablierung zu zeigen. Die Europaische
Kommission hat bereits am 17. Marz 2021 die Mitgliedsstaaten dazu aufgerufen abwas-
serbasierte Surveillance Systeme aufzubauen und in die nationalen Teststrategien sys-
tematisch zu integrieren. Nicht nur, um sich den aktuellen Herausforderungen zu stellen,
sondern um fur die Zukunft besser vorbereitet zu sein (European commission 2021). Ein
besonderer Vorteil der abwasserbasierten Surveillance Systeme ist der Umstand, dass
symptomatische wie asymptomatische Patienten bericksichtig werden. Asymptomati-
sche Patienten neigen dazu, sich eher nicht zu testen, da sie keine Symptome verspu-
ren. Die Infektion bleibt damit unbemerkt und wird nicht erfasst. Diese Personen sind

aber in der Lage andere Lebewesen zu infizieren (Gao et al. 2021). Der Vorteil lasst sich
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darauf herunterbrechen, dass sich nicht jeder testen will oder kann, aber so gut wie jeder

friher oder spater auf die Toilette muss.

Bei der abwasserbasierten Epidemiologie und Surveillance werden an Abwassersam-
melpunkten, typischerweise Klaranlagen, zunachst Abwasserproben genommen. An-
schlielend werden diese aufbereitet und schlussendlich molekularbiologisch ausgewer-
tet. Besonders interessant ist, dass der haufig beschriebene Anstieg von Virus RNA im
Abwasser dem Anstieg der bestatigten Falle vorausgeht und somit schon vor den klini-
schen Tests positive Ergebnisse liefern kann (Agrawal et al. 2021). Die Wichtigkeit kon-
tinuierlicher Testung mag zunachst nur bei dynamischen Infektionszahlen sinnvoll er-
scheinen, ist allerdings in einer Phase mit verhaltnismaRig geringer Infektionstatigkeit in
der Bevolkerung trotzdem sinnvoll. Wie oben bereits erwahnt, kdnnen in Reservoiren im
Tierreich jederzeit neue Varianten entstehen und diese dann wieder auf den Menschen
Ubertragen werden, wie die Pandemie eindrucksvoll gezeigt hat. Erganzend zur ,Point
of Care“-Testung (POC), bei der Patienten vor der Aufnahme ins Krankenhaus getestet
werden, kénnte ein solches Surveillance System auch im Krankenhaus zum Einsatz
kommen, um in Zukunft Krankheitserreger nachzuweisen. Das besondere an Abwasser
eines Krankenhauses sind gréftere Mengen an Pathogenen und Detergenzien, welche
die Viren beschadigen kdnnen. Aus diesem Grund stellt der Nachweis von SARS-CoV-
2 eine besondere Aufgabe dar. Auch Temperaturschwankungen, Verdinnungen und
pH-Veranderungen kénnen das Virus beschadigen (Kallem et al. 2023). Mit dieser be-
sonderen Zusammensetzung des Abwassers stellt sich die Frage, ob hier trotz dieser

Bedingungen ein Nachweis von SARS-CoV-2 iber den Pandemieverlauf madglich ist.

Um das Ziel dieser Dissertation zu verdeutlichen, wurde erlautert, warum es wichtig ist
kontinuierlich beprobte Surveillance Systeme zu etablieren. Krankenhauser, oder in un-
serem Fall Universitatskliniken, sind zentrale Institutionen unseres Gesundheitswesens,
in denen mogliche Ausbriiche schnell zu erkennen oder neue Varianten von Krankheits-
erregern zu identifizieren sind. Wie oben bereits erlautert kbnnen diese Erreger in das

Abwasser des Krankenhauses gelangen.

Fur die Auswertung ist eine digital-PCR verwendet worden. Diese neue PCR-Technolo-
gie istin der Lage sehr niedrige Konzentrationen an Erbmaterial von SARS-CoV-2 nach-
zuweisen und absolut zu quantifizieren. Dies gelingt dadurch, dass die Probe in bei-
spielsweise 26 000 Partitionen aufgeteilt wird. Dadurch sind die Targets verteilt und pro
Partition ist keine, ein oder wenige Targets enthalten. Die hier verwendete digital-PCR
weist die Targets Uber Floureszenzfarbstoffe, entweder tber in DNA interkalierende

Floureszensfarbstoffe oder Uber Primer-TagMan-Sonden-Systeme, nach. Aus den
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Floureszensintensitaten berechnet dann die digital-PCR Uber die Poisson- Verteilung,
die zur Berechnung von solchen Ereignissen verwendet wird, wie viele Viruskopien sich
wahrscheinlich in jeder Partition befunden haben. Dadurch kann das System genaue

Konzentrationen im Probenmaterial bestimmen.

Abbildung 5: QIAcuity® One digital-PCR

Zunachst sollte die Methodik etabliert werden. Der Nachweis von SARS-CoV-2 im Ab-
wasser eines Krankenhauses der Maximalversorgung war wahrend der COVID-19-Pan-
demien wahrscheinlich. Sollte der Nachweis gelingen, kdnnte eine weitere wissenschaft-
liche Forschungsarbeit Proben mittels Sequenzierung weitergehend untersuchen. We-
gen der Charakteristik der Sequenzierung ist es wichtig, zunachst Vorversuche durch-
zufuihren. In diesen Versuchen sollte man nicht die genaue Konzentration kennen, aber
dennoch die Wahrscheinlichkeit hoch sein, den entsprechenden Erreger nachzuweisen.
Fur den Nachweis des Virus wurden Uber den Verlauf der Pandemie vom 11.11.2020
bis zum 22.02.2022, etwas Uber ein Jahr im Pandemieverlauf, 33 Proben gewonnen.
Hierfur wurden die Proben zunachst aufkonzentriert und die gesamte RNA extrahiert.
Die Viruslast dieser Proben sollte absolut quantifiziert werden. Dazu kommt die oben
beschriebene digital-PCR zum Einsatz. Die absolute Quantifizierung wurde angestrebt,
um einen ersten Einblick zu erhalten, welche Grofienordnungen an Viruskopien zu er-
warten sind. Dies soll wiederum Riickschlisse auf mégliche Verbesserungen im Proto-
koll geben und einen ersten Einblick in die Prozesse, die fir ein solches Surveillance

System notwendig sind, ermdglichen.
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Abbildung 6: Modifizierte Abbildung (Rubio-Acero et al. 2021) mit dem Ablauf der Arbeitsschritte in der
Abwasserbasierten Epidemiologie. Erstellt mit BioRender.com

Mit der digital-PCR (dPCR) sollte zunachst ein molekularer Nachweis des Spike-Ober-
flachen-Proteins etabliert werden. Eine wildtypische Sequenz dieses S-Proteins, wel-
ches in ein Plasmid kloniert wurde, sollte fir den Nachweis als Target dienen. Zudem
wurde auf Basis der wildtypischen Spike-Oberflachenprotein-Sequenz bekannte Mutati-
onen in das S-Protein eingefigt und ein weiteres Plasmid synthetisiert, von der Firma
,GenSkript* (Diehl-Valentin 2023; Hodcroft et al. 2024a). Damit sollte Uberpruft werden,
ob Primer-Systeme etabliert werden kdnnen, mit welchen der Nachweis, sowohl der wild-
typischen, als auch der mutierten Spike-Proteinsequenz, gelingt (Perchetti et al. 2021;
Petrillo et al. 2021). Die entsprechenden Primer wurden bei der Firma ,Eurofins Geno-
mics” in Auftrag gegeben. Dieser Nachweis ist essentiell fur die nachfolgenden Versu-
che. Der molekulare Nachweis des Spike-Oberflachenproteins stellt die Kontrolle fiir die
nachfolgenden Versuche dar. Darauf aufbauend sollte in den Abwasserproben der
SARS-CoV-2-Wildtyp und anschliefend die Omikron-Variante nachgewiesen werden.
Die Nachfolgende Grafik fasst die Vorgehensweise in dieser Arbeit zusammen. Mit die-
sem Versuchsaufbau sollen die Ziele dieser Arbeit veranschaulicht und in einen logi-
schen Zusammenhang gestellt werden. Der genaue Versuchsablauf wird im ,Material

und Methoden®“-Teil genauer erlautert.
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Abbildung 7: Schematischer Ablauf der VVorgehensweise mit der Zielsetzung dieser Arbeit. Erstellt mit Bio-
Render.com

1.8 Ziele
1. Die Etablierung eines molekularen Nachweises fiir den SARS-CoV-2-Wildtyp

und der Omikron-Variante.

2. Etablierung einer Aufbereitungs- und RNA-Extraktionsmethode aus Klinikabwas-
ser.

3. Varianten-unabhéngiger Nachweis von SARS-CoV-2 im Abwasser.
4. Nachweis von SARS-CoV-2 der Omikron-Variante im Abwasser.

5. Quantifizierung des Erregers in den einzelnen Abwasserproben unter Verwen-
dung der digital-PCR.
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2 Material und Methoden

2.1 SicherheitsmalRnahmen und Sterilitatsbedingungen

Wahrend der Arbeit mit potenziell infektiosem Material wurden ein FFP2-Mund- Nasen-

schutz, Schutzbrille, Handschuhe sowie Schutzkittel getragen. Gearbeitet wurde bei der

initialen Verarbeitung der Proben unter der Sicherheitswerkbank. Im weiteren Verlauf

wurde nach Hitzeinaktivierung, Sterilfiltration und PEG-Fallung die RNA-Extraktion unter

einem Abzug durchgefuhrt. Nach jedem Versuchsabschnitt wurde die Sterilbank oder

der Abzug desinfiziert. Alle Arbeiten wurden in einem Sicherheitslabor der Stufe 2 nach

Biostoffverordnung durchgeflihrt.

2.2 Chemikalien

Produkt

Polyethylenglykol BioUltra 8.000
Natriumchlorid BioUltra =2 99,5%
RNeasy® Mini Kit (50)

QlAcuity® EG PCR Kit

QIAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit
Nuklease freies Wasser

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit
Qubit™ ssDNA HS Assay Kit
Qubit™ RNA HS Assay Kit
QIAGEN® Plasmid Mini

Ethanol, puriss. p.a. absolut =2 99,8%

Trichlormethan mit 1% Ethanol

QlAzol™

Primer

Plasmide:

pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020

Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)
High Capacity cDONA Reserve Transcription Kit

TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit

GeneJET RNA Purification Kit

Hersteller

Sigma-Aldrich® (St. Louise, USA)
Sigma-Aldrich® (St. Louise, USA)
QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
Invitrogen™ (USA)

Invitrogen™ (USA)

Invitrogen™ (USA)

QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
Sigma- Aldrich© (St. Louise USA)

Riedel-de Haén AG (Seelze,Ger-
many)

QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)

Eurofins Genomics(Ebersberg,
Germ.)

GenScript (Leiden, Netherlands)

Applied Biosystems™ fir Thermo
Fisher Scientific© (USA)

Thermo Fisher Scientific© (USA)
Thermo Fisher Scientific© (USA)
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Rohrchen, PP, 50 ml, 30x115 mm, konisch,
bodengraduiert, steril, Stehrand, 12 x 25/PAK
Sterilfilter rapide Filtermax 0,22 uym

Pipetten: 2, 10, 25, 50 ml

Filterspitzen: 10, 20, 100, 200, 1000 pl

Entsorgungsbeutel

Nitril Handschuhe NITRA-TEX
FFP2-Schutzmasken

Eppendorf Safe-Lock Tubes®

High Strength Glass Class B 30 ml Centrifuge-
Tube with 20 - 400 Screw Thread 45600-30
Schott-Laborflasche 200 ml

QlAcuity® Nanoplate 26k 24 Well

Nanoplate Seals

Nanoplate Tray

Gummiadapter fur Kimble Glaschen 30 ml

2.4 Gerate

Produkt

Pipetboy 2 Integra

Kuhlschrank 4 °C CN 3956
Gefrierschank -20 °C Bosch GSV30V23

Gefrierschrank -80 °C HFU600TV63
Centrifuge 5424R Eppendorf
Centrifuge Perfect Spin 24

Centrifuge Perfect Spin P

Fisherbrand™ Microplate Shaker

Sorvall RC2 B Automatic Superspeed

Hersteller
Greiner Bio-One (Kremsminster,
Osterreich)

Techno Plastic Products AG
(Trasadingen, Schweiz)

C__%reiner Bio-One (Kremsmudnster,
Osterreich)

Nerbe plus®GmbH+Co0.KG (Karls-
ruhe)

Carl Roth® GmbH (Winsen/Luhe)
Ansell Heathcare Europe N.V.
Zhejiang Dongmeng (China)
Eppendorf AG (Germany)
Kimble® (Vineland, USA)

Schott AG (Mainz, Germany)

QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)

Beranek Laborgerate (Nufloch,

Germany)

Hersteller
ibs | tecnomara GmbH
LIEBHERR International AG

Robert Bosch® GmbH (Stuttgart,
Germany)

Thermo Fisher Scientific©

Eppendorf AGO© (Germany)
Preqglab  Biotechnologie = GmbH
(Erlangen, Germany)

Preqglab  Biotechnologie = GmbH

(Erlangen, Germany)
Thermo Fisher Scientific© (USA)
Thermo Fisher Scientific© (USA)
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Refrigerated Centrifuge

Sorvall SS-34 Festwinkel Rotor Zentrifuge
Fixed Angle

Herasafe 2025 1.8

PCR Workstation Air Clean 600

Millipore Milli-Q Filteranlage

Prazisionswaage 770-12

QIAcuity® One

GeneAmp® PCR System 9700

Combi-Spin FVL — 2400N

GFL 1083 Schuttelwasserbad

LABOPORT® N 816.1.2 KT.18 Vakuumpumpe

Notebook HP Z-Book

Dell Optiplex 3090

Schreiblaptop

Kamera Fujifilm X20

GeneAmp® PCR System 9700
Pipetten: 2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl

Thermoblock BioShake iQ

Qubit™ 4 Fluorometer
GmbH

Vortex- Genie® 2

2.5 Software

Citavi Version 6.14.0.0
Microsoft Exel 2013
Microsoft Word 2013
GoodNotes5 Version 5.9.127

Thermo Fisher Scientific© (USA)

Thermo Fisher Scientific© (USA)
Thermo Fisher Scientific© (USA)

Merk© KGaA (Darmstadt, Ger-
many)

Kern & Sohn GmbH
(Balingen-Frommern, Germany)

QIAGEN GmbH (Hilde, Germany)
Thermo Fisher Scientific© (USA)
BioSan (Riga, Lettland)

Gemini (Apeldorn, Netherlands)

KNF Neuberger GmbH (Freiburg,
Germany)

HP Inc. (USA)

Dell Inc. (USA)

Lenovo (China)

Fujifilm (Tokyo)

Thermo Fisher Scientific (USA)

Biohit© by Biozym Scientific GmbH
(Hessisch Oldendorf, Germany)

QUANTIFOIL®© GmbH (Jena)

Invitrogene™ Life Technologies
(Darmstadt, Germany)

Carl Roth© GmbH+Co. KG (Karls-
ruhe, Germany)

QlAcuity® Software Suite Version 1.2.18, 2.1.7.182; 2.5.0.1

DNAStar MegAlign Pro 17
DNAStar SeqBuilder Pro 17
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2.6 Laborspezifische Begriffe

Amplifikat/Amplicon

RNA-Extraktion
Kit

Mastermix

Polymerase

Primer

Primermix
Forwardprimer
Reverseprimer

Stocklésung

Template

Vortex/vortexen

Pellet

Inkubieren

Eluieren

cDNA

NTC

dern

Well

Wahrend einer PCR gebildetes DNA Fragment
Isolierung der Erbinformation aus einer Probe

Industrielle Chemikalien- und Materialzusammenstellung
fur den entsprechenden Verwendungszweck

Angesetzte Mischung aus Nukleotiden, Polymerase, Pri-
mern, eventuell Sonden und Wasser (Grundlage PCR)

Ein Enzym, welches eine durch Primer markierte DNA-Se-
quenz durch die Aneinanderreihung der komplementaren
Nukleotide repliziert

Oligonukleotide, welche an einen definierten Bereich der
einzelstrangigen DNA binden und sie fir die Replikation
durch die Polymerase markieren

Mischung aus Forward- und Reverseprimer
Primer der am Leitstrang ansetzt
Primer der am Folgestrang ansetzt

Hochkonzentrierte Losung zur Herstellung der
Arbeitsldsung fir den anstehenden Versuch

Matrizen-DNA, welche in die PCR eingesetzt wird

Gerat, bzw. die dazugehoérige Handlung, mit der eine
Probe von einem Gerat durch schnelle Bewegung vor und
zuruck durchgemischt wird. Das Probenbehaltnis wird da-
fir am Verschluss festgehalten und an der Spitze des Pro-
bengefalies schnell bewegt

Ausgefalltes Substrat nach einer Zentrifugation

Nach einem Arbeitsschritt wird die Probe wahrend dieser
Zeit nicht weiterverarbeitet, oder Enzymen wird Zeit
gegeben zu katalysieren

Herauslosen von einem oder mehreren adsorbierten Stof-
fen aus Adsorbentien mit einem Losungsmitteln

komplementar zur RNA mittels reverser Transkriptase
erstellte DNA

Kontrollmastermix, in den keine Probe fir die PCR, son-
nur Wasser gegeben wird

Vertiefung in einer Platte in der Reaktionskomponenten
gemischt werden konnen
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2.7 Probengewinnung

Als Entnahmeort wurde das Abwasserrohr am Entnahmepunkt K12 gewahlt. An diesem
Punkt laufen gesammelt die Abwasser der Gebaude ,Alte Chirurgie®, ,Neubau Psychat-
rie“, ,Haupthaus Neubau 2“ entlang. Dort wurden 33 Proben von jeweils 200 ml durch
Mitarbeiter des Hygiene- Instituts enthommen. Von dort wurden die Proben in die Hygi-
ene verbracht und in Zentrifugationsrohrchen mit Stehrand umgefullt. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden die Proben beschriftet und bei -80°C eingefroren.

2.8 Polyethylenglykol Fallung

Die Abwasserproben wurden nach ihrem Abnahmedatum in 50 ml Zentrifugationsrohr-
chen mit Schraubverschluss aus Kunststoff umgefullt und bei — 80°C eingefroren. Am
Vortag des Experiments wurden die Proben des entsprechenden Abnahmedatums aus
dem

-80°C-Gefrierschrank herausgesucht und in einem 8°C-Kihlschrank Uiber Nacht aufge-
taut. Weiterhin wurden am Vortag des Versuchs 2 g Polyethylenglykol und 0,9 g Natri-
umchlorid jeweils in einem glasernen Zentrifugationsréhrchen mit Schraubverschluss
abgewogen. Pro Probe wurden jeweils zwei Glaszentrifugationsrohrchen vorbereitet, um
die 50 ml Fassungsvermogen des Kunststoffréhrchens, welches zur Aufbewahrung im -
80°C-Kihlschrank verwendet wurde, zu verteilen. Die glasernen Zentrifugationsrohr-
chen mit den eingewogenen Chemikalien wurden Uber Nacht in einem Vorratsschrank
fur die oben aufgefuhrten Chemikalien aufbewahrt. Die glasernen Zentrifugationsrohr-

chen wurden dafiir mit den dafir vorgesehen Deckeln verschlossen.

Am Tag des Versuchs wurde zunachst ein Wasserbad zur Hitzeinaktivierung der ent-
sprechenden Abwasserproben, welche Uber Nacht aufgetaut wurden, vorgeheizt. So-
bald das Wasserbad 70°C erreichte, wurden die zu verarbeitenden Proben in einem Re-
agenzglasstander aufrecht in das Wasserbad gestellt. Da das Wasser nicht das kom-
plette Zentrifugationsrohrchen bedeckte, sondern nur etwas Uber 3/4, wurden die Rohr-
chen alle 10 Minuten mehrfach tber Kopf gewendet und nach 45 min aus dem Wasser-

bad genommen und abgetrocknet.

Nun wurde die Probe in jeweils eine autoklavierte Laborgewindeflasche steril filtriert.
Dazu wurden zunachst zwei Laborgewindeflaschen mit je einem Bottel-top-Filter mit
0,22 um PorengréfRe versehen. Im Anschluss wurden die hitzeinaktivierten Abwasser-
proben auf die Bottel-top-Filter gegeben und dann mithilfe einer Vakuumpumpe steril

filtriert, welche an den Bottel-top-Filter angeschlossen wurde. Danach wurden jeweils 20
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ml des steril filtrierten Abwassers in vorher gekennzeichnete glaserne Zentrifugations-
rohrchen, mit dem am Vortag abgewogenen Polyethylenglykol und dem Natriumchlorid,
pipettiert. Hierzu wurden 25-ml-Pipetten und ein Pipetboy verwendet. Nun wurden die
glasernen Zentrifugationsrohrchen tber Kopf gewendet, um das Polyethylenglykol und
das Natriumchlorid zu I6sen. Dies war durch den Schraubverschluss mdéglich, da eine
solche Probe nicht gevortext werden darf. Um die Polyethylenglykolfallung durchzufiih-
ren, wurden die gldsernen Zentrifugationsréhrchen fir 30 Minuten im 8°C-Kuhlschrank
inkubiert.

Nach 30 Minuten wurden die glasernen Zentrifugationsrohrchen aus dem Kuhlschank
entnommen und auf einer Feinwaage austariert. Dazu wurden die Réhrchen in die dafiir
vorgesehen Adapter fir die Zentrifuge gestellt, und das Gewicht der beiden Zentrifuga-
tionsrohrchen flr die entsprechende Probe austariert. Als weitere Hilfsmittel dienten ein
Kolbenhubpipettenhandstiick und 10-ml-Pipetten. Im Anschluss wurde die Probe in einer
Sorvall-Zentrifuge mit einem SS 34-Festwinkelrotor bei 10.000 rpm fiir drei Stunden bei

4°C zentrifugiert.

2.9 RNA Extraktion und DNase- Verdau
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand der zusammengehérigen glésernen Zent-

rifugationsrohrchen in 50-ml-Zentrifugationsréhrchen mit Stehrand aus Kunststoff aus-
gegossen. Anschlielend wurde das Kunststoffrohrchen mit dem hineingegossenen
Uberstand verworfen. Die glasernen Zentrifugationsréhrchen wurden zum Abtropfen auf
ein Tuch gestellt. Anschlielend wurden die glasernen Zentrifugationsrohrchen mit 700
Ml QIAzol durch mehrmaliges hineinpipettieren und wieder aufziehen mit einer 1000-pl-
Pipette ausgespult, um das Pellet zu I6sen. Dabei wurde so verfahren, dass zunachst
700 plin das eine Zentrifugationsréhrchen hineingegeben wurde. Nach der Spulung wur-
den dann die 700 yl von einem Rdhrchen in das zweite des jeweiligen Probentages pi-
pettiert, um dort den Vorgang zu wiederholen und das Pellet in beiden Réhrchen gesam-
melt zu I6sen. Im Anschluss wurden dann die 700 pl in ein Cap pipettiert. Anschlielend
wiederholte sich der Vorgang mit den beiden gléasernen Zentrifugationsréhrchen der an-
deren Proben. Weiterhin wurden dann in beide Caps 140 pl Chloroform hinein pipettiert.
AnschlielRend wurden beide Caps fir jeweils 15 Sekunden gevortext und dann fur drei
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Minuten wurden die beiden Proben
bei 4°C und 12.000 rpm fir 15 Minuten zentrifugiert.

In der Zwischenzeit wurde die DNase fur den DNase-Verdau auf der Spinsaule ange-
setzt. Dazu wurden 15 ul DNase-Stocklésung mit 105 yl RDD-Puffer, sieche RNeasy®
Mini Kit, angesetzt. Da an den meisten Versuchstagen jeweils zwei Proben zur Verar-

beitung kamen, wurde die doppelte Menge angesetzt. Nach dieser Zentrifugation wurden
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370 ul der wassrigen Phase von oben hinauspipettiert und in ein separates Cap gege-
ben. Diese 370 pl Uberstand wurden dann mit 525 pl 99,98%igem Ethanol gemischt. Im
Anschluss wurde das Gemisch aus absolutem Ethanol und dem Uberstand in zwei
Schritten, erst 700 ul und danach das Restvolumen, jeweils auf eine Spin-Saule aufpi-
pettiert und dann fir 30 Sekunden bei 8.000 x g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde je-
weils verworfen. Anschlieend wurden pro Saule jeweils 350 pl RWT-Puffer des RNeasy
Mini Kits auf die Saulen pipettiert und wiederum bei 8.000 x g fir 30 Sekunden zentrifu-
giert.

