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What is WBE

Wastewater
Based
Epidemiology

2 Ansätze
- qPCR (oder ddPCR)
- Sequenzierung

Abwasser
basierte
Epidemiologie



Von Abwasser zu SARS-CoV-2 Varianten
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PEG-NaCl

3x35 ml

Nanotraps

1x50 ml

Filtration

2x100 ml

AnniPath
DANA/RNA kit 

InnuPrep - Jena

Power 
Microbiome kit

Qiagen

Target-specific 
libraries
Nimagen
Illumina
Artic

Illumina
Miseq V2

2x150 bp

24 h Mixed 
Samples

1-2 L

Extraktion Sequenzierung/Quantifizierung AnalyseProbennahme / Pre-processing

qPCR
SARS-CoV-2 n1-2; PMMoV; BRSV

Controls and 
spike-ins

BRSV, IC, 
s-SARS-CoV-2 

Nanopore

GridION

Kraiselburd et al, STOTEN, 2023



Routine Überwachung
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Quelle:
RKI 



Abwasser sagt Trends vorher
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adapted from: Ho, et al Water Research 2022

~16 Tage Vorhersage



Sequenzierung erlaubt Variantenerkennung
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Kraiselburd et al, STOTEN, 2023

b) Mutationen pro Gena) Vergleich gefundener

Mutationen

c) Individuelle mutation

(e.g. S:L452R: T-G at 22917) 

Zusammen mit letzter Folie: wir sehen 

neue Varianten vorab im Abwasser



WBEready – technische Verbesserungen und ÖGD Einbindung

7WBEready: DOI: 10.1055/s-0044-1781837

• SARS-CoV-2 Pandemie
• Abwassermonitoring

• 03/2021 EU Mandat 
• ESI-CorA (2022/23)
• AMELAG 
• WBEready

• VirenKit
• AMRKit

• K.A.R.L (11/2024)
- qPCR primer 

• SARS, RSV A/B, Influenza A/B
• AMR

- Evaluierung von qPCR vs. 16s vs. Shotgun
- ÖGD Anbindung

WBEready Besuch beim BMG



WW Surveillance: >150 Metagenome aus Abwasser im nördlichen Ruhrgebiet
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Anzahl AMR

Basenpaare 2.5 x 10^11 -

Reads 17 x 10^9 14 x 10^7

Contigs 88 x 10^7 0.05 - 0.187% 

Bins 25.000 -

MAGs 7000 -

• 50.000 - 183.000 Contigs enthalten Resistenzgene
• Proben enthalten 375 - 880 verschiedene Resistenzgene
• Ohne Bias, keine Vorauswahl der Zielgene oder Organismen (“Discovery”)

Welling et al, in preparation
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Beispiel: Monitoring Stadt Monheim, Kreis Mettmann

§ Zeitraum: 19. August – 23. September
§ ~45,000 Einwohner
§ Kleine Mittelstadt
§ 2305 Hektar Fläche
§ 50/50 Bebauung und Landwirtschaft
§ Trennung Regenwasser
§ jeweils eine Probe pro Woche (24h 

Mischprobe)

§ Meldungen im Zeitraum im Kreis
• 23 Covid-19 PatientInnen
• 2 MRE (Enterobacterales) PatientInnen
• 1 Klebsiella Pneumoniae bestimmt
• Resistenzen nur für einen Fall bestimmt

Kraiselburd I. , Susenburger R., el al, in preparation

• Kreis Mettmann:
• Frau Dr. Susenburger
• Herr A. Triebs
• ..



Vergleich 4 unterschiedlicher Verfahren
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16S: 
• Illumina MiSeq
• 86k-107k Sequenzen

Shotgun Metagenom:
• Illumina NextSeq 2000
• 208 – 225 Millionen Sequenzen
• ~0.1% humane Sequenzen

qPCR: 6 Zeitpunkte
• AMR
• mPOX
• Masern
• SARS