Nun konnten 120 ul der angesetzten DNase auf die Spin-Saule pipettiert werden. An-
schlielend wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 25°C inkubiert. Darauffolgend wurden
wieder 350 pl RWT-Puffer auf die Zentrifugationssaule pipettiert und erneut bei 8.000 x
g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Der Durchlauf wurde wieder verworfen und nun mit 500
ul RPE-Puffer aus dem RNeasy® Kit gewaschen, indem dieser nochmals auf die Saule
aufpipettiert wurde. Es folgte abermals eine Zentrifugierung der Saule fur 30 Sekunden
bei 8.000 x g. Der Durchlauf wurde verworfen und erneut 500 ul des RPE-Puffers aufpi-
pettiert, aber diesmal zwei Minuten lang bei 8.000 x g zentrifugiert. Um die Saule trocken
zu zentrifugieren wurde die Probe fur den Durchlauf in einem neuen Auffang-Cap ge-
steckt und fir eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Zur Eluierung der Probe aus der
Zentrifugationssaule wurde die Saule in das Cap, in dem es aufbewahrt werden soll,
hineingesteckt und 40 pl RNase-freies Wasser aus dem RNeasy Kit auf die Zentrifuga-
tionssaule pipettiert und dort flr zwei bis drei Minuten inkubiert. AbschlieRend wurde die

Probe bei 8.000 x g fur eine Minute zentrifugiert und der Durchlauf bei -80°C eingefroren.

Bevor die extrahierte RNA ausgewertet werden konnte war es notwendig die RNA in
komplementare DNA (cDNA) zu transkribieren. Der Reaktionsschritt, in welchem die
extrahierte RNA nochmals in cDNA transkribiert wurde, war notwendig, da die Firma
Qiagen® kein Kit anbietet (Stand Juni 2022), in dem eine reverse Transskriptase vor-
handen ist, und das auRerdem mit Floureszensfarbstoffen arbeitet, die in DNA-Amplikate
interkalieren. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ausgewahlten Primer
Templates nachweisen kdnnen, welche sowohl in der original wildtypischen Spike-Ober-
flachenproteinsequenz zu finden sind, als auch in der fur die Mutationen angepasste
Sequenz. Es wurde ein Kit bendtigt, welches keiner Sonden bedarf, sondern nur For-
ward- und Reverseprimer fur die Amplifikation spezifischer DNA-Templates. Zu diesem
Zweck bietet Qiagen® nur das QIlAcuity® EG PCR Kit an. Diese Technik war sinnvoll
um einen generellen, also Varianten unabhangigen, Nachweis zu etablieren. Somit
wurde die Transkription mit einem weiteren Kit vor den Nachweis mit dem QlAcuity® EG
PCR Kit vorgeschaltet.
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2.10 Transkription der RNA in cDNA
Zur Transkription fand das ,High Capacity cDNA Reserve Transkription Kit“ von Applied

Biosystems™ Verwendung. Dabei wurde der Ansatz ohne DNase-Inhibitoren verfolgt.
Um nach Protokoll vorzugehen wurden jeweils fur jeden Ansatz 10 ul des Elutionsvolu-
mens aus der RNA-Extraktion eingesetzt und 10 ul aus dem ,High Capacity cDNA Re-

serve Transkription Kit“ verwendet.
Der Anteil des Kits setzte sich wie folgt zusammen:

- 10 x RT Buffer 2 pl

- 25 x dNTP Mix (100 mM) 0,8 pl

- 10 x RT Random Primers 2 pl

- Multiscript Reverse Transskriptase 1 ul
- RNase-freies Wasser 4,2 ul

(Thermo Fisher Scientific Baltics UAB 2018).

Die Proben wurden an einer PCR-Sicherheitswerkbank (PCR workstation) pipettiert und
gemischt. Vor dem Mischen wurde die extrahierte RNA auf Eis aufgetaut und herunter-
zentrifugiert. Die Caps fur den Thermocycler wurden dabei ebenfalls schon auf Eis ge-
lagert und dann vor dem Einsetzen in den Thermocycler nochmals herabzentrifugiert. Im
Anschluss wurde der Ansatz nach den Protokollangaben im Thermocycler weiterprozes-

siert. Dieser war wie folgt entsprechend der Protokollangaben programmiert worden:

Set Zeit (min) Temperatur (°C)
Aufheizen 10 25

Transkription 120 37
Hitzeinaktivierung 5 85

Kihlen 20 4

Tabelle 2: Thermocycling-Parameter der cDNA Transkription (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB 2018).

2.11 Qubit™-Konzentrationsbestimmung der cDNA

Nach Komplettierung der Transkription in cDNA wurde mit einem Qubit™ Fluorometer
die Konzentration der umgeschriebenen total RNA gemessen, um zu testen, ob die Tran-
skription in cDNA funktioniert hatte. Dies war auch indirekt ein Test daflir, ob die Extrak-
tion der total RNA mit dem oben beschriebenen Protokoll erfolgreich war. Dafur wurden
alle Reagenzien des ,,Qubit™ ssDNA HS Assay-Kits“ 30 Minuten vor dem Versuch aus
dem Kiuhlschrank oder dem Gefrierschrank bei Raumtemperatur belassen, bevor mit

dem Versuch begonnen wurde. Das Farbstoff-/Pufferverhaltnis (Farbstoff: Qubit™
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ssDNA HS Reagent/Puffer: DNA Buffer) wurde mit 1:200 angesetzt, um den Reaktions-
mix zu bilden. Danach wurden die Proben 1:10 und 1:100 verdinnt und dann je Probe
drei Ansatze vorbereitet. Einmal die im Originalverhaltnis, 1:10 und 1:100 fir jede Probe.
Es wurden 2 pl Probe und 198 ul des Reaktionsmix gemischt. Fir die beiden Standards,
die Positivkontrolle und Negativkontrolle, wurden 10 ul eingesetzt und mit 190 pl Reak-
tionsmix vermischt. Im Anschluss wurden alle Ansatze fir drei Sekunden gevortext und
dann fir zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Qubit™ Flourometer ist ab-
schlielRend noch die Maldeinheit ng/ul angewahlt worden, da 2ul Probenvolumen einge-
setzt wurden. Insgesamt hatte der Messansatz 200ul Gesamtvolumen. Nun konnten alle
Proben gemessen werden, nachdem die Standards eingelesen waren (Thermo Fisher
Scientific 2022a).

2.12 Allgemeiner SARS-CoV-2 Nachweis mit dem EvaGreen PCR Kit/
Versuche mit cDNA aus der umgeschriebenen RNA
2.12.1 Funktionsweise von QlAcuity® One und EvaGreen PCR Kit

Abbildung 8: QIAcuity® One

Bei der QlAcuity® One handelt es sich um eine digitale PCR. Sie arbeitet nach dem
Prinzip, dass ein Hauptmix, bestehend aus der Probe und den PCR-Reagenzien nicht in
einem einzigen Reaktionsmix ablauft, sondern dass diese Hauptreaktionsmixturen auf
sehr viele kleine Partitionen aufgeteilt werden. In einer Partition lauft jeweils eine PCR-
Reaktion mit bedeutend weniger Volumen ab. Dadurch wird erreicht, dass sich nicht zu
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viele Signale im Reaktionsmix Uberlagern, da aufgrund der geringen Menge an Proben-
volumen sich darin bedeutend weniger mogliche zu detektierende DNA- oder RNA-Frag-
mente befinden. Jede dieser Reaktionen wird dann von der Maschine einzeln detektiert
(QIAGEN GmbH 2021b). Dieser Prozess lauft wie folgt ab:

Zunachst werden die Reaktionsreagenzien einzeln in einer 96-Well Mischplatte zusam-
menpipettiert. Dann wird dieser Reaktionsmix, wie zuvor an der QIAGEN Software Suite
programmiert, in die Nanoplate hineinpipettiert. Die QIAGEN Software Suite ist die
Schnittstelle zwischen QIAcuity® und PC. Was das genaue Prozedere sowie die ge-
nauen Reagenzien waren wird spater beschrieben, wenn es um das QlAcuity® EG PCR
Kit geht, welches im speziellen flr die Experimente verwendet wurde. Hier wird vorerst
die allgemeine Funktionsweise der dPCR beschrieben (QIAGEN GmbH 2021b).

Eine Nanoplate ist der Teil des Versuchsaufbaus, in dem die Reaktion in viele kleine
Unterreaktionen unterteilt wird. Dazu werden die Wells der Nanoplate durch eine mit der
Nanoplate mitgelieferten Membran versiegelt. Diese Membran wird dann mit einem Rol-
linstrument manuell auf der Nanoplate fixiert. Die Nanoplate wird horizontal zur dPCR
transportiert und in das Gerat eingelegt. In der dPCR wird ein Stempel in jeden Well der
Nanoplate gedriickt, der Gber den sich aufbauenden Druck den Reaktionsmix in alle,
teilweise in Reihe, teilweise parallel geschalteten, Kammern (Partitionen) drickt. In der
verwendete Nanoplate wurde jeweils pro Well 26.000 Partitionen dahintergeschaltet. Ein
Reaktionsmix fiir die PCR wurde auf 26.000 kleine Unterreaktionen aufgeteilt, was eine
héhere Auflésung erreichte. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich viele Zielsequenzen in
einer Partition befinden und dadurch Ubersehen werden, wird dadurch geringer. Nach-
dem alle, oder zumindest so viele Kammern gefiillt sind, wie der Reaktionsmix beftllen
kann, kommt ein Rollinstrument von unten und drickt gegen die Nanoplate und ver-
schlief3t dadurch die einzelnen Kammern. So entstehen physisch voneinander getrennte

Kammern in denen einzelne PCR-Reaktionen ablaufen konnen.

Es gibt verschiedene Nanoplateformate. So werden einmal eine Nanoplate mit 24 Wells
und 26.000 Partitionen pro Well angeboten, sowie eine Version, in der 24 Wells mit je
8.500 Partitionen bereitstehen. Eine dritte Option existiert, in der 96 Wells zur Verfigung
stehen, denen jeweils 8.500 Partitionen zugeordnet sind. Fir das Experiment der vorlie-
genden Forschungsarbeit wurde die 24 Well Platte mit 26.000 Partitionen pro Well ge-
wahlt, da durch die 26.000 Partitionen erméglicht wird, mehr Probenvolumen und Reak-
tionsvolumen einzusetzen. Dadurch stehen mehr Partitionen zur Verfligung als bei den
anderen beiden Varianten. Dies begrindet sich aus der wahrscheinlich geringen Menge

an Viruslast und dem darum verhaltnismaRig groen Einsatz an Probevolumen.
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Abbildung 9: QIAcuity® Nanoplate 24 Well 26K Partitionen

2.12.2 Thermocycling

Fur den Ablauf einer Polymerasen-Kettenreaktion, englisch polymerase chain reaction
(PCR), bedarf es eines Thermocyclings, damit die gesuchte Zielsequenz hochampilifi-
ziert wird. Dazu wird die Nanoplate, mit dem darin befindlichen Reaktionsmix, auf einem
Thermocycle-Element befestigt. Dabei wird das Thermocycling, entsprechend der vorher

auf der QlAcuity® Software Suite festgelegten Temperaturen, durchgefuhrt.

Der Prozess der Polymerase-Kettenreaktion selbst ist eine durch Enzyme katalysierte
Vervielfaltigung von Erbinformation. Diese Reaktion erfolgt in Zyklen und wird Uber die
Temperatur (Thermocycling) gesteuert. Dabei wird zunachst tber die Erhitzung auf Gber
90°C die DNA denaturiert, das heif3t, die im Zweifel doppelstrangige DNA wird in zwei
Einzelstrange getrennt. Daraufhin wird die Temperatur wieder gesenkt. Nun erfolgt die
Hybridisierung. Dabei lagern sich Primer (Oligonukleotide) an bestimmte Sequenzen der
DNA an. Die Temperatur ist abhangig von der Lange und Zusammensetzung der Primer
selbst. In der Regel wird die Temperatur fur die Primer-Hybridisierung um 50 - 65°C
gehalten. Im Anschluss wird die Temperatur wieder erhdht, denn die Elongation bzw.
Extension der DNA-Strange erfolgt durch das Enzym DNA-Polymerasein in einer ther-
mostabilen Form, welche bei ca. 72°C sein Aktivitdtsoptimum aufweist. Diese elongiert
den neu synthetisierten DNA-Strang durch Nukleotide, die im Reaktionsmix vorliegen,
entsprechend der komplementaren Basen des Matrizenstrangs DNA. Dadurch kommt
es zu einer exponentiellen Vermehrung des DNA-Abschnitts, zwischen dem die Primer
binden (Weier et al. 1988; Kleppe et al. 1971).
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Wahrend des Thermocyclings wurde das durch das Primerset aus ,sz-CoVS_For-1A*
und ,sz-CoVS_Rev-1A* festgelegte Amplikon vervielfaltigt und der EvaGreen® Fluores-
zenz-farbstoff konnte mit den sich bildenden doppelstrangigen DNA interkalieren. Im

nachsten Schritt, dem Imaging, konnte dieser Farbstoff detektiert werden.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Funktionsweise des-Nachweises mit dem QIAcuity® EG PCR
Kit. Es werden die Repilkationsschritten.sowie die Interkalierung der Flourochrome sowie deren abschlie-

Bende Exzitation und Emisssion dargestellt. Modifizierte Darstellung (QIAGEN GmbH 2021b). Erstellt mit
BioRender .com

Das Thermocycling fur alle Versuche mit dem QlAcuity ® EG PCR Kit wurde nach dem
Handbuch wie folgt programmiert:

Set Zeit Temperatur (°C)
PCR initiale Hitzeaktivierung 2 min 95
3-step cycling (40 cycles)
- Denaturation | 15 sec 95
- Annealing 15 sec 60
- Extension 15 sec 72
Kuhlung 5 min 40

Tabelle 3: Thermocycling fiir alle Versuche mit dem QIAcuity® EG PCR Kit (QIAGEN GmbH 2021a).
2.12.3 Imaging

Die QlAcuity® unterscheidet positive von negativen Partitionen durch die Fluoreszenzin-
tensitat, welche detektiert wird. Dazu wird das Licht einer weiRen LED durch einen An-

regungsfilter geleitet, um die fiir den Farbstoff oder die Probe spezifischen Wellenlangen
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zu selektieren, um die entsprechenden Kanale fir ein Multiplexing abzubilden. Die QIA-
cuity® kann finf Kanale mit funf unterschiedlichen Wellenlangen ansteuern. Einen Uber-

blick dazu gibt folgende Tabelle:

Kanal Anregung (nm) Emission (nm) Fluorochrome

Green 463 - 503 518 - 548 FAM,
EvaGreen®

Yellow 514 - 535 550 - 564 HEX, VIC, JOE

Orange 543 - 565 580 - 606 TAMRA, ATTO
550

Red 570 - 596 611 - 653 ROX, Texas Red

Crimson 590 - 640 654 - 692 Cy5

Tabelle 4: Ubersicht der Kanéle der QIAcuity® mit den dazugehérenden Wellenldngen und Fluorochromen
(QIAGEN GmbH 2021b).

Nachdem die entsprechenden Wellenlangen durch den Anregungsfilter selektiert wur-
den, treffen diese auf die Unterseite der Nanoplate. Diese ist mit einer photodurchlassi-
gen Folie versehen und erlaubt dem emittierten Licht in die einzelnen Partitionen der
Nanoplate vorzudringen. Dort regt das Licht, entsprechend seiner Wellenlangen, die Flu-
oreszenzfarb-stoffe oder Reporter der Proben an, um Licht in einer leicht verlangerten
Wellenlange zu emittieren. Dieses Licht wird wieder durch einen Emissionsfilter fur Wel-
lenlangen geleitet und dann Uber ein Objektiv auf den photosensiblen Chip der Kamera
geleitet. Uber die einzelnen Fluoreszensstarken aller Partitionen errechnet die Software

der QlAcuity®, welche Partitionen als positiv und welche als negativ anzusehen sind.
Imaging Einstellungen spezifisch fiir das EG PCR Kit:

In Bezug auf das Imaging existieren zwei Variablen, die man in der QlAcuity® Software
Suite verandern kann: Belichtungszeit (ms) und Gain. Mit Gain ist hier die Signalverstar-
kung der LED gemeint. Dabei wird der interkalierte EvaGreen® Farbstoff mit einer Wel-
lenlange von 495 nm angeregt und emittiert Licht mit einer Wellenlange von ca. 530 nm
(QIAGEN GmbH 2021b). Fir die Auswertung wurde die QlAcuity® Software Suite in der
Version 1.2.18. verwendet. Die besten Ergebnisse wurden in den Vorversuchen mit fol-

genden Einstellungen erzielt: Belichtungszeit 300 ms, Signalverstarkung (Gain) 4.
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Nanoplate in der digital PCR

N N A4

Emissionsfilter o
Exzitation

Objektiv Exzitationsfilter

Kamera LED

Abbildung 11: Belichtungs- und Imagingprozess der QIAcuity®; Modifizierte Darstellung (QIAGEN GmbH
2021b). Erstellt mit BioRender.com

Berechnung fiir die absolute Quantifikation:

Eine weitere Besonderheit der dPCR ist, dass anders als bei der gPCR, hier keine Stan-
dardkurven verwendet werden mussen. Da fir jede einzelne Partition ein Ergebnis der
Fluoreszensstarke erwartet wird, kann im Verhaltnis aus den positiven und den negati-
ven Partitionen und mit der Poisson-Verteilung ein absoluter Wert bestimmt werden (QlI-
AGEN GmbH 2021b).

Die Poisson-Verteilung ist geeigneter fir seltene Ereignisse als die Binomialverteilung.
So liefert eine Binomialverteilung bei Berechnungen mit einem hohen n (in unserem Fall
eine hohe Anzahl an Partitionen mit 26.000) und einem kleinen p (eine geringe Wahr-
scheinlichkeit fur das Auftreten eines Ereignisses) nicht so genaue Angaben, wie es eine
Poisson-Verteilung vermag (Oestreich 2014). Die Formel fur die Poisson-Verteilung lau-

tet wie folgt:
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A2

PX =k)= ol

e: Eulersche Zahl (2,718281828...)
A: Erwartungswert (A=n + p)
kl: k Fakultat
k: Kopien pro Partition mitk =0, 1, 2, ...
(QIAGEN GmbH 2021b)

2.12.4 Herstellung der Kontrollen

Das Plasmid mit der Sequenz des gesamten original wildtypischen Spike-Oberflachen-
proteins lag der Arbeitsgruppe bereits vor (Diehl-Valentin 2023). Das entsprechende
Plasmid mit der Sequenz des wildtypischen Spike- Oberflachenglykoproteins war mit
,PCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“ benannt worden (nachfolgend auch Spike ge-
nannt). Die Sequenz des wildtypischen Spike- Gens wurde als Matrize verwendet um

Primer und Sonden zu entwickeln bzw. herauszusuchen (Perchetti et al. 2021).

Replikationsursprung et Snabl o T7 Promotor
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Abbildung 12: pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020 Plasmid (Spike) mit der wildtypischen Sequenz des Spike-
Proteins mit dem Primerpaar ,sz-CoVS_For1A“und ,sz-CoVS_Rev1A* aus DNAStar SeqBuilder Pro 17.

Fur den allgemeinen Virusnachweis und spateren Variantennachweis war es ndétig, Uber
ein Plasmid zu verfligen, das nur die Sequenz flr ein angepasstes Spike-Oberflachen-
protein aufwies. Es musste bestimmten Mutationen bzw. Substitutionen in der Sequenz

aufweisen wie sie auch in der Omikron- Variante beobachtet wurden (S: S477N; S:
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T478K; S: E484A; S: Q493R; S: G496S S: Q498R; S: N501Y; Y505H). Hierfir wurden
zunachst diese Mutationen bestimmt und zusammengetragen (Hodcroft 2022). Ein ent-
sprechendes Plasmid wurde Uber eine Firma bestellt, welche die Sequenz in einen
.pBluescript Il KS (+)“-Plasmid Uber die Restriktionsenzymschnittstellen ,Kpnl“ und
LSacl” synthetisierte. Weiterhin beinhaltet dieser Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen, so-
wie eine T7 Promotor-Bindungsstelle fiir die T7 RNA Polymerase. Dieser Vektor, mit der
Sequenz des Spike- Proteins mit den eingefligten Mutationenen, wurde fir diese Arbeit
mit ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+) (nachfolgend auch Spike-Variants) genannt.
Dieses Plasmid diente als Matrize um die Primer und Sonden flr den Variantennachweis
auszuwahlen. Es wurden in der Literatur schon beschrieben Primer und Sonden fur die
Versuche ausgewahlt (Perchetti et al. 2021). Im allgemeinen Virusnachweis sollte der
~opike-Variants in pBluescript Il KS (+)* Vektor anzeigen, welche Primer sowohl an der
wildtypischen Sequenz, hier das ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“ (Spike) (Abbil-
dung12), binden, als auch an einer angepassten Sequenz, hier durch das ,Spike Vari-
ants in pBlueskript Il KS (+)“-Plasmid (Spike- Variant) (Abbildung 13). Auf die Primer wird

jeweils noch in einen gesonderten Kapitel ndher eingegangen.
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Abbildung 13: Spike- Variants in pBluescript Il KS (+) (Spike Variant) mit dem Primerpaar ,,sz-
CoVS_For1A“und ,sz-CoVS_Rev1A*; aus DNAStar SeqBuilder Pro 17.
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2.12.4.1 Transformieren und Isolieren der Plasmide

Das Spike- Variants in pBluescript | KS (+)“-Plasmid (Spike- Variant) mit der Sequenz
des Spikeproteins mit den eingefligten Mutationen wurde als Lyophilisat (4 ug DNA) ge-
liefert. Dieses wurde in 20 pul RNase- und DNase-freiem Wasser geldst und eine 200
ng/ul Konzentration erstellt. Die Transformation erfolgte in kompetente Zellen die der
Arbeitsgruppe bereits vorlagen, sogenannte ,DH10 Beta“ Zellen. Um das Plasmid zu
isolieren wurde das QIAGEN® Plasmid Mini Kit verwendet und so ca. 90 ul Plasmid-
DNA erhalten. Im weiteren Verlauf wurde mittels Qubit™ Fluorometer und dem Qubit™
dsDNA HS Assay Kit die Endkonzentration gemessen. Dies erfolgte nach dem Protokoll
des Kits fur das ,Spike-Variants in pBluescript [l KS (+)* (Spike Variant) Plasmid. Es
wurde eine Endkonzentration von 246 ng/pl Plasmid-DNA gemessen. Fir die Messung
wurde das Qubit™ dsDNA HS Assay Kit verwendet und nach Protokollangaben folgen-
dermalden angesetzt: Zunachst wurde fur die Herstellung der Qubit™ worksolution das
Qubit™ dsDNA HS reagent in einer Konzentration von 1:200 mit dem Qubit™ dsDNA
HS buffer angesetzt. Fur die Herstellung der Standards wurden jeweils 190 ul der
Qubit™ worksolution und 10 pl des jeweiligen Standards angesetzt. Fur die Messung
der Plasmid- DNA wurden 198 pl Qubit™ worksolution und 2 pl der jeweiligen Plasmid-
DNA eingesetzt. Alle Ansatze wurden dann fiir 5 Sekunden gevortext und im Anschluss
fur zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Thermo Fisher Scientific 2022b). Die
Messungen wurden dann jeweils dreimal erhoben und daraus das arithmetische Mittel

erhoben, welches oben bereits aufgeflhrt wurde.

Fir das Plasmid “pCI-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020” (Spike) lag eine Losung mit einer

Endkonzentration von 57 ng/ul Plasmid-DNA bereits vor.

2.12.4.2 Linearisierung der Plasmid-DNA

Fir die Transkription mussten zundchst die Plasmide linearisiert werden. Dies geschah
Uber die ,Not I“-Schnittstelle. Es wurde jeweils 1 ug DNA aus der zuvor durchgefihrten
Qubit™-Messung eingesetzt. Ein Teil des Ansatzes wurde auf ein 1%-TBE-Gel aufge-
tragen, um Uber eine 1kb plus DNA-Leiter den Erfolg des Restriktionsverdaus zu kon-
trollieren. Der Reaktionsmix betrug 50 pl. Fur die Aufreinigung wurde die DNA phenoli-
siert in dem der Reaktionsmix im Verhaltnis 1:1 mit 50ul, bestehend aus 25ul Phenol
und 25ul Tris gesattigten (ph 7,5) Chlorophorm, gemischt. Aus diesem Gemisch wurde
50ul der wassrigen Phase ab pipettiert und mit 50ul Chloroform gemischt. Aus diesem

Gemisch wurden wieder 50ul der wassrigen Phase ab pipettiert und mit 50ul Chloroform
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gemischt. Fir die Ausfallung der DNA wurde aus dieser Mischung dann 45ul der wass-
rigen Phase ab pipettiert und mit 10% 3 M Natriumacetat sowie 2 Volumen (90ul) Ethanol
gemischt. Diese Lésung wurde bei -20°C fir 30 Minuten inkubiert und im Anschluss das
Pellet Gber Zentrifugation bei 15 000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C fur 10 Minuten
gesammelt. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 500 pl
70%igem Ethanol gereinigt. Abschliefiend wurde die DNA jeweils in 20 yl DEPC-Wasser
resuspendiert und die Konzentration mit dem Qubit™ ds DNA HS Assay Kit jeweils g
messen und folgende Werte bestimmt: “pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020" (Spike) mit
147 ng/ul und ,Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)* (Spike Variant) mit 44,8 ng/pl.
Die Messung erfolgte nach dem gleichen Schema wie im Unterkapitel 2.12.4.1 ,Trans-

formieren und Isolieren der Plasmide® (Thermo Fisher Scientific 2022b).

2.12.4.3 Transkription der linearisierten DNA in RNA

Aus den oben gemessenen DNA Resuspensionen wurde jeweils ca. 1 ug in RNA
transkribiert. Hierfiir wurde das TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit verwendet.
Zunachst wurden fir jeden Reaktionsmix zunachst alle Komponenten aufgetaut und ge-
vortext sowie kurz zentrifugiert, um die Reagenzien wieder am Boden des Caps zu sam-
meln. Der ,TranscriptAid Enzym Mix“ und die entsprechenden Nukleotide wurden im
weiteren Verlauf auf Eis gelagert und der ,5X TranscriptAid Reaction Buffer” wurde bei
Raumtemperatur belassen. Durch die verschiedenen Konzentrationen war es nétig meh-
rere Reaktionsmixe (6 Stlick) anzusetzen. Vor dem Ansetzen der Reaktionsmixe wurde
noch fur alle sieben Reaktionsmixe der ,ATP/CTP/ GTP/ UTP mix* zusammengestellt.
14 ul ATP, 14 ul CTP, 14 ul GTP sowie 14 uyl UTP wurden zu 56 pl ,ATP/CTP/ GTP/

UTP mix“ kombiniert. AnschlieBend wurden die Reaktionsmixe wie folgt angesetzt:

Komponenten 2 x Spike/ 3 x Spike-Variants in Kontrolle
“pCl-neo-Spike- ~pBluescript Il KS (+)*
SARS-CoV-2-2020”

DEPC-treated water 2x0ul 3x0ul 4 ul

5x TranscriptAid Re- | 2 x4 ul 3 x4yl 4 ul

action Buffer

ATP/CTP/ GTP/ UTP | 2 x 8 I 3x8ul 8 ul

mix

Template DNA 2x6 ul 3 x6ul 2 ul

TranscriptAid Enzyme | 2 x 2 pl 3x2ul 2 ul

Mix

Volumen pro Reaktion | 2 x 20 pl 3 x 20 pl 20 pl

Tabelle 5: Reaktionsmix-Zusammensetzung fiir das Umschreiben der Plasmid-DNA in RNA (Thermo Fis-

her Scientific 2014).

Nun wurden die Reaktionsmixe gemischt und anzentrifugiert. Darauffolgend wurden die

Reaktionsmixe bei 37°C fir zwei Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden alle
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zusammengehorigen Reaktionsmixe (jeweils von Spike und Spike-Variants) gepoolt und

bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C eingefroren.

Vor deren Weiterverarbeitung wurde Uber den Kontrollmix der Erfolg der Transkription
bestimmt. Hierfir wurden 5 pl dieses Reaktionsmixes mit 195 ul DEPC-Wasser versetzt
und dadurch vierzigfach verdinnt. Darauf aufbauend wurden 3 pl der Verdiinnung mit 3
pl des ,2X RNA Loading Dye Solution Buffer” aus dem Kit gemischt. Diese Probe wurde
dann fur 10 Minuten bei 70°C erhitzt und anschliel3end auf Eis abgekuhlt. Abschliel3end
wurde die wieder abgekuhlte Probe mit Ethidiumbromit auf ein 1%iges TBE-Agarose-

Gel geben und mit Hilfe der ,RiboRuler™ RNA Ladder, high range* ausgewertet.

2.12.4.4 Template-DNA Entfernung durch DNase-Verdau

Fir den DNase-Verdau der restlichen Proben wurden diese zunachst aufgetaut. Daflir
wurde das RNeasy® Mini Kit von QIAGEN (Appendix C) verwendet. Zunachst wurde die
als Lyophilisat vorliegende DNase uber eine RNase-freie Nadel mit RNase-freiem Was-
ser geldst und im Anschluss aliquotiert. Fir den DNase-Verdau der Proben wurden zwei
Reaktionsmixe erstellt. Einen fir die umgeschriebene Plasmid-DNA von “pCl-neo-Spike-
SARS-CoV-2-2020" (Spike) und einen fiur ,Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)*
(Spike- Variant). Fir den Reaktionsansatz des “pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020
(Spike)” wurden die 40 ul (2 x 20 ul) des Transkriptions-Reaktionsmix mit 10 pl RDD-
Puffer aus dem Kit, sowie 2,5 ul DNase-I-Stocklésung versetzt. Abschlielend wurde mit
47,5 ul RNase-freiem Wasser auf 100 pyl Gesamtvolumen aufgeflllt. Fir den Reaktions-
ansatz mit ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)“ (Spike Variant) wurden die 60 pl (3 x
20 pl) des Transkriptions-Reaktionsmix mit 10 yl RDD-Puffer und 2,5 yl DNase-I-Stock-
I6sung versetzt. AbschlieRend wurde dann mit 27,5 yl RNase-freiem Wasser auf 100 pl
aufgefllt. Jeweils wurden die Ansatze dann mit einer neuen Pipettenspitze gemischt.

Beide Reaktionsmixe wurden dann bei 25°C fir 15 Minuten inkubiert.

2.12.4.5 RNA-Aufreinigung nach DNase-Verdau

Zur Aufreinigung der RNA wurde das ,GeneJET RNA Purification Kit* von Thermo Sci-
entific verwendet. Die Aufreinigung erfolgte direkt im Anschluss an den DNase-Verdau.
Die 100 pl Reaktionsmix des DNase-Verdaus wurden jeweils mit 300 ul ,Lysis Buffer*
ohne B-Mercapto-ethanol mit einer Pipette gemischt. Anschlieend wurden 180 ul Etha-
nol absolut hinzu pipettiert. Dieser Mix wurde dann jeweils auf eine ,GeneJET RNA Pu-
rification Column*® Gberflihrt, welche in ein Auffang-Cap gesteckt wurde. Diese Spinsaule
mit Cap wurde fiir eine Minute mit = 12.000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde das Auffang-Cap, in dem die ,GeneJET RNA Purification Column® steckte, ver-

worfen und die Saule in ein frisches 2 ml-Cap gesteckt. Auf die Saule wurden 700 pl
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,Wash Buffer1* aufpipettiert und diese wiederum bei 12.000 x g fir eine Minute zentrifu-
giert. Der Durchlauf wurde hiernach verworfen. Anschlieend wurden 600 ul des ,Wash
Buffer2® auf die Spinsaule aufgetragen, wonach die wieder fiir eine Minute mit 12.000 x
g zentrifugiert wurde. Auch nach diesem Schritt wurde der Durchlauf wieder verworfen.
Nun wurden 250 pyl ,Wash Buffer2“ auf die Saule aufgetragen und fir zwei Minuten bei
12.000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurden die ,GeneJET RNA Purification Column*®
in ein 1,5 ml steriles und RNase-freies Mikrozentrifugationsréhrchen Gberflhrt. Abschlie-
Rend wurde 50 pl RNase-freies Wasser auf die Sdule aufgetragen und dann fur eine
Minute bei 12.000 x g zentrifugiert um die RNA zu eluieren. Die eluierte RNA wurde

aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

Die Konzentration eines Teils der eluierten RNA beider Sequenzen wurde im Anschluss
an die Reinigung mit dem Qubit™ RNA HS Assay Kit jeweils gemessen. bestimmt: Fir
die Messung wurde das Qubit™ RNA HS Assay Kit verwendet und nach Protokollanga-
ben folgendermallen angesetzt: Zunachst wurde fir die Herstellung der Qubit™ work-
solution das Qubit™ RNA HS reagent in einer Konzentration von 1:200 mit dem Qubit™
RNA HS buffer angesetzt. Fir die Herstellung der Standards wurden jeweils 190 ul der
Qubit™ worksolution und 10 pl des jeweiligen Standards angesetzt. Fur die Messung
der Plasmide wurden 197 pl Qubit™ worksolution und 3l der jeweiligen RNA-Elutions-
volumina eingesetzt. Die eingesetzten Probenvolumina wurden vor der Messung alle
1:10 in DEPC-Wasser /RNase freiem Wasser verdinnt. Die Messung ergab folgende
Werte: “pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020” (Spike) mit 333 ng/pl und ,Spike-Variants in
pBluescript Il KS (+)“ (Spike Variant) mit 301 ng/pl. Alle Ansatze wurden dann fur 5 Se-

kunden gevortext und im Anschluss fur zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Da fur nachfolgende Versuche eine Molekilmenge von ca. 217.000 nicht Uberschritten
werden sollten, wurde mithilfe des Berechnungstools ,molbiol* (Barnett et al. 2022) die
Konzentration fir beide Sequenzen berechnet. Diese Molekilmenge wurde durch das
verwendete QlAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit vorgegeben, welches fur den Varian-
ten Nachweis verwendet wurde. Fir “pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020” (Spike Vekto-
rinsert 3823 Basenpaare) wurde darum eine 1:1.000.000 Verdinnung erstellt, aus der
1,3 pl die Molekilanzahl von ca. 217.000 Molekule nicht Uberschritten (berechnet
154.051.813.680 Molekule in der unverdinnten LOsung). Fur ,Spike- Variants in
pBluescript Il KS (+)* (Spike-Variants Vektorinsert mit 965 Basenpaare lange) musste
fur die oben genannte Molekilmenge von ca. 200.000 eine Verdinnung von
1:10.000.000 erstellt werden, aus der 3,6 ul entnommen werden konnten (berechnet
551.653.099.298 Molekule in der unverdinnten Losung).



Material und Methoden 35

2.12.4.6 Transkription der gereinigten RNA in cDNA fir das QlAcuity® EG PCR Kit

Fir das QlAcuity® EG PCR Kit wurde keine RNA, sondern deren cDNA (das Kit funkti-
oniert nur mit DNA) als Template benétigt. Dieses Kit beinhaltet keine reverse Transkrip-
tase. Darum musste extern dieser Arbeitsschritt vorgeschaltet werden. Es wurden 10 pl
der RNA nach dem gleichen Protokoll wie in Unterkapitel 2.10 ,Transkription der RNA in
cDNA* in cDNA transkribiert.

Die cDNA wurde mit dem Qubit™ Fluorometer in einer 1:10-Verdinnung gemessen. Die
Messung der cDNA-Konzentration wurde nach dem gleichen Schema durchgefuhrt wie
in Unterkapitel 2.11 ,Qubit™-Konzentrationsbestimmung der cDNA". Die Werte wurden
dreifach erhoben und das arithmetische Mittel daraus bestimmt. Flr das Spike wurde
eine Konzentration in 1:10 von 13,8ng/ul bestimmt. Also in der unverdiinnten Lésung
138ng/ul. Fur Spike- Variants wurde in der 1:10 Verdlinnung 8,37ng/ul bestimmt und
also in der unverdiinnten Lésung 83,7 ng/ul. Die sich daraus ergebende Konzentrationen
wurde dann mit Hilfe des Onlinetools ,molbiol* (Barnett et al. 2022) im Konzentrations-
rechner flir DNA eingegeben und die Molekiilmenge festgehalten Fir das Spike wurden
3823 Basenpaare angebenen und flr das Spike Variant 965 Basenpaare. Anschlielend
wurde die Verdunnung fur den Versuch mit dem QIAcuity® EG PCR Kit fur ca. 65.000
Molekule bestimmt, welche die QlAcuity® One optimal in diesem Kit detektieren kann.
Diese Detektionsgrenze an Molekilen sollte demnach nicht Uberschritten werden. Fir
das Spike Variant wurde eine Verdinnung von 1:10.000.000 berechnet und flr das
Spike 1:50.000.000. Fir das Spike mussten fir die ca. 65.000 Moleklile ca. 4,62 ul aus
der 1:50.000.000 Verdinnung eingesetzt werden da 66.989.090.845 Molekile mit ,mol-
biol“ bestimmt wurde in der Ausgangslésung (Barnett et al. 2022). Fir das Spike Variants
mussten aus einer 1:10.000.000 Verdlnnung ca. 3,84yl eigesetzt werden, da mit ,mol-
biol“ 163.333.111.849 Molekile in der Ausgangsldsung berechnet wurden (Barnett et al.
2022).

2.12.5 Primer QlAcuity® EG PCR Kit fur den allgemeinen SARS-CoV-2 Nach-
weis
Die Primersequenzen lagen bereits vor und wurden der Verdffentlichung ,Specific allelic
discrimination of N501Y and other SARS-CoV-2 mutants by ddPCR detectes B.1.1.7
lineage in Washington State“ entnommen (Perchetti et al. 2021). Urspriinglich waren
diese Primer/TagMan-PCR-Sonden-Kombinationen dazu konzipiert, Mutationen des
Spike-Oberflachenproteins nachzuweisen. In diesem Versuch der Forschungsarbeit war
jedoch das Ziel, einen generellen Nachweis von SARS-CoV-2 im Abwasser zu erbrin-
gen. Darum wurde nur ein Paar an Forward und Reverse Primern in diesem Teil der

Arbeit verwendet, da diese, wie oben in den Plasmidkarten bereits gezeigt, sowohl in der
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wildtypischen als auch in der angepassten Sequenz binden konnten; an einer Stelle, in

der keine spezielle Mutation sich befindet.

Primer QlAcuity® EG PCR Kit-Versuch:

Forwardprimer: sz-CoVS_For1A:

5-TGTT CTTACCTT TCTT TTCC AATG TTAC TT — 3" (Perchetti et al. 2021)
Reverseprimer: sz-CoVS_Revi1A

5- AATG GTAG GACA GGGT TATC AAAC CT — 3° (Perchetti et al. 2021)
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Abbildung 14: Darstellung des Forward- und Reverseprimers sowie deren Amplikon in DNAStar Seqbuil-
der an der Sequenz des Plasmides ,pCl- neo- Spike-SARS-CoV-2-2020“ (Spike) mit der wildtypischen Se-
quenz des Spike-Proteins, sowie der Aminoséure Histidin (69) in dunkelgriin und Valin (70) in rot.
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Abbildung 15: Darstellung des Forward- und Reversprimers in DNAStar Seqbuilder an der angepassten
Sequenz des ,Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)“ mit den Mutationen S:I68N (lila) S:H69A (orange)
und S:V70I (dunkelblau)
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Initial wurden diese Primer mit der TagMan-PCR-Sonde ,SProbe1A* zur Detektion der
Deletion 69 - 70 (ACATGT) genutzt (Perchetti et al. 2021). Weiterhin war dieses Primer-
set besonders geeignet, da das von diesen Primern vervielfaltigte Amplikon 97 Basen-
paare lang ist. Damit liegt es sehr nah an der optimalen Amplikonlange fur das QlAcuity®
EG PCR Kit (QIAGEN GmbH 2021b). Ursprunglich waren die Primer jeweils wie folgt
benannt: For-wardprimer: ,SForward1A". Dieser Primer wurde mit ,sz-CoVS_For1A* be-
nannt und mit der oben bereits genannten Sequenz von einer externen Firma hergestellt.
Ahnliches gilt fir den Reverseprimer: ,SReverse1A“. Dieser Primer wurde ebenfalls ex-

tern generiert und mit ,sz-CoVS_Rev1A® benannt.

Um die Primer in den Konzentrationen, die flr den quantitativen Nachweis des Virus mit

der QIAcuity dPCR nétig waren, anzusetzen, wurde folgendermal3en vorgegangen:

Das EG PCR Kit bendtigte die Primer in einer Endkonzentration der Primer jeweils von
0,4 uM. Darum wurden fir 100 pl Primer-Mix 4 pl jeweils der 100uMolaren Forwardpri-
merstockldsung und 4 pl der 100uM Stocklésung des Reverseprimer mit 92 ul RNase-

freiem Wasser versetzt.

2.12.6 Etablierung der Kontrollen des molekularen Nachweises

Zunachst wurden die entsprechenden Caps flir die Proben beschriftet. Das 3x EvaGreen
PCR Mastermix Cap wurde gevortext und anschlieffend auf Eis unter der Sicherheits-
werkbank aufbewahrt. Wahrenddessen wurden die anderen Komponenten RNase-freies
Wasser, Primermix, cDNA des Spikes sowie Gene fiir die Positivkontrollen auf Eis auf-
getaut. FUr den Mastermix wurde dann entsprechend der 3x EvaGreen PCR Master Mix
mit dem Primermix aus Forward- und Reverseprimern eingesetzt. Dem Protokoll ent-
sprechend wurden 13,3 ul 3x EvaGreen PCR Mastermix und 4 pl Primermix pro auszu-
wertendem Well gemischt, zuzlglich jeweils ein bis zwei Sicherheitsproben. Die Mi-
schung von Primer Mix und 3x EvaGreen PCR Mastermix wird im weiteren Verlauf als

Mastermix bezeichnet.

Pro Lauf wurden jeweils zwei bis drei Non Template Controls (NTCs) angesetzt (17,3 pl
Mastermix und 22,7 ul RNase-freies Wasser) sowie fur die Positivkontrollen jeweils drei
Ansatze. Fur die Positivkontrollen mit dem ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“ bzw.
Spike wurde aus der 1:50.000.000-Verdunnung ein Volumen von 4,62 yl Template (in
der gemessenen und unverdunnten Lésung 66.989.090.845 Molekile) und 18,08 pl
RNase-freiem Wasser, mit 2,31 yl Template und 20,39 yl RNase-freiem Wasser sowie
eine Probe mit 1,16 pl Template und 21,54 pl RNase-freiem Wasser angesetzt. Fur die

Positivkontrollen mit dem ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)“ bzw. Spike-Variant
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wurden aus der 1:10.000.000-Verdiinnung 3,84 ul Template (in der gemessenen unver-
dinnten Lésung 163.333.111.849 Molekile) und 18,86 uyl RNase-freies Wasser, 1,92 pl
Template und 20,78 ul RNase-freies Wasser sowie 0,96 pl Template mit 21,74 pyl RNase-
freiem Wasser eingesetzt. Diese Verdiinnungsreihe wurde eingefiihrt, falls die maximale
Anzahl an Molekulen (65.000), welche die QlAcuity® One mit dem EG PCR Kit nach-
weisen kann, Uberschritten werden sollte. Um dies zu vermeiden, wurden hier die Ver-
dinnungen im Verhaltnis 1:2 und 1:4 zusatzlich eingefugt. Dartber hinaus wurde den
Positivkontrollen der entsprechende Mastermix zugesetzt. Diese sechs Ansatze wurden
jeweils, um Kontaminationen zu vermeiden, in separaten Caps angesetzt. Das Ther-

mocycling wurde wie oben im dargestellten Schema (siehe Seite 26) programmiert.

Das Imaging wurde mit einer Belichtungszeit von 300 ms und einer Signalverstarkung
(Gain) von 4 programmiert. In diesem Versuch wurde ebenfalls die QlAcuity® 26k 24-

Well Nanoplate verwendet.

2.12.7 Versuch zum Nachweis von SARS-CoV-2 im Abwasser

Der Versuchsablauf ist zunachst identisch mit dem Praparieren des Versuchs zur Etab-
lierung der Kontrollen des molekularen Nachweises. Der Unterschied besteht darin, dass
nur das Plasmid ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020" mit der wildtypischen Sequenz des
Spikeproteins (Spike) als Positivkontrolle verwendet wurde. Fir die Positivkontrollen
wurden mit 4,62 ul aus cDNA und 18,08 pl RNase-freiem Wasser, eine Probe mit 2,31
Ml Template cDNA und 20,39 pyl RNase-freiem Wasser sowie eine Probe mit 1,16 ul
Template und 21,54 ul RNase-freiem Wasser aus der 1:50.000.000-Verdinnung ange-
setzt (wie oben bereits beschrieben). Die Proben der Entnahmedaten wurden jeweils in
einer 96-Well Mischplatte auf Eis angesetzt und mit den einzelnen Komponenten ver-
mischt. In der Mischplatte wurden 12,7 ul RNase-freies Wasser, 10 ul der aus der RNA
transkribierten cDNA und 17,3 pl Mastermix gemischt. Danach wurden die 96-Well
Mischplatte sowie die einzelne Caps mit einem 96-Well Plattenschuttler geschuttelt und
anschlief3end herunterzentrifugiert. Im Anschluss wurden alle Proben sowie alle Positiv-
kontrollen und Negativkontrollen auf eine 24 Well 26k Nanoplate pipettiert. Dazu wurden
die vorher angesetzten und dann gemischten 40 ul in die vorher festgelegten Wells der
Nanoplates pipettiert. AbschlieRend wurde die Nanoplate versiegelt und in das Gerat,
die QlAcuity®, eingefiihrt. In der QlAcuity® Software Suite sind die oben bereits genann-
ten Einstellungen fir das Thermocycling programmiert worden (siehe Seite 26). Das
Imaging wurde ebenfalls mit einer Belichtungszeit von 300 ms und einer Signalverstar-

kung (Gain) von 4 durchgefuhrt.
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2.13 Variantennachweis mit dem QIAcuity® One- Step Viral RT- PCR Kit

2.13.1 Funktionsweise QlAcuity® One und One-Step Viral RT-PCR Kit mit Pri-
mer/ Tagman-Sonden
In diesem Experiment wurde ebenfalls der oben beschriebene QlAcuity® dPCR verwen-
det. Zunachst wird in dieses Kit keine DNA eingesetzt, sondern RNA, da in diesem Kit
eine Reverse Transkriptase vorgeschaltet ist. Zudem wird in diesem Kit nicht mit einem
fluoreszierenden Farbstoff gearbeitet, der in die DNA-Strange des Amplikats interkaliert,
sondern einen Primer/TagMan-PCR-Sonden-Ansatz verfolgt. Diese Methode wurde in
dem Experiment angewendet, da hier spezielle Mutationen nachgewiesen werden soll-
ten. Besonders die fur die Omikron-Variante spezifischen Kombinationen aus Mutatio-
nen sind mit diesem Nachweis prazise zu detektieren. Hierflir wurden, wie oben bereits
erwahnt, Primer (jeweils ein Primerpaar aus Forward- und Reverseprimer) und Sonden
(eine TagMan-Sonde) verwendet. Diese Sonde ist wie folgt konstruiert: An der entspre-
chenden Basensequenz hangt ein Fluorochrom, auch Reporter genannt. Eine weitere
Substanz, welche den floureszierenden Farbstoff mittels Forster-Resonanzenergietrans-
fers (FRET) daran hindert zu fluoreszieren, wird auch als Quencher bezeichnet. Solange
sich der Farbstoff fix in der raumlichen Nahe zum Quencher befindet, kann das Flu-
orochrom nicht fluoreszieren. Eine Anregung des Farbstoffes ist nur moglich, wenn eine
raumliche Trennung von Farbstoff und Quencher eintritt. Dieser Zustand tritt ein, sobald
eine Verlangerung des DNA-Strangs, ausgehend von den Primern durch die TagMan-
Polymerase, stattfindet und so die TagMan-Polymerase zur Sonde gelangt. Dann wird
durch die 5° — 3’exonuklease Aktivitat der TagMan-Polymerase das Fluorochrom von
der Sonde ausgeldst und kann abdiffundieren. Der Quencher verbleibt zunachst an der
Sonde, bis diese komplett von der TagMan-Polymerase abgebaut wurde. Nun kann der
Quencher ebenfalls abdiffundieren. So ist eine raumliche Trennung von Fluorochrom
und Quencher hergestellt (Thiemann et al. 2015). Der Fluoreszenzfarbstoff wird Uber die

LED der QlAcuity® angeregt und fluoresziert entsprechend des Farbstoffs.
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Abbildung 16: Funktionsweise des Nachweises mit dem fiir das QIAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit ver-
wendeten TagMan Sonden. Modifizierte Darstellung (QIAGEN GmbH 2021b). Erstellt mit BioRender.com

Es lasst sich zusammenfassen, dass sowohl die Primer als auch die Sonde am Template
binden missen, um ein Signal abgeben zu kénnen. Sollten nur die Primer binden nicht
aber die Sonde, deren Basensequenz genau auf die entsprechende Mutation abge-
stimmt ist, kann kein Signal detektiert werden. Um die entsprechenden Mutationen nach-
zuweisen, erweist sich dieses Verfahren, aus den oben genannten Griinden, als pas-
send. Fir dieses Experiment wurde nicht nur die transkribierte RNA aus der Plasmid-
DNA mit der Sequenz des ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+) als Positivkontrolle
mitausgewertet, sondern auch die transkribierte RNA aus der Plasmid-DNA des Spikes
(pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020) als Negativkontrolle (siehe Unterkapitel 2.11.4.5
»,RNA-Aufreinigung nach DNase- Verdau®). Diese Kontrolle stellte, in Abgrenzung zu den

Non Template Controlls (NTC), eine weitere Negativkontrolle dar.

2.13.2 Thermocycling und Imaging

Fir das Cycling wurden folgende Einstellungen dem Handbuch des Kits entnommen und
programmiert:

Set Time Temperatur °C
Reverse Transkription 4 min 50
Initiale PCR Hitzeaktivierung 2 min 95
2-step cycling (40 cycles)

o Denaturation 30 sec 95

o Annealing/Ex- | 60 sec 60

tension

Hitzedeaktivierung 10 min 98

Tabelle 6: Cycling des QlAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit (QIAGEN GmbH 2024).
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Imaging

Fur das Imaging wurden fur den FAM-Kanal (Grin) folgende Werte festgelegt: Belich-
tungszeit: 500 ms, Signalverstarkung (Gain): 6.

2.13.3 Etablierung der Positiv- und Negativkontrollen des molekularen Nachwei-

ses
Nahere Angaben zu den Plasmiden wurden bereits oben gemacht. Fur den QlAcuity®
One-Step Viral RT-PCR Kit-Versuch zum Nachweis einer SARS-CoV-2-Variante im Ab-
wasser wurden fur die Positivkontrollen, entsprechend der gemessenen Konzentratio-
nen folgende Volumina der in RNA umgeschriebenen Plasmide, eingesetzt (siehe Un-
terkapitel 2.12.4.5 ,RNA-Aufreinigung nach DNase-Verdau). Fir die Positivkontrolle mit
~Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)“ fir das Spike-Variants wurden 3,6 ul der
1:10.000.000 -Verdlinnung eingesetzt (in der gemessenen und unverdinnten Losung
551.653.099.298 Molekdle/ul). Fir einen Teil der Negativkontrollen wurde ein Volumen
von 1,3 uyl des Plasmids ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“ (Spike) aus einer
1:1.000.000-Verdinnung entnommen (in der gemessenen und unverdinnten Ldsung
154.051.813.680 Molekulen/ul). Die Entsprechenden Molekilmengen wurden mit ,mol-
biol“ berechnet (Barnett et al. 2022). Fir das QlAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit sind
in der QIAcuity® One insgesamt 217.000 Molekile nachweisbar (QIAGEN GmbH
2021b) und die Verdinnungen wurden so angepasst, dass die umgeschriebenen Plas-
mide diese Grenzen nicht tberschreiten. Es wurden beide Plasmide verwendet, um nicht
nur mit dem ,Spike- Variants in pBluescript I| KS (+)“ eine Positivkontrolle zu verwenden,
sondern auch ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“ mit der wildtypischen Spikeprotein-

Sequenz (Spike). Dies war nétig, um den spezifischen Nachweis sicherzustellen.
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Abbildung 17: , Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)“ mit der Primer/Sonden-Kombination aus ,CoV2-
Omt-F-sz*, ,CoV2-Omt-R-sz“/,CoV2-Omt-P-sz“ (Orange); aus DNAStar Seqbuilder.

Der Plasmid ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)“ wurde als Positivkontrolle verwen-
det, da in diesen Vektor eine Kombination von Mutationen eingefluigt wurde, die auch in
der Omikron- Variante nachgewiesen wurde (Hodcroft et al. 2024a). Dazu zahlen

folgende Mutationen:

S: S477N (Lila)

S: T478K (Pink)

S: E484A (Dunkelblau)
S: Q493R (Dunkelgrin)
S: G4968S (Braun)

S: Q498R (Hellgrun)

Tabelle 7: Liste der in ,Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)“ eingefligten Mutationen fiir den Nachweis
der Omikron-Variante



Material und Methoden 45

o
2
o

£
o
<
o
o
o

1vdsg

!

d ¥
SIUELIE A 210

WOVIIIODI09I9DY IO IVIVYIL LDV OVYVOLIYIIVIIVIIDIOIVIOOL 109 L0Y I IV YD DV IVYILID9 L D00Y VY DIV IV IOV LD TNV OOV DLV DV LIV DD LDV DV IDOVIINIOVYOD ILIOIIYIDI92D
!

LOLIVEIOVIIYIOLYEIVLILLIVED LLL LI L L LDV LYWLV LOYIV YLV IIVYIIVIL99 L L9L99L¥ LIDVI2D¥O DL LLO¥ IV LY I IVIIVLLLD LI LDV LIDLIVY LL LLIDVIDL LD LI IV Y LOLLIDWYEIVYLID 2299

n=kg

!

Abbildung 18: Ausschnitt aus ,Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)“ mit den in der Tabelle aufgefiihrten
Mutationen (entsprechend der Farbkodierung aus der Tabelle) sowie der Primer-/Sonden-Kombination aus
,CoV2-Omt-F-sz*, ,CoV2-Omt-R-sz“/ ,CoV2-Omt-P-sz” (Orange) sowie die Spike -Variant-Sequenz; aus
DNAStar Seqbuilder

In der nachfolgenden Abbildung wird das “Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)“-Plas-
mid in Ganze aufgefiuhrt ebenfalls mit den verwendeten Primer-/Sondenkombinationen
sowie den oben genannten Mutationen, um die Position im Plasmid besser zu veran-

schaulichen.
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Abbildung 19: ,Spike- Variants in pBluescript Il KS (+)“ mit Mutationen fiir den Omikron-Nachweis aus Ta-
belle 7 (bunte Linien) sowie die Primer-/Sonden-Kombination aus ,CoV2-Omt-F-sz*, ,CoV2-Omt-R-sz*,
,CoV2-Omt-P-sz“ (orangene Pfeile und Quader) mit VergréRerung. Erstellt mit BioRender.com

2.13.4 Primer

Die Primer und die Sonde fur den Omikron-Nachweis sind einer Veroffentlichung der
,=European Commission, Joint Research Centre* enthommen (Petrillo et al. 2021). Der
Forwardprimer war dort mit dem Code ,Omt-F* beschrieben. Dieser Forwardprimer
wurde unter dem Namen ,CoV2-Omt-F-sz* mit folgender Sequenz aus oben genanntem

Paper generiert:
5 - AACA AACC TTGT AATG GTGT TGC — 3" (Petrillo et al. 2021)

Der Reversprimer wurde mit ,Omt-R* bezeichnet. Dessen Herstellung erfolgte unter dem

Namen ,CoV2-Omt-R-sz"“ mit der Sequenz:
5 -TGCT GGTG CATG TAGA AGTT C — 3’ (Petrillo et al. 2021)

Die Sonde wurde im oben genannten Paper mit “Omt-P” bezeichnet. Deren Herstellung

erfolgte unter dem Namen ,CoV2-Omt-P-sz* mit der folgenden Sequenz:
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5’- FAM-GATC ATAT AGTT TCCG ACCCACTTATGG TGTT GGTC —QSY- 3" (Petrillo
et al. 2021)

Mit dieser Primer/ Sonden- Kombination kann folgendes Amplikon generiert werden:

5’- AACA AACC TTGT AATG GTGT TGCA GGTT TTAA TTGT TACT TTCC TTTA
CGAT CATATAGT TTCC GACC CACT TATG GTGT TGGT CACC AACC ATAC AGAG
TAGT AGTACTTT CTTT TGAA CTTC TACA TGCA CCAG CA- 3’

(Petrillo et al. 2021)
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GGCCGGETAACARACCTTGTAATGGTGTTGCAGGTTTTAATTGT TACTTTCCTTTACGATCATATAGTTTCCGACCCACTTATGGTGTTGGTCACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTGAARCTTCTACATGCACCAGCAACTGT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
CCGGCCATTGTTTGGAACATTACCACARCGTCCAR A A TTAACA A TGAL AGGAR A TGO TAGTATATCARAGGCTGEGTGAATACCAC AR CCAGTGET TG TATGTCTCATCATCATGARAGARRACTTGAAGATGTACGTGGTCGTTCGACA

Spike Varants

Abbildung 20: Amplikon des Omikron-Nachweis mit der oben aufgefiihrten Primer/Sonden Kombination

aus DNAStar Seqbuilder
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Die QlAcuity® Software Suite wurde in der Version 2.1.7.182 /2.5.0.1 zur Programmie-

rung der Laufe sowie zur Auswertung der Nanoplates verwendet.

2.13.5 Nachweis der Omikron-Variante im Abwasser

In diesem Versuch wurde die QlAcuity® Nanoplate 26k 24-Well Nanoplate verwendet.
Fur jeden Well der Nanoplate wurde zunachst ein Mastermix angesetzt bestehend aus
10 pl 4x One-Step Viral RT- PCR Mastermix Mix, 0,4 pl 100x Reverse Reverse
Transskriptase Mix und 2 pl Primer Mix. Der Primer/ Sonden Mix besteht wiederum aus
dem Primer ,CoV2-Omt-F-sz* und ,,CoV2-Omt-R-sz“, jeweils mit 8 yM und der Sonde
,CoV2-Omt-P-sz* mit 4 yM. So konnte fur die Primer eine Endkonzentration von je 0,4uM

und die Sonde 0,2uM erreicht werden.

Fir die Positivkontrolle mit ,Spike-Variants in pBluescript || KS (+)“ wurden 3,6 pl der
1:10.000.000-Verdunnung der aufgereinigten RNA aus dem Versuchsschritt des Unter-
kapitels 2.12.4.5 ,RNA-Aufreinigung nach DNase-Verdau® eingesetzt. Fiir einen Teil der
Negativkontrollen wurde ein Volumen von 1,3 pl des Plasmids ,pCl-neo-Spike-SARS-
CoV-2-2020“ (Spike) aus einer 1:1.000.000-RNA-Verdinnung entnommen. Auf eine
Verdunnungsreihe wurde hier verzichtet. Die Konzentrationen wurden so angepasst,
dass die Plasmide nicht die ca. 217.000 Molekule Uberschreiten die bei einem Primer-
Sonden-Versuch mit dem QlAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit nicht Gberschritten wer-

den dirfen.

Die Wells der Proben der Entnahmedaten wurden mit 12 ul der extrahierten Proben-
RNA sowie jeweils mit 12,4 ul Mastermix versehen und 15,6 pyl RNase-freiem Wasser.
Die Wells der Positivkontrollen wurden mit 3,6 ul RNA des ,Spike-Variants in pBluescript
II KS (+)“-Plasmids (Spike Variant) versehen sowie mit 12,4 yl Mastermix und 24,6 pl
RNase-freiem Wasser. Fur die Negativkontrollen mit RNA des Spike-Oberflachenpro-
teins wurde 1,3 pl des Plasmids ,,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“ (Spike) verwendet
sowie 26,6 ul RNase-freies Wasser. Fur die reinen NTCs, ohne jegliches Template, wur-

den der Mastermix und 27,6 ul RNase-freies Wasser verwendet.

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen und auf Eis pipettiert. Die einzel-
nen Wells wurden zunachst in einer 96-Well Mischplatte angesetzt und dann in die oben
beschriebene Nanoplate tberflhrt. Fir das Priming wurden die Werkseinstellungen aus-

gewahlt.
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3 Ergebnisse
Die vorliegende Forschungsarbeit soll das labortechnische Verfahren zur absoluten

Quantifizierung etablieren, auf dessen Basis weiterfuhrende Mallhahmen zur Probenge-
winnung und Auswertung aufgebaut werden konnen. Dies soll aktiv zur abwasserbasier-
ten Epidemiologie und Surveillance am UKGM, Standort Giel3en beitragen und deren
Entwicklung voranbringen. Das Abwasser eines Krankenhauses beinhaltet grofiere
Mengen Pathogene und Detergenzien, welche die Viren beschadigen kénnen. Aus die-
sem Grund stellt der Nachweis von SARS-CoV-2 eine herausfordernde Aufgabe dar.
Wegen der besonderen Zusammensetzung des Abwassers stellt sich die Frage, ob trotz
dieser Bedingungen ein Nachweis von SARS-CoV-2 liber den Pandemieverlauf méglich
war. Da automatisierte Probengewinnungen am Standort Gielden noch nicht existieren,
sind die Proben meistens am Vormittag des Probendatums, wie im Material- und Metho-
denteil beschrieben, entnommen und dann zur Aufbewahrung in die Mikrobiologie ver-

bracht worden.

3.1 Etablierung der Plasmide als Kontrollen

3.1.1 Berechnung der Plasmidkonzentrationen

Wie oben beschrieben, wurden zunachst beide der initial in RNA umgeschriebenen Plas-
mide wieder in cDNA Uberflhrt und mithilfe von Qubit™ 4 Fluorometer und des Online
Tools ,molbiol“ (Barnett et al. 2022) die Molekulmenge pro pl bestimmt. Das QlAcuity®
digital PCR System darf nicht zu Uberladen werden, denn diese digital PCR arbeitet op-
timal mit maximal 65.000 Molekulen flr das EvaGreen PCR Kit und mit ca. 217.000
Molekilen fir das OSV RT PCR Kit. Darum wurden fir die Plasmide verschiedene Ver-
dinnungen berechnet. Fur das Plasmid des Spikes eine Verdinnung von 1:500.000 und
fur das der Spike-Variants eine Konzentration von 1:1.000.000 bestimmt. Eine solche
Konzentration bedeutete mit dem verwendeten QlAcuity ®EG PCR Kit fur das Spike 4,62
Ml pro Well. Diese Konzentration wurde dann pro Lauf im Verhaltnis 1:1, 1:2 und 1:4 im

Rahmen des Vorversuchs ausgewertet.

Fur das QlAcuity® One Step Viral RT PCR Kit wurde jeweils die einzusetzende Temp-
late- RNA mit der gleichen, oben bereits skizzierten, Methode mit dem Tool ,molbiol*
(Barnett et al. 2022) berechnet. Fir das wildtypische Spike wurde bei der oben genann-
ten Konzentration ein Volumen von 1,3 yl geléste RNA errechnet. Fur die RNA des an-

gepassten Spikeproteins wurde ein Volumen von 3,6 ul berechnet.
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3.1.2 Etablierung der Kontrollen fur den allgemeinen SARS-CoV-2 Nachweis
mit dem QlAcuity® EvaGreen PCR Kit

Die digital PCR detektierte sowohl das Amplikon des Plasmids der wildtypischen
Spikesequenz ,,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020%, wie auch das Plasmid mit der ange-
passten Spikesequenz ,Spike-Variants in pBluescript | KS (+)“. Die nachfolgende Gra-
phik zeigt zunachst den Nachweis des wildtypischen Plasmids. In der Software Suite der
QlAcuity® One werden zur visuellen Darstellung sogenannte Streudiagramme verwen-
det. Dabei werden alle Partitionen hinsichtlich ihrer Fluoreszenzintensitat gemessen und
in ein Verhaltnis zueinander gesetzt. Partitionen die sich von den anderen absetzten,
durch eine héhere Fluoreszenz absetzten, werden als positive Nachweise gewertet und
fur die Berechnung der absoluten Quantifikation als Virusnachweis bericksichtigt. Alle
Partitionen, die unter eine von der Software berechnete Schwelle fallen, werden als ne-
gativ gewertet. Positive Partitionen werden nachfolgend blau dargestellt und negative
Partitionen von der Software Suite als grau dargestellt. Die Fluoreszenzintensitat wird
auf der y-Achse des Streudiagramms aufgetragen. Aus diesem Grund sind die positiven
Partitionen weiter oben als die negativen Partitionen aufgefuihrt. In A1 ist die 1:1- Ver-
dinnung, in B1 die 1:2-Verdlinnung und in C1 die 1:4-Verdinnung des wildtypisches
Spike-Plasmids ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“ aufgefihrt.

Fluorescence intensity [RFU]

Abbildung 21: Verdiinnungsreihe wildtypisches Spike-Plasmid ,,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020"
(Spike): A1- 1:1-Verdiinnung; B1- 1:2-Verdiinnung; C1- 1:4-Verdiinnung.

Wie hier graphisch in den Streudiagrammen deutlich wird, kann auch die Verdinnungs-
reihe nachempfunden werden. Die wellenférmige Darstellung kommt zustande durch die
Art und Weise, wie die QlAcuity® One die Partitionen ausliest, um die Floureszenzinten-
sitaten zu messen. Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir die angepasste Sequenz des
Spike-Proteins mit dem Plasmid ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)* festgestellt wer-

den. Hier wird in A2 die 1:1-Verdunnung, in B2 die 1:2-Verdinnung und in C2 die 1:4-
Verdunnung dargestellt.
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Abbildung 22: Verdiinnungsreihe des angepassten Spike ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)“ (Spike
Variant): A2- 1:1-Verdiinnung; B2- 1:2-Verdiinnung; C2- 1:4-Verdiinnung.

Auch hier ist die Verdlinnung an den Streudiagrammen ablesbar. Hier kann festgehalten
werden, dass beide Plasmide mit den Verwendeten Primern und dem EvaGreen PCR
Kit nachweisbar sind. Es kénnen also sowohl die wildtypische Sequenz, wie auch die fir
Mutationen angepasste Sequenz nachgewiesen werden. Der molekulare Nachweis
sollte daruber hinaus absolut quantifiziert werden. Darum zeigt die nachfolgende Tabelle
die gemessenen positiven und negativen Partitionen und die daraus mit der Possionver-
teilung berechnete Konzentration, als Ausdruck der absoluten Quantifikation, welche in
Kopien/ul angegeben wird. Wie aus der Tabelle 8 zu erkennen, sind die beiden Plasmide
mit dem oben beschriebenen Primern nachweisbar. Ebenfalls 1&sst sich die Verdiinnung

an den sich ungefahr halbierenden positiven Partitionen ablesen:

wildtypisches Spike/ ange- = Gewertete = Positive Negative Konzentration
passtes Spike Verdinnung  Partitionen Partitionen Partitionen Kopien/pl

A1 Wildtypisches Spike 1:1  25.446 9.177 16.269 533,8

B1 Wildtypisches Spike 1:2  25.436 4.746 20.723 261,5

C1 Wildtypisches Spike 1:4 = 25.459 2.441 23.018 128,8

A2 Spike- Variants 1:1 25.436 12.462 12.971 827,2

B2 Spike- Variants 1:2 25.462 6.905 18.557 409,5

C2 Spike- Variants 1:4 25.456 3.535 21.921 199.,8
Tabelle 8: Quantifikation des molekularen Nachweises des wildtypischen und des angepassten Spike-Pro-

teins.

Nach diesen Ergebnissen sind die Positivkontrollen fur den allgemeinen SARS-CoV-2-

Nachweis etabliert.

3.1.3 Etablierung der Kontrollen fur den Variantennachweis mit dem QIAcuity®
One-Step Viral RT-PCR Kit

Im Versuch zum Nachweis der Omikron-Variante mit dem QlAcuity® One-Step Viral RT-

PCR Kit wurden wieder die beiden oben beschriebenen Plasmide eingefiigt. Das ,pCl-

neo-Spike-SARS-CoV-2-2020“-Plasmid wurde hier als Negativkontrolle verwendet. Das

Plasmid ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)* mit den eingefligten Mutationen, wurde
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fur die Positivkontrolle verwendet und erkannt. Hier ging es zunachst nicht darum Ver-
dinnungsreihen nachzuweisen, sondern zu erfassen, ob die digital PCR in der Lage ist
mit den ausgewahlten Primer-/Sonden-Kombinationen wildtypische und angepasste
bzw. mutierte Sequenzen zu erkennen. Fur das QlAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit
ist die Phasentrennung von besonderer Bedeutung, um im Verhaltnis zu den Partitionen
mit etwas geringerer Fluoreszenz positive und negative Partitionen voneinander zu tren-
nen. Diese beiden Phasen kénnen nah beieinander liegen. Die Software war in der Lage,
auch diese geringe Phasentrennung zu registrieren und auszuwerten. E1 sind die Parti-
tionen der wildtypischen Sequenz mit dem Plasmid ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020¢
(Spike). Hier wurde keine Phasentrennung erkannt. E2 sind die Partitionen, die das Plas-
mid mit der angepassten Sequenz ,p-blueskript || KS (+)“ enthalten. Eine vergroRerte
Ansicht ist in der Lage die Phasentrennung deutlicher darzustellen. Hier zu sehen ist die

Phasentrennung von den Partitionen der Positivkontrolle E2 mit der angepassten Spike-
Sequenz:

E2
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Analyzed partition

Abbildung 23: Vergréerte Ansicht der Positivkontrolle E2 mit dem ,Spike-Variants in p-Bluescript Il KS
(+)“. Die Phasentrennung ist hier deutlich zu erkennen. Der Nachweis erfolge mit der Primer/Sonden-Kom-
bination ,,CoV2-Omt-F-sz“, ,CoV2-Omt-R-sz“/,CoV2-Omt-P-s und dem QIAcuity® One-Step viral RT-PCR

Kit

Die oben erwahnte Phasentrennung ist bei der Negativkontrolle mit der wildtypischen
Sequenz (Spike) nicht zu erkennen:
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Abbildung 24: VergréRerte Ansicht der Negativkontrolle E1 mit dem Plasmid der wildtypischen Sequenz
4PCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020". Die Phasentrennung ist hier nicht zu erkennen. Die Etablierung er-
folgte mit der Primer/Sonden-Kombination ,CoV2-Omt-F-sz“, ,CoV2-Omt“/,CoV2-Omt-P-s und dem QIA-
cuity® One-Step viral RT-PCR Kit.

Die Software-Suite hat in absoluten Zahlen folgende Anzahl an Partitionen flr die Aus-

wertung erkannt und berucksichtigt:

Kontrolltyp Erkannte Positive Negative
Partitionen | Partitionen Partitionen

E1 wildtypisches Spike | 25.140 1 25.139

E2 Spike-Variants 25423 23.349 2.074

Tabelle 9: Erkannte Partitionen der verwendeten Primer/Sonden-Kombination ,CoV2-Omt-F-sz*“, ,CoV2-
Omt-R-sz*/,,CoV2-Omt-P-sz“ mit der QIAcuity® One und dem QIAcuity® One-Step viral RT-PCR Kit

Die Kontrollen sind damit fir den Variantennachweis etabliert.
3.2 Konzentrationsbestimmung der cDNA aus der extrahierten und um-

geschriebenen total RNA
Aus allen Proben von je 40 ml Probenvolumen wurde mittels Polyethylenglykol-Fallung
und Thiazol-Chlorophorm-Extraktion die total RNA extrahiert. Vor der Eluierung wurde

in 40 pl RNase-freiem Wasser ein DNase-Verdau vorgeschaltet.

Im Anschluss an die Extraktion der total RNA mussten diese fur den weiteren Verlauf in
cDNA Uberfihrt werden. Dieser Teil des Experiments wurde mittels des ,High Capacity
cDNA Reserve Transkription Kit“ durchgefihrt. Das hier verwendete QlAcuity® EG PCR
Kit arbeitet ausschlief3lich mit DNA, da in diesem Kit intern keine Vorschaltung einer
reversen Transkription integriert ist. Aus diesem Grund wurden 10 pl des Elutionsvolu-
mens an total RNA in cDNA transkribiert.

Um den Erfolg der Extraktion sowie der angeschlossenen Transkription zu bewerten,
wurde mittels Qubit™ 4 Fluorometer die cDNA-Konzentration gemessen. Bei der Mes-

sung mit dem Flourometer wurden nach dem Einlesen der Standards alle Werte dreifach
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erhoben und aus den drei Werten jeweils das arithmetische Mittel berechnet. Die ent-

sprechenden Werte sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt:

Nummer Entnahmedatum cDNA-Konzentration im eingesetzten
Probenvolumen (ng/pl)

1 11.11.2020 14,7
2 17.11.2020 14,9
3 24.11.2020 15,3
4 30.11.2020 18
5 08.12.2020 17,66
6 14.12.2020 16,86
7 12.01.2021 14,46
8 19.01.2021 18,46
9 26.01.2021 18,83
10 02.02.2021 19,16
11 16.02.2021 16,9
12 23.02.2021 20,23
13 02.03.2021 18,57
14 09.03.2021 21,5
15 16.03.2021 19,6
16 23.03.2021 19,9
17 30.03.2021 18,1
18 13.04.2021 19,6
19 20.04.2021 15,4
20 29.04.2021 19
21 04.05.2021 20,86
22 11.05.2021 16,46
23 17.06.2021 17,93
24 23.11.2021 17,26
25 30.11.2021 17,13
26 07.12.2021 20,26
27 14.12.2021 22,5
28 11.01.2022 231
29 18.01.2022 23,43
30 01.02.2022 21,5
31 09.02.2022 20
32 15.02.2022 23,43
33 22.02.2022 21,5

Tabelle 10: Ergebnisse der in cDNA umgeschriebenen total RNA-Messung in ng/ul.

In der Konzentrationsbestimmung konnte jeweils gezeigt werden, dass am Ende des
Extraktions- und Transkriptionsprozesses cDNA in allen Proben gemessen werden
konnte. Das legt nahe, dass auch die Extraktion von total RNA erfolgreich durchgefiihrt

wurde.
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Auswertung der cDNA-Konzentration im zeitlichen Verlauf:

cDNA-Konzentration original berechnete
Probenkonzentration (ng/pul)

o

Abbildung 25: Mit dem Qubit™ 4 Fluorometer berechnete cDNA-Konzentration aller Proben in ng/ul in
chronologischer Reihenfolge.
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Insgesamt ist zu beobachten, dass alle Werte ahnlich hoch sind und kein Wert stark
hervorsticht. Ein arithmetisches Mittel von 18,86 ng/ul bei einer Standardabweichung
von 2,53 unterstreicht dies statistisch. Ein Median von 18,83 untermauert diese Be-
obachtung gleichermalen. Lediglich ist eine tendenzielle Zunahme zu beobachten: Je

junger die Proben werden, desto héher ist die errechnete Konzentration.

3.3 Nachweis von SARS-CoV-2

Da es sich bei den extrahierten und umgeschriebenen Nukleinsduren um total RNA han-
delt, ist nun im nachsten Schritt relevant, ob in der in cDNA umgeschriebenen RNA auch
SARS- CoV-2 nachweisbar ist. In diesem Kontext lag der Fokus darauf mit der digital
PCR absolute Konzentrationen des Virus in den Proben zu bestimmen. Die Auswertung
der Proben wurde mit einer 300 ms Belichtungszeit bei einer Signalverstarkung von 4
durchgefluhrt. Weiterhin wurden automatisch von der Software Suite errechnete Schwel-
lenwerte der Floureszenzintensitaten Gbernommen. In der Auswertung ergaben sich fol-

gende Ergebnisse:
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Nummer | Entnahmedatum | Viruskopien/pl Elutionsvolumen | Viruskopien/Liter
1 11.11.2020 0,251 251
2 17.11.2020 0 0

3 24.11.2020 0,05 50
4 30.11.2020 0,353 353
5 08.12.2020 0 0

6 14.12.2020 0 0

7 12.01.2021 0 0

8 19.01.2021 0 0

9 26.01.2021 0 0
10 02.02.2021 0 0
11 16.02.2021 0 0
12 23.02.2021 0 0
13 02.03.2021 0,21 210
14 09.03.2021 0,253 253
15 16.03.2021 0,151 151
16 23.03.2021 0 0
17 30.03.2021 0,407 407
18 13.04.2021 0 0
19 20.04.2021 0,107 107
20 29.04.2021 0,151 151
21 04.05.2021 0,105 105
22 11.05.2021 0,205 205
23 17.06.2021 0 0
24 23.11.2021 0,161 161
25 30.11.2021 0,101 101
26 07.12.2021 0 0
27 14.12.2021 0 0
28 11.01.2022 0,051 51
29 18.01.2022 0,05 50
30 01.02.2022 0,107 107
31 09.02.2022 0,102 102
32 15.02.2022 44457 4445700
33 22.02.2022 6471 6471000

Tabelle 11: Messergebnisse der absoluten Quantifikation des Elutionsvolumens (Kopien/ul) und hochge-

rechnet auf einen Liter Abwasser (Kopien/Liter).

Von 33 ausgewerteten Proben erfolgte in 19 Proben ein Nachweis von SARS-CoV-2.

Die Proben vom 15.02.22 und 22.02.22 sind von ihren gemessenen Kopien/Liter sehr

hoch und deutlich starker konzentriert, als jede andere gemessene Probe. Daher wurden

diese Proben zunachst nicht bei der weiteren Auswertung der Ergebnisse bericksichtigt.

Die absolute Quantifizierung wurde bei den auswertbaren Proben in Kopien pro Liter

umgerechnet, um die Realitat besser abzubilden. Es handelt sich bei den Proben um
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Abwasser, welches in der Regel in anderen GréRenordnungen verarbeitet wird als bei-
spielsweise das Sputum eines infizierten Patienten. Die Verarbeitung von Abwasser er-

folgt mindestens im Liter-, eher im Kubikmeterbereich.

Auswertung der absolut quantifizierten Virus Konzentrationen im zeitlichen Verlauf

In dieser Arbeit wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Pandemie Abwasserproben
entnommen. Aus diesem Grund stellt sich die Frage, ob man anhand der erhobenen
Ergebnisse auch den Pandemieverlauf darstellen kann. Um sich dieser Frage zu nahern
werden im Folgenden die Proben chronologisch mit den Fallzahlen in Deutschland ver-

glichen und in einem Zeitstrahl Gbereinander aufgetragen:

gemessene SARS-CoV-2-Konzentrationen lber den
Prandemieverlauf im Zeitraum der Datenerhebung

1400000 440
1200000 380
1000000 320

800000

600000

N

N

o
Viruskopien/ Liter

400000

200000

SARS-CoV-2 Infektionen in Deutschland

2020-W40
2020-w43
2020-W46
2020-W49
2021-W2
2021-W5
2021-W8
2021-w11
2022-W1
2022-W4
2022-W7

2020-W52
2021-W14

2020-W37
2021-wW17
2021-W20
2021-w23
2021-W26
2021-W29
2021-W32
2021-W35
2021-W38
2021-w41
2021-w44
2021-wW47
2021-W50

Zeit in Kalenderwochen

B Gemeldete SARS-CoV-2 Infektionen an das RKI B SARS-CoV-2 Konzentration im Abwasser

Abbildung 26: gemessene SARS-CoV-2-Konzentration im Krankenhausabwasser im UKGM Giel3en (iber
den Pandemieverlauf im Zeitraum der Datenerhebung mit den an das Robert Koch-Institut gemeldeten
COVID-19-Infektionen in Deutschland (RKI Open Data 2023).

Im Verlauf fallt auf, dass in der ersten Halfte des Erhebungszeitraums héhere Viruskon-
zentrationen gemessen wurden. Zwar sind in der ersten Halfte auch mehr Datenpunkte
erhoben, allerdings dadurch auch mehr Proben berlcksichtigt worden, in denen keine

Viruskonzentrationen gemessen wurden. Vom 11.11.20 - 17.06.21 ergibt sich ein Mittel-



Ergebnisse 59

wert von 97,5 Viruskopien pro Liter, wahrend vom 23.11.21 - 09.02.22 nur ein arithmeti-
sches Mittel von 71,5 bestimmt wurde. Dies erklart sich dadurch, dass die hochsten Kon-
zentrationen an Virus, die hochsten 6 Werte, sich alle in der ersten Halfte des Erhe-
bungszeitraums befinden. Was allerdings auffallt ist, dass die Fallzahlen in Deutschland
sich diametral zu dieser Beobachtung verhalten. Dort sind die héchsten Werte an beo-
bachteten Fallen im zweiten Beobachtungszeitraum angesiedelt. Dies relativiert sich,
wenn man die Messwerte vom 15.02.2022 und 22.02.2022 mitberucksichtigt. Denn
diese beiden Werte wurden die beiden hochsten Messwerte darstellen. Der Vollstandig-
keit halber werden hier noch einmal die eben gezeigten Daten aufgeflhrt, aber diesmal
mit den Messwerten vom 15.02.2022 und 22.02.2022. Es wurde zur besseren Ubersicht
eine logarithmische Skala gewahlt zur Basis 10 fiir die gemessenen Viruskopien/Liter.
Es zeigt sich, dass die restlichen Werte nun nicht mehr den Verlauf darstellen kénnen.
Zudem wird durch diese beiden Werte auch die Aussagekraft der Ubrigen Messwerte
stark verzerrt. Deswegen wurde initial auf diese Werte verzichtet. Die folgende Graphik
soll nur den Unterschied zwischen den beiden Messwerten vom 15.02.2022, 22.02.2022
und den restlichen Messwerten darlegen. Auf die Ursache fiir die Unterschiede wird in

der Diskussion weiter eingegangen.
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Abbildung 27: gemessene SARS-CoV-2-Konzentration im Krankenhausabwasser im UKGM Giel3en liber

den Pandemieverlauf im Zeitraum der Datenerhebung dargestellt in einer logarithmischen Skala zur Basis

10 mit den an das Robert Koch-Institut gemeldeten COVID-19-Infektionen in Deutschland (RKI Open Data
2023)

Zudem wurden die Werte fir das Bundesland Hessen gegen die von der ,Deutschen
Interdisziplindren Vereinigung fur Intensiv- und Notfallmedizin e.V. (DIVI)“ gemeldete In-

tensivbettenbelegung mit an Covid19 erkrankten Patienten verglichen:
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Gemessene SARS-CoV-2-Konzentration im Verhaltnis der
Intensivbettenbelegung in Hessen
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Abbildung 28: Gemessene SARS-CoV-2-Konzentration im Verhéltnis der Intensivbettenbelegung (DIVI) in
Hessen im Pandemieverlauf (Robert Koch-institut, DIVI e.V. 2023)

Die vom DIVI gemeldete Bettenbelegung im Bundesland Hessen lasst sich eher durch
unsere Messwerte nachvollziehen, als das generelle Infektionsgeschehen durch das Vi-
rus in der Allgemeinbevdlkerung. Dort wurden ebenfalls die beiden héchsten Werte wah-
rend unseres ersten Beobachtungszeitraums gemeldet. Dies ist allerdings auch Uber
unsere Entnahmestelle der Proben nachvollziehbar. Die K12-Entnahmestelle ist vor al-

lem mit dem UKGM und krankenhausassoziierten Gebauden verbunden.

Zur Statistik 1asst sich folgendes festhalten: Da es sich um punktuelle Stichproben han-
delt, beschrankt sich diese Arbeit zunachst auf die deskriptive Statistik, welche die Zah-
len anschaulich darstellt. Weiterfihrende statistische Auswertungen sind bei der gerin-
gen Anzahl an Proben nicht belastbar aussagefahig. Eine wesentlich héhere Stichpro-
benquantitat ware fur vergleichende Ansatze statistischer Berechnungen vonnéten. Fir
den generellen Nachweis von SARS-CoV-2 in diesem besonderen Abwasser, welches

das Abwasser eines Universitatsklinikums darstellt, sind sie allerdings auch nicht nétig.

3.4 Variantennachweis der ,Variant of Concern® Omikron

Nachdem die absolute Viruskonzentration bestimmt wurde, unabhangig von der Muta-
tion des Virus, wurde nun im finalen Schritt ein Variantennachweis durchgefuhrt. Fir
diesen Nachweis waren von besonderem Interesse die beiden hoch positiven Proben
vom 15.02.22 und dem 22.02.22. Alle anderen Proben wurden ebenfalls auf Omikron
getestet, sofern sie positive Ergebnisse im generellen Virusnachweis erbracht hatten.
Untersucht wurde hier auf die Omikron-Variante. Fir den Variantennachweis wurde das
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»QIAcuity® One-Step Viral RT-PCR Kit* verwendet. Dieses Kit wurde ausgewahlt, da
nun mit einem Primer-Sonden- Mix gearbeitet werden sollte, um die Mutationen nachzu-

weisen. Ausgewertet wurden die Ergebnisse folgender Proben:

Entnahmedatum Viruskopien / Liter
11.11.20 0
24.11.20 0
30.11.20 0
02.03.21 0
09.03.21 0
16.03.21 56
30.03.21 0
20.04.21 0
29.04.21 55
04.05.21 0
14.12.20 0
19.01.21 0
16.02.21 0
11.05.21 53
23.11.21 0
30.11.21 0
11.01.22 0
18.01.22 0
01.02.22 54
09.02.22 0
15.02.22 416 600
22.02.22 0

Tabelle 12: Messwerte der absoluten Quantifikation fiir die Omikron-Variante in Kopien/Liter.



Diskussion 62

4 Diskussion
4.1 Etablierung der Kontrollen

4.1.1 Interpretation

Diese Arbeit liefert erste Erkenntnisse fir den Aufbau eines abwasserbasierten Sur-
veillance Systems am Universitatsklinikum Giel3en. Als erstes Ziel wurde die Etablierung
der Positivkontrollen beschrieben und erfolgreich durchgeflihrt. Der Nachweis der ver-
wendeten Plasmide gelang und auch die Quantifizierung konnte Uber die Darstellung
von Verdinnungsreihen abgeleitet werden. Dieser Sachverhalt stellt die Basis der nach-
folgenden Versuche dar und Iasst sich anhand der hier beschriebenen Ergebnisse als
etabliert betrachten. Auch konnte mit den verwendeten Primern und Sonden fir den Va-
riantennachweis der Omikron- Variante zwischen dem ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-
2020“ (wildtypschen Spike) und dem ,Spike-Variants in pBluescript Il KS (+)“ (Spike
Variants) unterschieden werden. In dem ein Nachweis von ,Spike-Variants in pBluescript
II KS (+)“ mdglich war, nicht aber von ,pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020" (wildtypschen
Spike).

4.1.2 Vergleich

Die Matrizen der Targets waren entweder die wildtypische Sequenz oder eine an Muta-
tionen angepasste Sequenz des Spike-Oberflachenglykoproteins. In der Literatur dienen
allerdings haufig nicht das S-Gen, sondern das Gen des Nukleokapsids oder andere
Bestandteile des Virus als Target. Die Wahl des Targets hatte zunachst einmal prakti-
sche Griinde. Im letzten Teil dieser Arbeit sollte die Omikron-Variante nachgewiesen
werden. Hierflr bedurfte es nicht nur Positivkontrollen mit Plasmiden der veranderten
Sequenz, sondern auch eines Plasmids, welches die originale Sequenz des Spikepro-
teins enthielt. Die originale Sequenz war nétig, um die spezifische Bindung der Pri-
mer/TagMan-Sonden-Kombination im Test sicherzustellen. Wenn Primer verwendet
werden, die beide Plasmide nachweisen kénnen, erhalt man einen generellen Nachweis,
der unabhangig von den Virusvarianten ist. Durch die Verwendung des S-Gens als Mat-
rize fur die Primer, mussten nur zwei Plasmide flr beide Versuche als Kontrollen etabliert
werden, sowohl fir den generellen Virusnachweis, als auch fir den Nachweis der Omik-
ron-Variante. Diesem Umstand ist geschuldet, dass die Untersuchung ein Target ver-
wendet, welches in der Literatur eher seltener erwahnt wird. Dennoch konnte gezeigt
werden, dass mit Primern ein Nachweis des ausgewahlten Gens erfolgte. So wurden
sieben deutsche Labore und deren Testkits, Targets und PCR-Hardware verglichen. Als
Referenz wurde RNA aus dem Stuhl eines funfjahrigen Kindes extrahiert und quantifi-
ziert. Den Laboren wurden dann Proben mit bekannter Anzahl Viruskopien zugesendet.
Diese Proben enthielten auf ein Probenvolumen von 5 pl je 5.000, 500, 50, 5, 0.5, 0.005
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Viruskopien. Ausgewertet wurden 34 mdgliche Labor-Reaktions-Kombinationen. In zwei
dieser moglichen 34 Kombinationen wurde das S-Gen als Target verwendet. Weitaus
haufiger wurde das Target ,RNA-abhangige RNA-Polymerase“ (RdRP) mit 8 aus 34
Kombinationen beobachtet. Auch das Nukleokapsid war bedeutend haufiger als Target
gewahlt worden, und zwar in 10 von 34 Fallen. Das Spike-Gen ist von der Haufigkeit, in
der es als Target verwendet wurde, eher selten (Muenchhoff et al. 2020). Dieser Um-
stand wurde durch weitere Literaturrecherche erneut bestatigt (Li et al. 2023). Der Nach-
weis von SARS-CoV-2 war mit dem S-Gen als Target ebenfalls méglich. Auch in den
Verdunnungsreihen konnte in beiden Fallen, in denen das S-Gen als Target fungierte,
ein Nachweis von 0,5 Kopien/5 pul erbringen. Ein Nachweis von 0,05 Kopien war nicht
mehr moglich (Muenchhoff et al. 2020). Der Nachweis von 0,5 Viruskopien/5 pl, bzw. 0,1
Viruskopien/yl, ist die Viruskonzentration, die in den meisten Proben nachgewiesen
wurde. 16 Proben lagen Uber einer Konzentration von 0,1 Kopien/ul oder dariber und in
drei Proben darunter. Der Nachweis der meisten Proben lag also im Konzentrationsbe-
reich, in dem auch das S-Gen in weiteren Fallen Nachweise erbringen konnte. Im Vari-
antennachweis war es eine Probe. Drei Proben sind positiv auf Omikron getestet wor-
den. Zwar handelt es sich bei der verglichenen Hardware groéBtenteils um gPCR und
nicht um digitale PCR-Systeme, allerdings ist die hier verwendete digitale PCR noch
selten in Verwendung. Darum liegen aktuell (Stand August 2023) keine grélkeren Ver-
gleichsstudien vor, in denen das S-Gen als Target in dieser Technologie untersucht wird.
In der Literatur wurde allerdings darauf verwiesen, dass auch Primer-Systeme, die ur-
sprunglich in der gPCR eine Verwendung fanden, auch in dPCR-Systemen genutzt wer-
den kénnen. So konnte in einer Studie, in der Abwasserproben aus vier Krankenhausern
ausgewertet wurden mittels der gPCR zunachst kein SARS-CoV-2-Nachweis erfolgen.
Da 200 ul Probenvolumen aus 2 Litern Gesamtprobe keine Ergebnisse hatten erbringen
kénnen, wurde das zu untersuchende Probenvolumen angepasst. Das Probenvolumen
wurde auf 500 ml erhéht und dann im Verhaltnis 250:1 hochkonzentriert. Dies wurde
einmal fur einen weiteren qPCR-Ansatz, sowie auch fir einen digital PCR-Ansatz ver-
folgt, mit demselben Primer/Sonden-Kit. Das ,,ORF1ab“ fungierte als Target. In der Aus-
wertung konnte nun in mehr Proben, zwei von vier Abwasserproben, SARS-CoV-2 nach-
gewiesen werden. Die Probe des Wuchang Hospital wies allerdings héhere Konzentra-
tionen an Chlorrickstanden auf (>10mg/L), sodass auch aus diesen Grinden keine Vi-
ruskopien nachweisbar waren (Zhou et al. 2021). So zeigt die Studie zwei Dinge flr diese
Arbeit auf: Zunachst ist es sinnvoll, auch funktionierende Primer-Sets oder Primer/Son-
den-Sets aus der gPCR auch mit der digital PCR zu verwenden. Dieser Umstand war
relevant, da auch in der Methodik dieser hier vorliegenden Arbeit eine digitale PCR zum

Einsatz kam und die verwendeten Primer sich an einer Veroffentlichung orientierten,
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welche die gPCR als technische Auswertung verwendete (Perchetti et al. 2021). Die
Verwendung einer digital PCR erschien sinnvoll, da so nicht nur eine absolute Quantifi-
zierung maoglich ist, sondern in der Literatur auch die héhere Sensitivitat bei geringen
Konzentrationen an Virus beschrieben wird. So wurde festgestellt, dass initial durch die
RT-gPCR als negativ erkannte Proben mithilfe von dPCR als falsch negativ identifiziert
werden konnten. Die Patienten zeigten Covid-typische Symptome, wurden jedoch mit
der RT-gPCR nicht als infiziert erkannt (Sun et al. 2021). Vor allem wird die dPCR-Tech-
nologie mit ihrer hohen Sensitivitat fur die Verwendung in Umwelt-Surveillance-Syste-
men hervorgehoben (Nyaruaba et al. 2022). Zudem wird unterstrichen, wie wichtig es
sein kann, das Probenvolumen zu erhéhen und die auszuwertende Probe zu konzent-
rieren, um mehr genetisches Material im einzusetzenden Probenvolumen zu finden. Die
hier verwendeten Proben wurden ebenfalls konzentriert, allerdings war das initiale Pro-
benvolumen dieser Forschungsarbeit mit 40 ml deutlich geringer, als das oben beschrie-
bene Volumen von 500 ml. Fir die Anzahl der Viruskopien der weiteren Targets des N-
Gens (42 Kopien/Reaktion Central Hospital of Wuhan; 26 Kopien/Reaktion im Jiangxia
Cabin Hospital) und des E-Gens (10,2 Kopien/Reaktion Central Hospital of Wuhan; 36
Kopien/Reaktion im Jiangxia Cabin Hospital) liegen eher niedrigere Konzentrationen vor,
wie die gemessenen Viruskonzentrationen dieser Forschungsarbeit. Eine Reaktion in
der oben beschrieben Studie fasst das Probenvolumen von 500 ml zusammen. Rechnet
man die Zahl der Kopien pro Liter hoch, erhalt man Werte zwischen 20 - 82 Kopien/Liter
(Zhou et al. 2021). Hochgerechnet auf den Liter wurden in den Versuchen der vorliegen-
den Forschungsarbeit 50 - 407 Kopien/Liter bestimmt, wenn man die beiden hoch posi-
tiven Proben mit mehreren Millionen Viruskopien/Liter zunachst nicht mit auswertet. Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse Iasst sich allerdings Uber verschiedene Herangehenswei-
sen an die Studie herstellen. Im Konzentrationsverfahren wurde zunachst steril filtriert
und dann ebenfalls eine Polyethylenglykolfallung vorgenommen, sehr dhnlich dem hier
angewendeten Konzentrationsverfahren. Zur Detektion wurde dort eine digital-droplet-
RT-PCR verwendet. Fur den Versuchsaufbau dieser Arbeit kam eine dPCR zum Einsatz,
die keine Tropfen nutzte, um den Reaktionsmix in viele kleinere Partitionen aufzuteilen,
sondern fertige Platten, die oben beschriebenen Nanoplates. Wie im Abschnitt ,Material
und Methode* bereits dargestellt, sind die Partitionen in diesen Platten bereits angelegt
und wurden durch ein Rollinstrument in der QlAcuity® One verschlossen und so raum-
lich getrennt. So konnte sichergestellt werden, dass alle Partitionen exakt gleich grof3
sind und die gleiche Menge des Reaktionsmix enthalten. Bei der digital-droplet-PCR
kann dies variieren, da die Grole, der durch das Gerat generierten Tropfen, voneinander

abweichen kann. So konnen sich leichter unterschiedlich viele Zielsequenzen in den
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Tropfen, also den Partitionen, befinden, was die Berechnung der absoluten Quantifika-

tion erschwert (KoSir et al. 2017).

4.1.3 Limitationen

Die Wahl des Targets zur Etablierung der Kontrolle fiel auf die Sequenz des Spike-Ober-
flachenglykoproteins. Nachteil dieser Sequenz ist die bereits hohe Anzahl bekannter Mu-
tationen. Aus diesem Grund haben viele Labore den Nachweis anderer Sequenzen hau-
figer gewahlt, um falsch negative Proben zu minimieren. Sequenzen, wie die der Hiille
oder des Nukleokapsids, weisen weniger Mutationen auf (Nyaruaba et al. 2022). Diesem
Problem wurde entgegengewirkt, indem der Vergleich zu einem Plasmid gezogen
wurde, welches einige Mutationen des Spike-Oberflachenglykoproteins enthielt. Es ist
nachvollziehbar, dass nicht alle mdglichen Mutationen, die auftreten kdnnen, bei diesem

Ansatz berlcksichtigt werden kdénnen.

4.1.4 Schlussfolgerungen

Allgemein wird festgehalten, dass die Wahl des Targets fur diesen speziellen Versuchs-
aufbau und flr den Zeitpunkt, zu dem er entworfen wurde, effizient war. Generell kann
fur zuklnftige Versuche, in denen dann im Zweifel eine Sequenzierung angeschlossen
wird, zusatzlich zu einem RT-dPCR-Nachweis bereits etablierte Testkits mit dem Target
Nukleokapsid- oder Envelope-Gen verwendet werden. Es handelt sich dabei um Test-
kits, die auf Primer-TagMan-Sonden beruhen. Die Verwendung der dPCR zur Proben-
auswertung dieser Versuche erscheint in der Literaturrecherche anderer Technik Uber-

legen.

4.2 Genereller Virusnachweis

4.2.1 Interpretation

Es konnte gezeigt werden, dass in den Abwasserproben SARS-CoV-2 nachweisbar war.
Der Nachweis konnte auch Uber den Pandemieverlauf dargestellt und Quantifizierungen
durchgeflhrt werden, um erste Erkenntnisse Uber die Konzentrationen von Pathogenen

im Klinikabwasser zu erhalten.

4.2.2 Vergleich

Die Proben wurden am Morgen bis Vormittag des Probedatums enthommen. Der Vor-
mittag wurde gewabhlt, da die Viruskonzentration mit der Wassernutzung tUber den Tag
hin assoziiert ist. Morgens 8:00 — 11:30 Uhr existierten die hochsten Wasserverbrauche,
die mit Ausscheidungen assoziiert sind (Li et al. 2023). Aus diesem Grund wurden fiir

diese Arbeit groRtenteils morgens bis vormittags die Proben direkt aus der Hauptabwas-
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serleitung (K12) des Krankenhauses entnommen. Die Autoren, der oben genannten Stu-
die, hielten ebenfalls fest, dass die Art und Weise, wie die Probe entnommen wird, ent-
weder einmalige Stichprobe, die die Momentsituation abbildet oder eine Kompositprobe,
nur einen geringen Effekt hat, wenn es darum geht Fallzahlen mit RNA-Konzentrationen
im Abwasser zu korrelieren. Aber die Zeit, welche der Probeninhalt im Abwassersystem
verbringt, hat eine héhere Bedeutung. In dieser Zeit im Abwassersystem findet ein Zerfall
erster Ordnung statt, weil das Virus im Abwasser verschiedenen Einflissen ausgesetzt
ist. Die Autoren leiten zudem einen positiven Effekt fir die oben beschriebene Korrela-
tion ab, wenn die Frequenz, mit der die Proben enthommen wurden, erhéht wird. Von
dieser Beobachtung leiteten die Autoren dieser Forschungsarbeit ab, dass es fir den
Versuchsaufbau sinnvoll sei, die Proben direkt aus dem Abwassersystem in der Nahe
des Krankenhauses zu entnehmen, damit nicht das Virus auf dem Weg zur Klaranlage
weiteren Einflussen ausgesetzt ist und nicht schon in der Kanalisation weiter zerfallen
konnte (Li et al. 2023; Kallem et al. 2023). Die Beobachtung, dass es keinen grof3en
Effekt habe, ob die Proben Uber einen kurzen oder einen langeren Zeitraum entnommen
wurden wird dadurch relativiert, dass in einer 24-Stunden-Probe die Beprobungsfre-
quenz durch die Methodik allein erhoht ist. Andere Autoren beobachten deutliche Unter-
schiede bei den extrahierbaren RNA-Mengen von SARS-CoV-2 und der Art und Weise,
wie die Probe entnommen wurde. So kommen sie zu dem Schluss, dass eine 24-Stun-
den-Sammelprobe zu einer Verzehnfachung der Virus-RNA flihrt (Gerrity et al. 2021).
Die Erkenntnis, dass Kompositproben tberlegen sind, wird durch die Arbeit anderer Au-
toren gestutzt. Diese beschreiben, dass obwohl der Spulvorgang einer Toilette nur we-
nige Sekunden dauert, das Abwasser dieser Spllung in zeitversetzten Pulsen an ent-
fernteren Orten der Kanalisation ankommt (Ort et al. 2010b). Aus dieser Beobachtung
leiten die Autoren in einer weiteren Studie ab, dass eine Probe alle 5 Minuten oder we-
niger enthommen werden sollte. Dies wird damit begriindet, dass das MRT-Kontrastmit-
tel Gadolinium, hier Surrogat fir eine spezifische Stuhlprobe, tiber einen Zeitraum von 4
- 8 Minuten bis zu 15 - 20 Minuten in der Kanalisation am Beprobungsort nachweisbar
war. Hieraus leiten die Autoren eine optimale Beprobungsfrequenz von <5 Minuten ab
(Ort et al. 2010a). Die Infrastruktur der Probengewinnung am UKGM ist allerdings nicht
s0 ausgebaut, dass beide Ansatze, sowohl einmalige Probengewinnung am Probentag
oder 24-Stunden-Kompositproben, zu verfolgen und zu vergleichen moglich ware. Wie
bereits erwahnt, wurde die Probengewinnung zeitlich an den statistisch hoch frequen-
tierten Zeitraum der Toilettennutzung angepasst und direkt aus der Abwasser- abfuihren-
den Leitung entnommen. Den Weg, den das Abwasser bis zur Entnahmestelle zurlck-

legen muss, wurde so eher kurzgehalten.
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Einige Autoren messen andere, kontinuierlich im Stuhl vorkommende Viren, wie das
LPetter Mild Mottle Virus* (PMMoV), um Verdinnungen durch gréliere Wassereinspei-
sungen nachzuempfinden (Gerrity et al. 2021). In der Literatur wird dieses Virus immer
wieder herangezogen, wenn es um die Verunreinigung von Wasser mit Stuhl geht, da
dieses Virus durch den Menschen in verhaltnismalig gleichen Dosen ausgeschieden
wird (Dhakar et al. 2022). So kann der Abfall von Viruskonzentrationen von SARS-CoV-
2 im Verhaltnis zur PMMoV-Konzentration betrachtet werden und nachlassende Infekti-
onstatigkeit von starken Verdinnungen des Abwassers, wie beispielweise durch einge-
speistes Regenwasser, getrennt werden. Allerdings ist dieser Ansatz aufwendiger und
wlrde den Aufgabenrahmen dieser Arbeit Ubersteigen. Diese Forschungsarbeit strebt
zunachst generell einen Nachweis an und nicht schon detaillierte Angaben zu moglichen

Verdunnungen.

Alle Proben wurden vor der Auswertung hitzeinaktiviert. Dieser Prozess war nicht nur als
Sicherheitsvorkehrung intendiert. Autoren wie Trujllo, Cheung et al. konnten zeigen,
dass die Viruskopienanzahl nach der Applikation von Hitze, hier pasteurisieren der Pro-
ben, héher war als in Abwasserproben die vorher nicht hitzebehandelt worden waren.
Die Autoren nehmen an, dass das Virus aus im Abwasser gelosten Feststoffen freige-

setzt wird und so den Nachweis verbessert (Trujillo et al. 2021).

Entscheidende Punkte sind die Konzentration der Probe und die Extraktion der RNA. In
dieser Arbeit wurde sich fur eine Fallung mit Polyethylenglykol (PEG) entschieden. Ah-
med, et al. 2020 untersuchten zu Beginn der Pandemie, welche Methoden sich am bes-
ten eignen, um vorher in die unbehandelten Abwasserproben hinzugegebenes Virus
nachzuweisen. Die Ergebnisse zeigten, dass die beste Nachweisrate bei der Extraktion
durch eine elektronegative Membran (MgClI2) erzielt wurde. Die Nachweisrate des initial
beimpften Virus lag bei dieser Methode im Mittel bei 65 %, mit allerdings einer sehr ho-
hen Standardabweichung von 23 %. Die elektronegative Membran, welche pH-neutral
war, schnitt am zweitbesten ab (60 % Mittelwert) gefolgt von der Ultrafiltration (56 %
Mittelwert), allerdings beide mit hohen Standardabweichungen. Als viertbeste Methode
stellte sich mit 44 % die PEG—Fallung dar. Diese initiale Studie wurde mit einem Surro-
gat-Virus, ,Murines Hepatitis Virus®, durchgefuhrt, und ist darum nicht direkt vergleichbar
(Ahmed et al. 2020). Das Murine Hepatis Virus wird als moégliche Prozesskontrolle dis-
kutiert. Die Arbeit von Zheng, Deng et al. 2022 versuchte dieser Schwachstelle entge-
genzutreten und untersuchte Extraktionsmethoden anhand von inaktiviertem SARS-
CoV-2. In diesem Experiment wurde Ultrazentrifugation (150.000 x g fir 1 Stunde) als
effektivste Methode bewertet mit 25 % Nachweisrate im Mittel. Diese Methode lag bei
Ahmed, Bertsch et al. 2020 noch hinter der Nachweisrate von PEG. Die PEG-Fallung
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(11,8 %) schnitt in diesem Versuchsaufbau als drittbeste ab. Insgesamt stellte sich der
Versuchsaufbau, nun mit SARS-CoV-2 anstelle des Surrogats, eher als ineffektiv her-
aus, aufgrund der generell eher geringen Nachweisraten (Zheng et al. 2022). Es ist aus
der Studie nicht zu entnehmen, wie viele Viruskopien pro Ansatz den Abwasserproben
beigemischt wurden. Wenn generell eine geringe Viruskopienanzahl beigemischt wurde
und die nachweisbaren Kopien eher nahe der Nachweisgrenze der PCR liegen, wiirde
dies die geringe Nachweisrate erklaren. Eine andere Studie konnte ebenfalls die hohen
Nachweisraten von Ahmed, Bertsch et al. 2020 generieren. Dies war von hoher Rele-
vanz, da es sich um eine unbekannte Viruskopienanzahl im Abwasser handelte. Niedrige
Konzentrationen des Virus sollten so hoch wie nur méglich nachweisbar sein. So war es
mit dem Versuchsaufbau von Dumke, La Cruz Barron et al. 2021 fUr das inaktivierte
Coronavirus mdglich, Nachweisraten von 59,4 - 63,7 % zu erzielen. Dies gelang mit der
PEG-Fallung (Dumke et al. 2021). Die von Ahmed, Bertsch et al. 2020 beschriebene
Extraktion mittels Ultrafiltrations-Membran erreicht Nachweisraten von 33.0 % - 42.6 %
(Dumke et al. 2021). Auch andere Autoren kommen zu dem Schluss, dass die PEG-
Fallung eine robustere Extraktionsmethode darstellt, wie beispielsweise Sapula, Whittall
et al. 2021 feststellten. So konnten die Autoren zeigen, dass auch hier anhand der PEG-
Fallung zur Probenkonzentration mit inaktiviertem SARS-CoV-2 versetztem Abwasser
ein Nachweis von 46.6 % — 56.7 % moglich war. Damit stellte sich diese Methode als
effektiver heraus, auch im Vergleich zur elektronegativen Membran, welche Nachweis-
raten von 0 % — 21.7 % ermdglichte (Sapula et al. 2021). Geringe Streuung sowie hohe
Nachweisraten fuhrten dazu, dass sich in dieser hier vorliegenden Forschungsarbeit am
Versuchsaufbau von Dumke, La Cruz Barron et al. 2021 orientiert wurde. So verwende-
ten die Autoren fir den weiteren Verlauf das RNeasy Mini Kit der Firma QlAgen®. Dieses
Kit arbeitet mit Silicat-Spinnsaulen. Die zuvor mit Ethanol behandelte RNA bindet an die
silicat-basierte Membran in der Saule und kann dort weiter aufgereinigt werden. Diesem
Arbeitsschritt wird die Trizol-(Qiazol)-Chloroform-Extraktion vorgeschaltet. In der Litera-
tur wird haufig die Uberlegenheit der Trizol-Chloroform-Extraktion hervorgehoben. So
kann der unselektiven Extraktion der PEG-Fallung entgegengewirkt werden, in dem RNA
stabilisiert und RNasen durch Guanidinium Isothiocyanat gehemmt werden (Shieh et al.
1995). Diese Substanzen sind in Trizol in Kombination mit Phenol enthalten. Zudem
kann der Ubertrag von sowohl DNA als auch inhibitorischen Proteinen verringert werden.
Die RNA wird mit der wassrigen Phase abpipettiert, wahrend Proteine sowie DNA in der
organischen und der Interphase verbleiben (Rio et al. 2010).In einigen Studien, darunter
Torii, Furumai et al. 2021, konnten die hochsten Nachweisraten erzielt werden, wenn die

PEG-Fallung mit der Triazol-Chloroform-Extraktion kombiniert wurde. So lag die Nach-
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weisrate von beimpften Abwasserproben bei ca. 50 %. Kombinationen aus anderen Kon-
zentrationsmethoden und RNA-Extraktionsmethoden konnten Nachweisraten von ca. 30
% erreichen (Torii et al. 2021). Hieraus wurde geschlussfolgert, dass eine alleinige Ex-
traktion mit der Trizol-(Qiazol)-Chlorophorm-Extraktion hohe Nachweisraten generieren
kann, aber die Nachweisrate noch verbessert werden kann, wenn dieser Extraktions-
schritt mit den silicatbasierten Membranen der Spinnsaulen kombiniert wird. Es lasst sich
festhalten, dass es kaum Studien gibt, die tatsachlich die Extraktionsmethoden oder Ex-
traktionskits untereinander in Bezug auf SARS-CoV-2 vergleichen (Stand Oktober
2023). Dies gilt vor allem fur die Extraktion von SARS-CoV-2-RNA aus Abwasserproben.
Fur Proben, die aus dem Oropharyngialtrakt gewonnen wurden, gilt dies weniger. Hier
wird weitere Forschung nétig sein, um einen allgemein guiltigen Versuchsaufbau zu etab-
lieren. Aus diesem Grund wurde der Versuchsaufbau stark an dem von Dumke, La Cruz

Barron et al. 2021 orientiert.

Im Folgenden werden die Messwerte eingeordnet: Generell lasst sich festhalten, dass
diese sich zwischen 50 Kopien/Liter und 407 Kopien/Liter bewegen. Zwei Messwerte
lagen deutlich dariber mit Werten von ca. 4,4 x 10° und 6,5 x 10® Kopien/Liter. Alle diese
Messwerte haben somit eine gro3e Spannweite. Solche schwankenden Messwerte fin-
den sich auch in der Literatur. Da es so gut wie keine deutschen Studien gibt, in denen
Konzentrationen von SARS-CoV-2 aus dem Abwasser von Krankenhdusern bestimmt
wurde, muss aus diesem Grund zunachst auf Literatur aus dem Ausland zurtckgegriffen
werden (Stand Oktober 2023). Aber auch diese Studien bedienen sich haufig anderer
Konzentrationsmethoden, RNA-Extraktionsmethoden und anderer Targets. Eine direkte
Vergleichbarkeit ist aus diesem Grund schwieriger. Es werden zunachst Studien beruck-
sichtigt, die auf &hnliche Art und Weisen die Proben gewannen. Darunter fallen Studien,
die ,Grab Sampling“ als Probengewinnung durch Stichproben verwenden, inklusive Pro-
ben, die innerhalb eines Zeitraums von 15 Minuten entnommen wurden. Im Kontrast
dazu stehen Kompositproben, bei denen Probenvolumina in Zeitintervallen, beispiels-

weise jede Stunde, entnommen werden (Bill Simpson 2013).

Wie oben bereits erwahnt, konnten Zhou, Kong et al. 2021 in Krankenhausabwassern
SARS-CoV-2 in Konzentrationen von 20 - 82 Kopien/Liter fir das E-Gen und das N-Gen
als Target nachweisen (Zhou et al. 2021). Diese Messwerte liegen unter den Viruskon-
zentrationen, die im vorliegenden Experiment nachgewiesen wurden, bei einem Proben-
volumen, welches mit 500 ml mehr als 12 mal so hoch war wie das Probenvolumen von
40 ml, aus dem hier die RNA extrahiert wurde. Als Extraktionsmethode wurde in diesem
Experiment die elektronegative Membran verwendet (Zhou et al. 2021). Eine weitere

Studie konnte ebenfalls Werte nachweisen, die in diesem Bereich liegen, allerdings auch
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solche Konzentrationen, welche deutlich darliberliegen. So zeigte die Arbeit von Hong,
Rachmadi et al. 2021, dass die SARS-CoV-2-Konzentrationen in Krankenhausabwas-
sern nicht nur Werte von unter 100 Kopien/Liter, sondern auch Werte deutlich dartber
aufwiesen. Die Studie konnte Konzentrationen von ca. 19 - 1,4 x 10* Kopien/Liter nach-
weisen. Die Proben wurden als Stichprobe aus dem Abwassersammelsystem der Ein-
richtung unter dem Krankenhaus enthommen, und zwar ein Probenvolumen von 250 —
500 ml, welches hochkonzentriert wurde. Die RNA wurde auf einem Silicatmembran-
basierten Spinnsaulensystem extrahiert. Allerdings wurden die Proben nicht mittels RT-
dPCR, sondern mit einer RT-qPCR ausgewertet. Das N1-, N2- und N3-Gen stellten die
Targets dar (Hong et al. 2021). Die Arbeit zeigt, dass auch Abwasser aus einem Kran-
kenhaus eine hohe Varianz in der Viruskonzentration aufweisen kann. Allerdings stellen
sich die gemessenen Werte zwischen dem Minimum und dem Maximum eher gleichma-
Riger verteilt dar. Die Studie wertete fast doppelt so viele Proben aus mit n = 57, wahrend
in dieser hier vorliegenden Arbeit 33 Proben ausgewertet wurden. In der Studie dieser
Forschungsarbeit konzentrieren sich die Werte eher um ca. 150 Kopien/Liter (Median).
17 Proben, also ein Grolfiteil der Messwerte der positiven Proben, sind um diesen Wert
herum angesiedelt, wie das 1. und 3. Quartil zeigen (1. Quartil 103 Viruskopien/Liter; 3.
Quartil 252 Viruskopien/Liter). Bei zwei der Proben liegen die Werte bei ca. 4,4 x 10® und
6,5 x 10° Viruskopien/Liter. Fur die positiven Proben des Targets N1, neben anderen
Targets das mit der hdchsten Nachweisrate, zeigte sich bei Hong, Rachmadi et al. 2021
ein Median von ca. 200 Kopien/Liter. Auch das 1. Quartil (ca. 118 Kopien/Liter) und das
3. Quartil (ca. 374 Kopien/Liter) bewegen sich in der gleichen GréRenordnung und zei-
gen, dass sich auch hier die Messwerte stark um den Median herum konzentrieren. Dass
die Quartile sich um einen deutlich geringeren Messwert herum anordnen sticht hervor,
wenn man das generell gemessene Maximum dieser Studie mit ca. 1,4 x 10* Kopien/Liter
betrachtet. Diese Daten wurden dem ,Supplementary Materials“ der oben genannten
Studie auf ,PubMed Central®“ entnommen (Hong et al. 2021). Wie oben beschrieben,
stellen sich die Messwerte im Versuch dieser Arbeit ahnlich dar, nur mit dem Unter-

schied, dass Hong, Rachmandi et al. mehrere unterschiedliche Targets untersuchten.

Auch wenn Werte von anderen deutschen Krankenhausern zur Diskussion nicht zur Ver-
figung standen bleibt festzuhalten, dass Laborwerte um den Median herum von 150
Kopien/Liter SARS-CoV-2 durchaus in der Literatur beschrieben wurden, und dies in
Arbeiten, die ahnliche Beprobungsstrategien verfolgten. Einige Autoren legen allerdings
nahe, dass fur ,low-flow“-Abwassersysteme stichprobenartige Beprobung von Abwasser

sehr ungenau ist und starke Unterschiede in der SARS-CoV-2-Konzentration festgestellt
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werden. Erst mit hoherem Abwasseraufkommen wird es zunehmend irrelevant, ob stich-
probenartig oder in Kompositproben Abwasser gewonnen wird (George et al. 2022) Da
wir uns trotz eines Universitatskrankenhauses in einer ,low-flow“- bis ,medium-flow“-Si-
tuation befinden (ganze Nachbarschaften und Hauserblocke), sind eher Beprobungsfre-
quenzen von ca. 5 Minuten relevant um die Konzentration besser abzubilden. ,High-
flow“-Situationen meinen hier das Abwasseraufkommen ganzer Klaranlagen (George et
al. 2022). Im Setting dieser Forschungsarbeit sollten sich starke Unterschiede zwischen
Stichproben und Kompositproben darstellen. Dies kann darin begriindet liegen, dass die
Proben kontinuierlich, nicht nur einmal taglich und zwar nur tageszeitoptimiert, entnom-
men wurden. Weitere Studien, wie beispielsweise Kagami, et al. 2023 verwenden zwar
Abwasser aus Krankenhausern, allerdings sind diese Proben an Klaranlagen entnom-
men worden und nicht direkt am Krankenhaus, wie in den oben benannten Studien und
wie es auch fur diese Arbeit gegeben war (Kagami et al. 2023). Solche Proben sind damit
auch durch weiteres Abwasser aus dem Einzugsgebiet der Klaranlage, an der eine sol-
che Probe gewonnen wurde, versetzt. Weiterhin konnen Viruskonzentrationen stark da-
von beeinflusst sein, wie lange diese im Abwassernetz verbleiben, bis sie enthommen
werden (Li et al. 2023). Allerdings variieren die Werte der Arbeit von Kagami, et al. 2023
ebenfalls von ca. 10% - ca. 7,25 x 10* Viruskopien/Liter. Dies zeigt noch einmal, dass die
Spannweite nicht zwangslaufig gleichmafiger ausfallen muss, nur weil eine Komposit-
probe verwendet wurde. Es ist allerdings festzuhalten, dass auch zwischen den Extre-
men sich eine gleichmaligere Verteilung der Messwerte zeigt. Es wurden allerdings
auch mehrere hundert Abwasserproben in dieser Studie ausgewertet (Kagami et al.
2023). Dies unterstiitzt die Uberlegung, eher Kompositproben zu generieren, da mdg-
licherweise hohe Messwerte durch einmalige kurze Beprobungszeitraume durch weitere
Messungen relativiert werden kdénnen. Proben, in denen initial durch Zufall keine Vi-
ruskopien vorlagen, kénnen so durch weitere Probenzyklen mit Probenmaterial versetzt

werden, welches Viruskopien enthalten kann.

So hohe Konzentrationen von SARS-CoV-2 im Abwasser, wie die beiden hochsten
Messwerte dieser Arbeit, wurden bis dato seltener in Studien beschrieben, die aus-
schlief3lich Krankenhausabwasser ausgewertet haben und auch direkt am Krankenhaus
oder in unmittelbarer Nahe beprobt wurden. Allerdings lassen sich solche Werte durch-
aus in der Literatur finden, auch wenn es dabei meist um Proben geht, die an Klaranla-
gen entnommen wurden. Wurtzer, et al. 2020 konnten in ihrer Auswertung tber SARS-
CoV-2-RNA im Abwasser der Metropole Paris tUber 10® Kopien/Liter detektieren. Aller-
dings wurden in dieser Arbeit die 24-Stunden-Sammelproben aus drei Klaranlagen aus-

gewertet bei Probenvolumina von 8,7 bis 14 Litern pro Tag. Die Klaranlagen bezogen
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das Abwasser von 3 Millionen Einwohnern und sammelten 600.000 m® Abwasser pro
Tag (Wurtzer et al. 2020). Prinzipiell sind noch héhere Konzentrationen in Abwasserpro-
ben mdglich. So konnten Wilhelm, Schoth et al. 2022 mittels 24-Stunden-Proben an ei-
ner Klaranlage an der Emscher-Miindung, die das Wasser weiter Teile des ndrdlichen
Ruhrgebiets aufnimmt, Proben gewinnen. Die Klaranlage ist mit Gber 700.000 Haushal-
ten verbunden und kann das Abwasser von ca. 1.700.000 Einwohnern aufnehmen. Mit-
tels elektronegativer Membran und RT-qgPCR ermittelten die Autoren, urspringlich 100
ml am Tag als Probe ausgewertet, ca. 4 x 10" Kopien/Tag (Wilhelm et al. 2022). Wenn
die Autoren von 348.703.426 m?® pro Jahr ausgehen und die 100 ml-Probe als Referenz

mit einbeziehen, kommt man am Tag auf ca. 4,1 x 10® Kopien/Liter.

Aus diesem Grund muss auch an mdgliche Verunreinigungen gedacht werden. Die Pro-
ben wurden durch den Autor der Studie noch wahrend der Pandemie ausgewertet und
eine Infektion mit SARS-CoV-2 ware zu jedem Zeitpunkt méglich gewesen. Zwar wurde
bei der Auswertung der Proben eine FFP-2-Maske getragen und es lag keine bestatigte
SARS-CoV-2-Infektion vor, allerdings muss die Moglichkeit einer Kontamination der Pro-

ben zumindest in Erwagung gezogen werden.

In der Darstellung der Werte Uber den Pandemieverlauf in Relation zu der gemeldeten
Infektionstatigkeit (RKI Open Data 2023) in Deutschland und der Intensivbettenbelegung
(Robert Koch-Institut, DIVI e.V. 2023) lasst sich folgendes festhalten: Die beiden Grafi-
ken lassen sich dahingehend mit unseren Ergebnissen vereinbaren, dass die Infektions-
tatigkeit zwar zu Beginn der Pandemie geringer war, allerdings sind die Hospitalisierun-
gen pro Fall hdher gewesen als im spateren Verlauf des untersuchen Zeitraums der
Pandemie (Federal Ministry of Health, Robert Koch Institute 2025). Da die Messwerte

dieser Arbeit an einem Krankenhaus generiert wurden, erscheint dies koharent.

4.2.3 Limitationen

Da es fur den Transport in das Labor kein konkretes Protokoll gab, kdnnten durch die
Einflhrung eines solchen Vorgehens erhdhte Transport- und Liegezeiten vermieden
werden. Ebenfalls der Zeitabstand, der bis zur Auswertung bestand, stellt sich proble-
matisch dar. So wurden die ersten Proben am 11.11.2020 abgenommen und ab
18.03.2022 ausgewertet. Die Proben waren wahrend der gesamten Zeit bei -80°C ein-
gefroren. Uber einen méglichen Zerfall von SARS-CoV-2 und deren weiteren Zerfall in
Abwasserproben bei -80°C wurde zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht publiziert (August

2023). Es sei allerdings an dieser Stelle auf den zeitlichen Abstand hingewiesen.

Die Polyethylenglykol-Fallung ist ein unselektives Verfahren, welches unterschiedlich

geldésten Substanzen mittels Aussalzung die Hydrathille entziehen kann. So lagern sich
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diese Substanzen mit ihren freien Ladungen aneinander an und kénnen nun mittels Zent-
rifugation ausgefallt werden. Neben der RNA werden so auch manchmal Proteine aus-
gefallt. Diese Proteine kénnen im weiteren Verlauf des Versuchs die PCR inhibieren.
Maoglicherweise spielt dieses Phanomen eine Rolle bei den teilweise negativen Proben
ohne Virusnachweis (Shieh et al. 1995). Es ist darum sinnvoll, weiter im Verlauf der Ex-
perimente PCR-Kits, die PCR-Inhibitoren abfangen kénnen, zu verwenden. Dies ware
eine Option, um diesem Phanomen der unselektiven Extraktion mittels PEG-Fallung ent-

gegen zu wirken.

Der DNA-Verdau wird ebenfalls als mogliche Schwachstelle identifiziert, da moglicher-
weise in diesem Arbeitsschritt Uber die Erwarmung der Probe die extrahierte RNA zer-
fallen kann (Li et al. 2019). Auch sollte erwahnt werden, dass der methodisch nicht an-
ders umsetzbare Schritt des Umschreibens der RNA in cDNA, Gelegenheit fir mogliche
Fehler und Verunreinigungen darstellte. Dies ist dem Umstand geschuldet, dass die Pro-

ben fir diesen Schritt extra aufgetaut und geéffnet sowie verarbeitet werden mussten.

4.2.4 Schlussfolgerungen

Es konnte SARS-CoV-2 im Abwasser des UKGMs am Standort Giel3en nachgewiesen
werden und das Uber einen langeren Zeitraum. Allerdings ist die Mehrheit der nachge-
wiesen Viruskonzentrationen eher im unteren Drittel, im Vergleich zu anderen Studien,
angesiedelt. Da die Probengewinnung und Planung der Experimente zu Beginn der Pan-
demie erfolgten, und damals erst begonnen wurde das Thema abwasserbasierte Sur-
veillance in Bezug auf SARS-CoV-2 zu beforschen, fanden sich in der Literatur nur we-
nige Vergleichsstudien. Um die Virusmenge zu erhdhen und so genauere Ergebnisse zu
erzielen, sollten einige, der seit Beginn des Experiments gewonnenen Erkenntnisse in
weiterfuhrenden Experimenten berlcksichtigt werden. Darunter fallt vor allem die Erho-
hung des Probenvolumens. Dabei sollte mindestens ein Liter Abwasserprobe ausgewer-
tet werden, wenn nicht sogar mehr. Auch die Beprobungsfrequenz sollte in weiteren Ver-
suchen erhdht werden. So sollte nicht, wie im bisherigen Versuchsaufbau, die Probe
einmal taglich gewonnen werden, sondern in unter 5 bis maximal 15-minttigen Abstan-
den. Da dies personell schwer umzusetzen ist, sollte ein Beprobungsautomat (Auto-
sampler) etabliert werden. Dabei stellt die Konzentration der Probe eine entsprechende
Limitation dar. Es sollten pro 15-Minuten-Intervall mindestens 10ml gewonnen werden,
um Uber 24 Stunden mindestens auf ca. einen Liter Probenvolumen zu kommen. Auch
scheint die Einfuhrung weiterer Targets sinnvoll. Dies kann selber entschieden oder Uber

schon bestehende Testkits ausgewahlt werden. Andere Targets scheinen in der Literatur
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haufiger ausgewahlt worden zu sein als das S-Gen und darum sind diese bereits etab-
liert. Weiterhin sollte ein konkretes Abnahme- und Transport- Protokoll fir die Entnahme

der Proben eingeflhrt werden.

Weitere Schritte zur Prozessqualitatssicherung: Wenn die Polyethylenglykol-Fallung bei-
behalten wird, sollte die Abwasserprobe mit einem zusatzlichen Virus beimpft werden,
von dem die genaue Kopienanzahl bekannt ist. So kann der gesamte Prozess beurteilt
werden. Von der Virus-Recovery in der Konzentration und Extraktion bis zur Prafung der
PCR-Qualitat, also ob PCR-Inhibitoren anwesend waren oder nicht. Der von Boxus, Le-
tellier et al. 2005 beschriebene Nachweis des Bovinen-respiratorischen-Synzytialvirus
mittels Primer und TagMan-Sonden wiurde sich fur weitere Ansatze anbieten (Boxus et
al. 2005).

Ebenfalls sollte in zuklinftige Proben Konzentrationen bestimmter weitere Viren, wie bei-
spielsweise das ,Petter Mild Mottle Virus“ (PMMoV), mitbestimmt werden, um die Ver-

dunnung der Probe als zusatzlichen Messwert zu bestimmen.

Dies sind die Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen dieser Arbeit und den Studien
anderer Autoren, die mittlerweile publiziert wurden und darum hier auch berlcksichtig

werden und in zukunftige Versuche integriert werden sollten.

4.3 Variantennachweis Omikron

4.3.1 Interpretation

In der Zusammenschau der Ergebnisse konnte SARS-CoV-2 der Omikron Variante mit-
hilfe der verwendeten Primer und Sonden in einigen Proben nachgewiesen werden. Es
wurde eine Auswahl von Proben ausgewertet, welche im allgemeinen SARS-CoV-2
Nachweis positive Ergebnisse erbringen konnten. Die hochste gemessene Viruskon-
zentration lag in einem Zeitintervall, in dem auch die Omikron-Variante in Deutschland
per Sequenzierung nachgewiesen wurde. Der Nachweis der Omikron Variante BA.1 und
BA.2 am 15.02.22 deckt sich mit der generell hohen Sequenzierungsfrequenz dieser
Varianten in Deutschland von ca. 52% fir BA.1 und 48% fir BA.2. Von den weiteren
Nachweisen der Omikron-Variante, die in ihrer Konzentration deutlich weniger Kopien
aufwiesen, lag ein Nachweis in einem Zeitintervall, in dem noch keine Omikron-Variante
in Deutschland per Sequenzierung identifiziert werden konnte. Der Nachweis vom
15.02.2022 stimmte wieder mit den Sequenzierungsdaten uberein (Hodcroft et al.
2024b). Die geringe Menge an Viruskopien, in Kombination mit den noch nicht beobach-
teten Sequenzierungsnachweisen der Omikron-Variante, macht einen Messfehler oder
eine falsch-positive Probe wahrscheinlich fiir den Nachweis vom 16.03.21, 29.04.21 und

11.05.21. Die Nachweise vom 01.02.22 und vom 15.02.22 erscheinen wahrscheinlicher.
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Die Messwerte flr den 01.02.22 sind zwar nur minimal héher als die Messung am
11.05.21, aber im zeitlichen Zusammenhang ist die Messung vom 01.02.22 glaubhafter.
Fir diesen Zeitraum lag die Sequenzierungsfrequenz BA.1 bei ca. 76% und fur BA.2 bei
ca. 23%. Dies wird noch einmal unterstrichen durch den Umstand, dass die meisten
anderen Proben, die aulerhalb des Sequenzierungsintervalls der Omikron-Varianten in
Deutschland lagen, keine Probe einen positiven Nachweis erbringen konnte. Die Ergeb-
nisse der Probe vom 15.02.22 sind allerdings deutlich hdher und liegen in einem Zeitin-
tervall wahrenddessen die Omikron Variante in Deutschland fast ausschliel3lich sequen-
ziert wurde (Hodcroft et al. 2024b). Der Nachweis ist darum plausibel. Allerdings bleibt
die Frage, ob die Primer und Sonden optimal gewahlt wurden, da in drei Proben ein
Nachweis erfolgte, in denen das Vorliegen der Omikron-Variante an sich nicht zu erwar-
ten war. Ein moglicher Erklarungsansatz ist, dass in diesen Proben zwar gewisse Muta-

tionen nachgewiesen wurden, nicht aber Viruskopien der Omikron-Variante.

Die Probe vom 22.02.22 liegt in einem Zeitraum, in dem die Omikron-Variante BA.2 zu-
nehmend sequenziert wurde, zum Entnahmedatum der Probe etwa mit einer Frequenz
von ca. 48% tendenziell steigend. Die Variante BA.1 war zu diesem Zeitpunkt mit einer
Sequenzierungsfrequenz von ca. 52% fallend (Hodcroft et al. 2024b). Allerdings konnten
keine Viruskopien der Omikron-Clade in dieser Probe mit dem verwendeten System
nachgewiesen werden. Dies kann an dem Fehlen der nachgewiesenen Mutationen in
dieser Virusvariante gelegen haben, falls es sich um eine Variante der Omikron-Clade
gehandelt haben sollte. Oder eine komplett andere Virusvariante hat initial im generellen
Virusnachweis zu einem positiven Virusnachweis gefiihrt. Dieses Ergebnis relativiert al-
lerdings die Annahme, dass die Proben vom 15.02.22 und 22.02.22 kontaminiert wur-
den, da sie am selben Tag verarbeitet wurden. Beide Proben zeigten zwar hohe Virus-
konzentrationen im allgemeinen SARS-CoV-2-Nachweis, hier allerdings unterschiedli-

che Konzentrationen im Variantennachweis.

4.3.2 Vergleich

Fur den spezifischen Nachweis der Omikron-Varianten aus Klinikabwasser gibt es keine
vergleichbaren Studien (Stand September 2023). Aus diesem Grund wird hier auf Stu-
dien zuruckgegriffen, welche die Omikron-Variante und deren Untervarianten nachge-
wiesen haben. So konnten Chassalevris, Chaintoutis et al. 2022 im Abwasser der Stadt
Tessaloniki in Griechenland 675 RNA-Kopien/pl nachweisen, die BA.1 zugeordnet wer-
den (Chassalevris et al. 2022). Eine exakte Vergleichbarkeit ist daher aus folgenden,
weiteren Grunden nicht gegeben: Fur diese Arbeit wurden 24-Stunden-Sammelproben
verwendet, fur die jede Stunde 100 ml Probenvolumen gesammelt wurden. Aus dieser

Sammelprobe wurden dann drei aliquotierte Proben a 40 ml abgefiillt und aufbereitet.
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Die Proben wurden mittels elektronegativer Membran konzentriert und die RNA mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion extrahiert. Zur Detektion wurde ein Nachweis mittels RT-
gPCR gewahlt und Sequenzen des E-Hullproteins und N-Proteins als Targets nachge-
wiesen. In den Primardaten finden sich auch die umgerechneten Konzentrationen pro
Liter. So wurden Konzentrationen BA.1 von 6,5 x 10* Kopien/Liter bis 107 BA.1 Virusko-
pien/Liter gemessen (Chassalevris et al. 2022). Diese Konzentrationen liegen in ahnli-
cher Héhe vor wie die Viruskonzentration von ca. 4,16 x 10° Kopien/Liter, die in dieser
hier vorliegenden Forschungsarbeit nachgewiesen wurden und sogar noch etwas dar-
Uber. Diese Beobachtung legt also nahe, dass die hier gemessenen Konzentrationen
durchaus nachweisbar sind und in gro3eren Stadten noch deutlich dartuber liegen kon-

nen.

Wurtzer, Levert et al. 2022 kamen in ihrem Versuchsdesign deutlich naher an den Ver-
suchsaufbau dieser Arbeit heran, zumindest was die Auswertung der Proben betraf. So
wurden dort 24-Stunden-Sammelproben aus Abwasserleitungen und Klaranlagen im
Grofraum Paris entnommen. Aufkonzentriert wurden diese Proben mittels Ultrazentrifu-
gation. Die RNA wurde, wie in dieser Arbeit auch, mit einem Kit entnommen, welches
auf silicatmembran-basierten Spinnsaulen beruht. Fir den Test auf die Omikron-Vari-
ante BA.1 wurde unter anderem auf die Deletion im Spike-Protein an der 69. und 70.
Stelle getestet (S: del69-70), was hier groRere Ahnlichkeit auch im Target aufweist. Fir
die Auswertung wurde ebenfalls ein QlAcuity® One von QIAGEN® verwendet, also eine
Nanoplate basierte RT-digital PCR. Es handelt sich um das gleiche Gerat, was auch in
dieser Arbeit verwendet wurde. Es wurde der gleiche Mastermix mit dem One Step Viral
RT-PCR Kit getestet. Die gemessenen BA.1-Konzentrationen lagen fur S:del69-70 bei
ca. 3 x 10° Kopien/Liter (Wurtzer et al. 2022). Damit wurden ahnliche Konzentrationen
gemessen wie in dieser Forschungsarbeit am 15.02.22 mit ca. 4 x 10° Kopien/Liter. Al-
lerdings konnte in den weiteren Proben der Arbeit dieses Manuskripts keine weitere
Probe solche Konzentrationen erreichen. Dies kann in der oben bereits erwdhnten
Schwierigkeit begriindet sein, dass Stichproben nur einen sehr kurzen Ausschnitt wie-
dergeben kénnen und 24-Stunden-Sammelproben einen weiten Zeitraum abdecken
kénnen. So kann die Probe, die als Stichprobe gewonnen wird, wenig Virusmaterial ent-
halten, wenn zu diesem Zeitpunkt nur wenig vorbeigeflossen ist. Dennoch weisen an-
dere Studien mit vergleichbarem Beprobungsintervall hdhere Mengen nach, wie oben

bereits anhand der Ergebnisse von Hong, et al. 2021 erldutert wurde (Hong et al. 2021).

Andere Autoren versuchen flr den Nachweis mehrere Techniken miteinander zu verbin-
den und ineinander zu verschachteln, um mehr Daten generieren zu kénnen und damit

die Ergebnisse, die jede Nachweismethode fur sich liefert, Uberprufen zu kdnnen. So
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verglichen Peng, Sun et al. 2022 fir die Auswertung von Abwasserproben die RT-gPCR
mit einer nested PCR (nPCR). Dies ist ein PCR-Verfahren, bei dem zwei Primer sich im
Reaktionsmix befinden, um die Mdglichkeit von zufallig generierten Amplikons zu sen-
ken. Das PCR-Produkt wurde zusatzlich mittels Flissigchromatographie (LC) und Mas-
senspektrometrie (MS) ausgewertet. Die Kopplung dieser Verfahren soll Schwachstellen
von herkdbmmlichen Verfahren ausbessern. Im Abgleich mit der gPCR konnte diese
Kopplung mehrerer Verfahren (nPCR-LC-MS) in einer Regressionsanalyse mit R* =
0,8361 Ahnlichkeiten der Ergebnisse feststellen (Peng et al. 2022). Allerdings miissen
diese Techniken auch etabliert sein, um sie mit in einen solchen Versuch zu integrieren.
Auch ist in dieser Konstellation eine absolute Quantifikation nicht mdglich, wie sie in die-
ser Arbeit angestrebt wurde. Aus diesen Grinden wird hier weiterhin der Ansatz mittels

RT-digital PCR als zielfiihrend angesehen.

4.3.3 Limitationen

Da die RNA fiir diesen Versuch aus den gleichen Proben entnommen wurde, sind gene-
rell alle bereits oben genannten Schwachstellen des Versuchs des generellen SARS-
CoV-2-Nachweises auch auf diesen Versuch Ubertragbar. Dies gilt allerdings nicht fur
den Prozess des Umschreibens der RNA in cDNA, da dies durch das hier verwendete
Kit direkt in der QlAcuity ® One erfolgte. Allerdings ist bei diesem Experiment generell
zu beméangeln, dass auch hier mangels Erfahrung keine weiteren Kontrollviren getestet
wurden, um die Extraktionsrecovery zu beurteilen. Dies ist allerdings dem Umstand ge-
schuldet, dass zum Zeitpunkt der Planung noch zu wenige vergleichbare Studien vorla-
gen, an denen man sich hatte orientieren kdnnen. Das auf eine Variante des Virus ge-
testet wurde, stellt eine weitere Limitation dieser Arbeit dar. Da Uber einen langeren Zeit-
raum getestet wurde, ware es mdglich gewesen, andere Varianten in die Auswertung
mit aufzunehmen. Es wurde davon Abstand genommen, da die einzelnen Virusvarianten
einen sehr dynamischen Verlauf zeigten und es in dieser Forschungsarbeit um die Etab-
lierung einer Methode ging. Weiterhin ist auffallig, dass eine Probe stark positiv war,
wahrend die anderen positiven Proben bedeutend weniger positive Partitionen aufwie-
sen. Von 22 getesteten Proben wurden also funf als positiv bestatigt. Auch ist eine
Schwachstelle die geringe Anzahl an ausgewerteten Proben. Nicht nur hatten noch an
mehr Tagen Proben genommen werden kdnnen, auch ware ein gréReres Probenvolu-
men sinnvoll gewesen. Dieses groRRere Probenvolumen hatte noch aliquotiert werden
konnen, um ein Mittel aus den einzelnen Aliquots zu bilden. Die eher geringe Menge an
Proben, die in einem Zeitintervall lag, wahrend dessen auch die Omikron-Variante wahr-
scheinlich bereits vorlag, erschwerte es, Proben untereinander zu vergleichen. Die spate

Auswertung ist durch den generellen Zerfall des Virus ein Problem. Da der allgemeine
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SARS-CoV-2-Nachweis schon zeigte, dass die hier generierten Werte sich eher im un-
teren Drittel im Vergleich zu anderen Studien befinden, ist es bei einem sehr spezifischen
Test, wie einem Variantennachweis, noch unwahrscheinlicher hohere Werte zu erwar-
ten. Allerdings ist der Umstand, dass in den Proben eher geringere Werte fir die Omik-
ron-Varianten nachgewiesen wurden, als im generellen SARS-COV-2-Nachweis, als ein

Zeichen der Nachvollziehbarkeit der Werte anzusehen.

4.3.4 Schlussfolgerungen

Es lasst sich festhalten, dass diese Arbeit eine der ersten Ansétze beinhaltet, Kranken-
hausabwasser auf Varianten des SARS-CoV-2-Virus zu untersuchen und auch mittels
digital PCR absolut zu quantifizieren. Darum fehlte es an konkreten vergleichbaren Stu-
dien. Es wurde darum auf generelle Auswertungen von Abwassern, in denen auf die
Omikron-Variante oder andere Varianten getestet wurde, ausgewichen. Es zeigt sich
hier ein ,buntes Bild“ der Ansatze, da dieses Forschungsfeld recht jung ist und darum
verschiedenste Ansatze erprobt werden. Es lasst sich bereits festhalten, dass es moglich
war, SARS-CoV-2 der Omikron-Variante nachzuweisen in einem Zeitraum, in dem ge-
nerell in Deutschland Sequenzierungsdaten fir die Omikron-Variante vorlagen. Die
meisten Proben lagen in Zeitrdumen, in denen dies nicht der Fall war, und darum sind in
den meisten Proben keine SARS-CoV-2-Viren der Omikron-Variante nachweisbar (Ho-
dcroft et al. 2024b). Auch lagen drei Proben, die vom 16.03.2021, 29.04.2021 und
11.05.2021, auRerhalb dieses Bereiches. Diese Proben waren zwar positiv, aber die
Werte der absoluten Quantifizierung, im Verhaltnis zur absoluten Quantifizierung der
Probe vom 15.02.2022, sind eher gering. Darum kdnnte es sich hier um eine falsch po-
sitive Probe handeln. Es wurden zwar gewisse Mutationen nachgewiesen, es handelte
sich aber wahrscheinlich nicht um die Omikron-Variante. Auch hat das Fehlen des Nach-
weises der Omikron-Variante in der Probe vom 22.02.2022 die Mdéglichkeit einer Konta-
mination der Proben relativiert, da ein Nachweis sehr wohl am 15.02.2022 erfolgte. Das
Verfahren hat sich zum Nachweis von SARS-CoV-2 der Omikron-Variante im Kranken-
hausabwasser als vielversprechend herausgestellt. In Zeitrdumen, in denen man mit der
Variante gerechnet hatte, ist der Nachweis gelungen. In Zeitraumen, zu denen nicht mit
einem Nachweis gerechnet wurde, ist dieser auch in allen Fallen, auf3er in drei Proben,
nicht erfolgt. Generell finden die im allgemeinen Virusnachweis besprochenen Verbes-

serungen auch hier wieder Anwendung.

Die unter 1.8 Ziele* formulierten Zielsetzungen konnten in dieser Arbeit erreicht werden.
Abschlie3end kann festgehalten werden, dass erfolgreich ein molekularer Nachweis so-
wohl far den SARS-CoV-2 Wildtyp als auch die Omikron-Variante etabliert werden

konnte. Ebenfalls wurde erfolgreich eine Aufbereitungs- und RNA-Extraktionsmethode
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aus Klinikabwasser etabliert. Mit den oben genannten Arbeitsschritten ist der Nachweis
von SARS-CoV-2 allgemein sowie der Omikron-Variante im Krankenhausabwasser der
Uniklinik GielRen maoglich. Der Nachweis konnte in beiden Fallen erfolgreich absolut
quantifiziert werden. Der Grundstein flr ein Abwasser basiertes Surveillance System an

der Universitatsklinik GieRRen ist damit gelegt.
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5 Zusammenfassung

Die hier vorliegende Forschungsarbeit hat erste Erkenntnisse zum Aufbau eines abwas-
serbasierten Surveillance Systems am Universitatsklinikum GielRen geliefert. Zur Gene-
rierung erster Daten wurden wahrend der COVID-19-Pandemie 33 Stichproben aus dem
Abwasser des Universitatsklinikums gewonnen und ausgewertet. Hierflir wurde ein Pro-
tokoll zur Verarbeitung von Abwasser und von RNA-Extraktion etabliert. In allen Proben
konnte im Pandemieverlauf in cDNA Uberfuhrte total-RNA gemessen werden. Weiterhin
wurde ein molekularer Nachweis fur SARS-CoV-2 erfolgreich eingefuhrt. Dieser ist die
Basis fur einen generellen Virusnachweis von SARS-CoV-2 und ist in der Lage auch
Virusvarianten zu detektieren. Durch die Verwendung einer digital-PCR wurde die abso-

lute Quantifizierung von SARS-CoV-2 erreicht.

Die Wahl des Targets, mit Sequenzen des Spike-Glyko-Oberflachenproteins, war fir
diesen speziellen Versuchsaufbau sinnvoll. Zukulinftig kann auf mittlerweile konventionell
erhaltliche Kits zum Nachweis zurtickgegriffen werden. Auch sollten noch weitere Se-
quenzen ausgewertet werden, um umfangreichere Datensatze zu generieren. In dem
angestrebten generellen und Varianten-unabhangigen Nachweis von SARS-CoV-2
konnten Uber den beobachteten Pandemieverlauf absolut quantifizierte Daten erhoben
werden. Die gemessenen Konzentrationen divergierten zum Teil stark, obwohl sich die
meisten Proben um den Median von 150 Viruskopien/Liter Abwasser verorten lieen.
Moglicherweise Iasst sich dies mit der stichpunktartigen Entnahmestrategie in einem

niedrig bis mittleren Durchfluss-Abwassersystem erklaren.

Im spezifischen Nachweis der Omikron-Variante konnte diese Studie Ergebnisse liefern,
die mit den Sequenzierungsdaten in Deutschland Uber das mdgliche Vorliegen der O-
mikron-Variante Ubereinstimmten. Auch hier wurde eine gro3e Spannweite zwischen
den Konzentrationen festgestellt. Generell lieferte die absolute Quantifizierung im Vari-
anten-Nachweis geringere Viruskonzentrationen als im Varianten-unabhangigen Nach-
weis. Dies kann ein Zeichen daflr sein, dass die Konzentrationen spezifisch fir die Va-
riante, als Teilmenge des gesamten Virusnachweises, getestet wurden. Hier war ebenso
eine absolute Quantifizierung moglich. Es konnten keine Verlaufsdaten erhoben werden,
da daflr zu wenig Proben im Zeitraum des Auftritts der Variante gewonnen wurden. Die
Ergebnisse haben gezeigt, dass potenzielle Krankheitserreger im Abwasser des Univer-

sitatsklinikums am Standort Gie3en nachweisbar und quantifizierbar sind.

Aus der Diskussion ergeben sich folgende Ansatze fur weiterfuhrende Versuche: Zu-

nachst sollte die Abwasserprobengewinnung angepasst werden. Es sollten die Bepro-
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bungsfrequenz und das Probenvolumen erhdht werden. Es sollte eine 24-Stunden-Sam-
melprobe, mit Abnahmeintervallen von 5 - 15 Minuten, mit den Ergebnissen einer einfa-
chen Stichprobe verglichen werden. Auch sind die oben erwahnten Prozesskontrolime-
chanismen zu Uberprifen und zu etablieren. Die dann gewonnenen Ergebnisse sollten
in ein Surveillance System integriert werden, das nicht nur eine digital-PCR verwendet,
sondern auch Sequenzierungsdaten erhebt. Damit kdnnen abschlieRend nicht nur Pa-
thogene nachgewiesen werden, flr die explizite Primer oder Primer/Sonden-Paare vor-
liegen, wie in dieser Arbeit, sondern noch viele weitere Pathogene. So konnten auch
solche nachgewiesen werden, die initial am Patienten Ubersehen worden sind. Der
Grundstein flr ein Abwasser basiertes Surveillance System an der Universitatsklinik Gie-

Ren ist damit gelegt.
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6 Summary

The scientific experiments have provided first insights for establishing a wastewater-
based surveillance system for the university hospital in Gielen. To generate this data 33
grab samples were taken from the hospital’'s wastewater during the COVID-19 pan-
demic. In the further process the samples were collected, processed and analyzed all
together. Therefor a protocol to process the wastewater samples was successfully intro-
duced. After the concentration, extraction and transcription process in all samples in
cDNA transferred total RNA was measured Furthermore a molecular detection method
was successfully established. This was the foundation for a general SARS-CoV-2 detec-
tion and the Omicron variant detection protocol. By using the digital PCR an absolute

quantification of the virus was conducted.

The chosen targets, sequences of the spike protein, were suitable for the protocol. For
preceding experiments commercially available test kits with other or additional targets,
with fewer mutations, can be used to create more complex datasets. The experiment for
a variant unspecific detection of SARS-CoV-2 was able to detect and quantify the virus
during the monitored time period. All samples together indicate a wide range of virus
concentrations, although most concentration are close to the median of about 150 cop-
ies/liter untreated wastewater. The wide range of concentrations could be caused by the

sampling method by grab sampling in a low to medium flow wastewater system

The experiment of the variant specific detection of the Omicron variant was able to pro-
vide data that suited the sequencing data for Germany. This experiment also showed a
very high range of measured virus concentration. Throughout all samples the virus con-
centration measured in the variant specific experiment was lower than in the variant un-
specific experiment. This could indicate that the measured virus concentration was a
subset of the initial measured general SARS-CoV-2 concentration. It was difficult to re-
view the data of the variant specific concentration over the course of the pandemic, be-
cause only a short period of time was captured, in which the Omicron variant was se-
quenced in Germany. The results have shown that potential pathogens can be detected

and quantified in the wastewater of the university hospital in Giel3en.

The following adjustments and enhancements can be introduced to the protocol in future
experiments: First and foremost the sampling process must be reevaluated. Not only the
sampling frequency, with which the sample itself is acquired, but also the sample volume
must be increased. A 24-hour composite sampling strategy, with a sampling frequency
of under 5 to 15 minutes, should be evaluated and compared to a grab sampling strategy

that was used in these experiments. Furthermore process control mechanisms should
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be evaluated. In a final step the acquired knowledge should be integrated in a
wastewater surveillance system that uses not only a digital PCR, but also sequencing as
a surveillance tool. This will provide the capability to not only detect pathogens that were
covered by the used primer or primer/probe sets, but it will potentially detect all patho-
gens. This could include pathogens that were not detected and diagnosed in the clinical

setting.

This is the foundation for wastewater-based surveillance at the university hospital in
Gielden.
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Anhang 153

Sequenz pCl-neo-Spike-SARS-CoV-2-2020

5- TCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAA-
TATTGGC-
TATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCA
TGTCCAATATGACCGCCATGTTGGCATTGATTATTGACTAGTTATTAA-
TAGTAATCAATTAC-
GGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAA
ATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAA-
TAATGAC-
GTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAG
TATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCAT-
ATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATT
ATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTAC-
GTATTAG-
TCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGATA
GCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAG-
TTTGTTTT-
GGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGAC
GCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAA-
GCAGAGCTCGTTTAGTGAAC-
CGTCAGATCACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGC
AGTCAGTGCTTCTGACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGAAGTT-
GGTCGTGAGGCAC-
TGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTG
GGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCAC-
CTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAG
TTCAATTACAGCTCTTAAGGCTAGAGTACTTAATACGACTCACTATAGGCTAG-
CATGTTT-
GTTTTTCTTGTTTTATTGCCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGTTAATCTTACAACCAGA
ACTCAATTACCCCCTGCATACACTAATTCTTTCACAC-
GTGGTGTTTATTACCCTGACAAAGTTTTCAGATCCTCAGTTTTACATTCAACTCAGG
ACTTGTTCTTACCTTTCTTTTCCAATGTTACTTGGTTCCATGCTATA-
CATGTCTCTGGGAC-
CAATGGTACTAAGAGGTTTGATAACCCTGTCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTT
TGCTTCCACTGAGAAGTCTAACATAATAAGAGGCTGGATTTTTGGTACTACTTTA-
GAT-
TCGAAGACCCAGTCCCTACTTATTGTTAATAACGCTACTAATGTTGTTATTAAAGTC
TGTGAATTTCAATTTTGTAATGATCCATTTTTGGGTGTTTATTAC-
CACAAAAACAACAAAAGTTGGATGGAAAGTGAGTTCAGAGTTTATTCTAGTGCGAA
TAATTGCACTTTTGAATATGTCTCTCAGCCTTTTCTTATGGACCTT-
GAAGGAAAACAGGG-
TAATTTCAAAAATCTTAGGGAATTTGTGTTTAAGAATATTGATGGTTATTTTAAAATA
TATTCTAAGCACACGCCTATTAATTTAG-
TGCGTGATCTCCCTCAGGGTTTTTCGGCTTTA-
GAACCATTGGTAGATTTGCCAATAGGTATTAACATCACTAGGTTTCAAACTTTACTT
GCTTTACATAGAAGTTATTTGACTCCTGGTGATTCTTCTTCAGGTT-
GGACAGCTGGTGCTG-
CAGCTTATTATGTGGGTTATCTTCAACCTAGGACTTTTCTATTAAAATATAATGAAA
ATGGAACCATTACAGATGCTGTAGACTGTGCACTT-




Anhang 154

GACCCTCTCTCAGAAACAAAGTGTAC-
GTTGAAATCCTTCACTGTAGAAAAAGGAATCTATCAAACTTCTAACTTTAGAGTCCA
ACCAACAGAATCTATTGTTAGATTTCCTAATATTACAAACTTGTGCCCTTTT-
GGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTGCATCTGTTTATGCTTGGAACAGGAAGAG
AATCAGCAACTGTGTTGCTGATTATTCTGTCCTATATAATTCCG-
CATCATTTTCCAC-
TTTTAAGTGTTATGGAGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGT
CTATGCAGATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGG-
CAAACTG-
GAAAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGGCTGCGTTATAG
CTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAAGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATA-
GATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCT
ATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATT-
GTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAAC
CATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTT-
GTGGAC-
CTAAAAAGTCTACTAATTTGGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTT
TAACAGGCACAGGTGTTCTTACTGAG-
TCTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAATTTGG-
CAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCACAGACACTTGAGATT
CTTGACATTACACCATGTTCTTTTGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACAAA-
TACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGGTGTTAACTGCACAGAAGTCCCTG
TTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATTC-
TACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTGAACATG
TCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCGCTAG-
TTATCAGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACGTAGTGTAGCTAGTCAATCC
ATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGCTTACTCTAA-
TAACTC-
TATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGTGTTACCACAGAAATTCTACCAGTGTC
TATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATGTACATTTGTGGTGAT-
TCAACTGAATGCAG-
CAATCTTTTGTTGCAATATGGCAGTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCTTTAACTGG
AATAGCTGTTGAACAAGACAAAAACACCCAAGAAGTTTTT-
GCACAAGTCAAACAAATTTACAAAACACCACCAATTAAAGATTTTGGTGGTTTTAAT
TTTTCACAAATATTACCAGATCCATCAAAACCAAGCAAGAGGTCATTTATTGAA-
GATCTACTTTTCAACAAAGTGACACTTGCAGATGCTGGCTTCATCAAACAATATGG
TGATTGCCTTGGTGATATTGCTGCTAGAGACCTCATTTGTGCACAAAAGTTTAAC-
GGCCTTACTGTTTTGCCACCTTTGCTCACAGATGAAATGATTGCTCAATACACTTC
TGCACTGTTAGCGGGTACAATCACTTCTGGTTGGACCTTTGGTGCAGGTGCTG-
CATTACAAA-
TACCATTTGCTATGCAAATGGCTTATAGGTTTAATGGTATTGGAGTTACACAGAAT
GTTCTCTATGAGAACCAAAAATTGATTGCCAACCAATTTAATAGTGCTATTGG-
CAAAATTCAAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCAAGATG
TGGTCAACCAAAATGCACAAGCTTTAAACACGCTT-
GTTAAACAACTTAGCTCCAATTTT-
GGTGCAATTTCAAGTGTTTTAAATGATATCCTTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGC
TGAAGTGCAAATTGATAGGTTGATCACAGGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACAT-
ATGTGACTCAACAATTAATTAGAGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATCTTGCT
GCTACTAAAATGTCAGAGTGTGTACTTGGACAATCAAAAAGAGTTGATTTTTGTG-
GAAAGGGCTATCATCTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTC
TTGCATGTGACTTATGTCCCTGCACAAGAAAA-



Anhang 155

GAACTTCACAACTGCTCCTGCCATTT-
GTCATGATGGAAAAGCACACTTTCCTCGTGAAGGTGTCTTTGTTTCAAATGGCACA
CACTGGTTTGTAACACAAAGGAATTTTTATGAACCACAAATCATTACTACAGA-
CAACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAGGAATTGTCAACAACACAG
TTTATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACTCATTCAAGGAGGAGTTAGATAAA-
TATTTTAA-
GAATCATACATCACCAGATGTTGATTTAGGTGACATCTCTGGCATTAATGCTTCAG
TTGTAAACATTCAAAAAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTTGCCAA-
GAATTTAAATGAATCTCTCATCGATCTCCAAGAACTTGGAAAGTATGAGCAGTATA
TAAAATGGCCATGGTACATTTGGCTAGGTTTTATAGCTGGCTTGATTGCCA-
TAGTAATGGTGACAATTATGCTTTGCTGTATGACCAGTTGCTGTAGTTGTCTCAAG
GGCTGTTGTTCTTGTGGATCCTGCTGCAAATTTGATGAAGACGACTCTGAGCCAG-
TGCTCAAAGGAGTCAAATTACATTACACATAAGCGGCCGCTTCGAGCAGACATGA
TAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAG-
TGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTA
TAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATT-
GCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGG-
GAGATGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATCGA
TAAGGATCCGGGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCAC-
CGATCGCCCTTCCCAACAGTT-
GCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC
GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTT-
GCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGT
TCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGAT-
TTAG-
TGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT
GGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCAC-
GTTCTTTAA-
TAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTT
TTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGAT-
TTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCTGATG
CGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCAC-
TCTCAG-
TACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCC
GCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAA-
GCTGTGAC-
CGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGC
GAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAA-
TAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCC
TATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAA-
TAACCCTGA-
TAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTC
GCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAAC-
GCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATC
GAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAAC-
GTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGT
ATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACAC-
TATTCTCAGAATGACTTGGTT-
GAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAAT
TATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACAC-
TGCGGCCAACTTACTTCTGACAAC-
GATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTA
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ACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC-
GAGCGTGACAC-
CACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTA
CTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTT-
GCAGGAC-
CACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGC
CGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAA-
GCCCTCCCG-
TATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGA
CAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGAC-
CAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGA
TCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAG-
TTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTAC-
CAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAAC
TGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAG-
TTAGGCCAC-
CACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACC
AGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGAC-
GATAGTTAC-
CGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGC
TTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGA-
GAAAGCGCCAC-
GCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAA
CAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG-
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTG
ATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAAC-
GCGGCCTTTTTAC-
GGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGCTCGACAGATCT -3

Sequenz wildtypisches Spike:

5 - TTATGTGTAATGTAATTTGACTCCTTTGAGCACTGGCTCAGAG-
TCGTCTTCATCAAATTT-
GCAGCAGGATCCACAAGAACAACAGCCCTTGAGACAACTACAGCAACTGGTCATA
CAGCAAAGCATAATTGTCACCATTACTATGGCAATCAAGCCAGCTATAAAAC-
CTAGCCAAATGTACCATGGCCATTTTATATACTGCTCATACTTTCCAAGTTCTTGGA
GATCGATGAGAGATTCATTTAAATTCTTGGCAACCTCATT-
GAGGCGGTCAATTTCTTTTT-
GAATGTTTACAACTGAAGCATTAATGCCAGAGATGTCACCTAAATCAACATCTGGT
GATGTATGATTCTTAAAATATTTATCTAACTCCTCCTTGAATGAG-
TCTAATTCAGGTT-
GCAAAGGATCATAAACTGTGTTGTTGACAATTCCTATTACAACATCACAGTTACCA
GACACAAATGTGTTGTCTGTAGTAATGATTTGTGGTTCATAAAAATTCCTTT-
GTGTTACAAACCAGTGTGTGCCATTTGAAACAAAGACACCTTCACGAGGAAAGTG
TGCTTTTCCATCATGACAAATGGCAGGAGCAGTTGTGAAGTTCTTTTCTTGTG-
CAGGGACATAAGTCACATGCAAGAAGACTACACCATGAGGTGCTGACTGAGGGAA
GGACATAAGATGATAGCCCTTTCCACAAAAATCAACTCTTTTT-
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GATTGTCCAAGTACACAC-
TCTGACATTTTAGTAGCAGCAAGATTAGCAGAAGCTCTGATTTCTGCAGCTCTAAT
TAATTGTTGAGTCACATATGTCTGCAAACTTTGAAGTCTGCCTGTGATCAAC-
CTATCAATTT-
GCACTTCAGCCTCAACTTTGTCAAGACGTGAAAGGATATCATTTAAAACACTTGAA
ATTGCACCAAAATTGGAGCTAAGTTGTTTAACAAGCGTGTTTAAAGCTTGTG-
CATTTTGGTT-
GACCACATCTTGAAGTTTTCCAAGTGCACTTGCTGTGGAAGAAAGTGAGTCTTGAA
TTTTGCCAATAGCACTATTAAATTGGTTGGCAATCAATTTTTGGTTCTCATAGA-
GAACATTCTGTGTAACTCCAATACCATTAAACCTATAAGCCATTTGCATAGCAAATG
GTATTTGTAATGCAGCACCTGCACCAAAGGTCCAAC-
CAGAAGTGATTGTACCCGCTAACAG-
TGCAGAAGTGTATTGAGCAATCATTTCATCTGTGAGCAAAGGTGGCAAAACAGTAA
GGCCGTTAAACTTTTGTGCACAAATGAGGTCTCTAGCAGCAATATCAC-
CAAGGCAATCAC-
CATATTGTTTGATGAAGCCAGCATCTGCAAGTGTCACTTTGTTGAAAAGTAGATCT
TCAATAAATGACCTCTTGCTTGGTTTTGATGGATCTGGTAATATTT-
GTGAAAAATTAAAAC-
CACCAAAATCTTTAATTGGTGGTGTTTTGTAAATTTGTTTGACTTGTGCAAAAACTT
CTTGGGTGTTTTTGTCTTGTTCAACAGCTATTCCAGTTAAAGCACGGTTTAATT-
GTG-
TACAAAAACTGCCATATTGCAACAAAAGATTGCTGCATTCAGTTGAATCACCACAA
ATGTACATTGTACAATCTACTGATGTCTTGGTCATAGACACTGG-
TAGAATTTCTGTGG-
TAACACTAATAGTAAAATTTGTGGGTATGGCAATAGAGTTATTAGAGTAAGCAACT
GAATTTTCTGCACCAAGTGACATAGTGTAGGCAATGATGGATTGACTAGCTACAC-
TAC-
GTGCCCGCCGAGGAGAATTAGTCTGAGTCTGATAACTAGCGCATATACCTGCACC
AATGGGTATGTCACACTCATATGAGTTGTT-
GACATGTTCAGCCCCTATTAAACAGCCTGCAC-
GTGTTTGAAAAACATTAGAACCTGTAGAATAAACACGCCAAGTAGGAGTAAGTTGA
TCTGCATGAATAGCAACAGGGACTTCTGTGCAGTTAACACCCTGATAAAGAACAG-
CAAC-
CTGGTTAGAAGTATTTGTTCCTGGTGTTATAACACTGACACCACCAAAAGAACATG
GTGTAATGTCAAGAATCTCAAGTGTCTGTGGATCACGGACAGCATCAGTAG-
TGTCAG-
CAATGTCTCTGCCAAATTGTTGGAAAGGCAGAAACTTTTTGTTAGACTCAGTAAGA
ACACCTGTGCCTGTTAAACCATTGAAGTTGAAATTGACACATTTGTTTTTAAC-
CAAATTAG-
TAGACTTTTTAGGTCCACAAACAGTTGCTGGTGCATGTAGAAGTTCAAAAGAAAGT
ACTACTACTCTGTATGGTTGGTAACCAACACCATTAGTGGGTTGGAAAC-
CATATGATTGTAAAGGAAAGTAACAATTAAAACCTTCAACACCATTACAAGGTGTG
CTACCGGCCTGATAGATTTCAGTTGAAATATCTCTCTCAAAAGGTTTGA-
GATTAGACTTCCTAAACAATCTATACAGGTAATTATAATTACCACCAACCTTAGAAT
CAAGATTGTTAGAATTCCAAGCTATAACGCAGCCTGTAAAATCATCTGG-
TAATTTATAATTATAATCAGCAATCTTTCCAGTTTGCCCTGGAGCGATTTGTCTGAC
TTCATCACCTCTAATTACAAATGAATCTGCATAGACATTAGTAAAGCAGA-
GATCATTTAATTTAGTAGGAGACACTCCATAACACTTAAAAGTGGAAAATGATGCG
GAATTATATAGGACAGAATAATCAGCAACACAGTTGCTGAT-
TCTCTTCCTGTTCCAA-
GCATAAACAGATGCAAATCTGGTGGCGTTAAAAACTTCACCAAAAGGGCACAAGT
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TTGTAATATTAGGAAATCTAACAATAGATTCTGTTGGTTGGACTCTAAAGTTA-
GAAGTTTGA-
TAGATTCCTTTTTCTACAGTGAAGGATTTCAACGTACACTTTGTTTCTGAGAGAGG
GTCAAGTGCACAGTCTACAGCATCTGTAATGGTTCCATTTTCATTATATTTTAA-
TAGAAAAGTCCTAGGTTGAAGATAACCCACATAATAAGCTGCAGCACCAGCTGTC
CAACCTGAAGAAGAATCACCAGGAGTCAAATAACTTCTATGTAAA-
GCAAGTAAAGTTT-
GAAACCTAGTGATGTTAATACCTATTGGCAAATCTACCAATGGTTCTAAAGCCGAA
AAACCCTGAGGGAGATCACGCACTAAATTAATAGGCGTGTGCTTA-
GAATATATTTTAAAA-
TAACCATCAATATTCTTAAACACAAATTCCCTAAGATTTTTGAAATTACCCTGTTTTC
CTTCAAGGTCCATAAGAAAAGGCTGAGAGACATATTCAAAAGTGCAATTATTCG-
CACTAGAA-
TAAACTCTGAACTCACTTTCCATCCAACTTTTGTTGTTTTTGTGGTAATAAACACCC
AAAAATGGATCATTACAAAATTGAAATTCACAGACTTTAATAACAACATTAG-
TAGCGTTATTAACAATAAGTAGGGACTGGGTCTTCGAATCTAAAGTAGTACCAAAA
ATCCAGCCTCTTATTATGTTAGACTTCTCAGTGGAAGCAAAATAAACAC-
CATCATTAAATGG-
TAGGACAGGGTTATCAAACCTCTTAGTACCATTGGTCCCAGAGACATGTATAGCAT
GGAACCAAGTAACATTGGAAAAGAAAGGTAAGAACAAGTCCTGAGTT-
GAATGTAAAACTGAG-
GATCTGAAAACTTTGTCAGGGTAATAAACACCACGTGTGAAAGAATTAGTGTATGC
AGGGGGTAATTGAGTTCTGGTTGTAAGATTAACACACTGACTAGAGACTAGTGG-
CAATAAAACAAGAAAAACAAACAT - 3°

Sequenz Spike-Variants in pBluescript Il KS (+):

5- CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTT-
GTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAAT
CAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAG-
TCCAC-
TATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGA
TGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCG-
TAAAGCAC-
TAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGG
CGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAA-
GCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGG-
CAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGC
CGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG-
GAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGG
ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-
GTT-
GTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGG
AGCTCATGCATTCAACTCAGGACTTGTTCTTACCTTTCTTTTCCAATGTTACTT-
GGTTCCATGCTAATGCTATCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGGTTTGATAACCCT
GTCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTTTGCTTCCACTGAGAAGTCTAACATAA-
TAA-
GAGGCTGGATTTTTGGTACTACTTTAGATTCGAAGACCCAGTCCCTACTTATTGTT
AATAACGCTACTAATGTTGTTATTAAAGTCTGTGAATTTCAATTTT-
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GTAATGATCCATTTTT-
GGGTGTTTACCACAACAAAAACAACAAAAGTTGGATGGAAAGTGAGTTCAGAGTTT
ATTCTAGTGCGAATAATTGCACTTTTGAA-
TATGTCATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGG-
TAACAAACCTTGTAATGGTGTTGCAGGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACGATCATA
TAGTTTCCGACCCACTTATGGTGTTGGTCACCAACCATACAGAGTAGTAG-
TACTTTCTTTT-
GAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTACTAATTTGGT
TGCTATGCAAATGGCTTATAGGTTTAATGGTATTGGAGTTACACAGAATGTTCTC-
TATGA-
GAACCAAAAATTGATTGCCAACCAATTTAATAGTGCTATTGGCAAAATTCAAGACT
CACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAACTTCAAGATGTGGTCAAC-
CAAAATGCACAA-
GCTTTAAACACGCTTGTTAAACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATTTCAAGTGTT
TTAAATGATATCCTTGCACGTCTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGTGCAAATTGA-
TAGGTT-
GATCACAGGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAATTACCAGTGC
TCAAAGGAGTCAAATTACATTACACATAAGCGGCCGCTCTAGAACTAGTG-
GATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGA
GGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATT-
GCGCGCTTGGCG-
TAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA
CAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAG-
TGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAA
CCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTT-
GCG-
TATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGG
CTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATAC-
GGTTATCCACAGAATCAGGGGA-
TAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAA
AAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAG-
CATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAA
GATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAA-
GCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGC
CTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTG-
TAGGTATCTCAG-
TTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCA
GCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGG-
TAAGACAC-
GACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTAT
GTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTA-

GAAGGACAG-
TATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAG
CTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAA-
GCAG-

CAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGG
GTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGAT-
TATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAAT
CTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAG-
TGAGGCAC-
CTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTG
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TAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGA-
TACCGCGA-
GACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGG
GCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATT-
GTT-
GCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGC
CATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGG-
TATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCC
ATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTT-
GTCAGAAGTAAGTT-
GGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCA
TGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAAC-
CAAGTCATTCTGAGAA-
TAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCG
CGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAAC-
GTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGAT
GTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCAC-
CAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATA
AGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAA-
GCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAA
ATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC -3

Sequenz Spike-Variants:

S -TTATGTGTAATGTAATTTGACTCCTTTGAGCACTGGTAATTGTTGAGTCACAT-
ATGTCTG-
CAAACTTTGAAGTCTGCCTGTGATCAACCTATCAATTTGCACTTCAGCCTCAACTTT
GTCAAGACGTGCAAGGATATCATTTAAAACACTTGAAATTGCACCAAAATT-
GGAGCTAAGTT-
GTTTAACAAGCGTGTTTAAAGCTTGTGCATTTTGGTTGACCACATCTTGAAGTTTTC
CAAGTGCACTTGCTGTGGAAGAAAGTGAGTCTTGAATTTTGCCAATAGCAC-
TATTAAATT-
GGTTGGCAATCAATTTTTGGTTCTCATAGAGAACATTCTGTGTAACTCCAATACCAT
TAAACCTATAAGCCATTTGCATAGCAACCAAATTAG-
TAGACTTTTTAGGTCCACAAACAGTT-
GCTGGTGCATGTAGAAGTTCAAAAGAAAGTACTACTACTCTGTATGGTTGGTGACC
AACACCATAAGTGGGTCGGAAACTATATGATCG-
TAAAGGAAAGTAACAATTAAAACCTG-
CAACACCATTACAAGGTTTGTTACCGGCCTGATAGATTTCAGTTGAAATGACATAT
TCAAAAGTGCAATTATTCGCACTAGAATAAACTCTGAACTCAC-
TTTCCATCCAACTTTTGTT-
GTTTTTGTTGTGGTAAACACCCAAAAATGGATCATTACAAAATTGAAATTCACAGAC
TTTAATAACAACATTAGTAGCGTTATTAACAA-
TAAGTAGGGACTGGGTCTTCGAATCTAAAGTAGTACCAAAAATCCAGCCTCTTATT
ATGTTAGACTTCTCAGTGGAAGCAAAATAAACACCATCATTAAATGGTAG-
GACAGGGTTATCAAACCTCTTAGTACCATTGGTCCCAGAGATAGCATTAGCATGG
AACCAAGTAACATTGGAAAAGAAAGGTAAGAACAAGTCCTGAGTTGAATGCAT - 37
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Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemal aus veréffentlichten oder nichtverdffentlichten
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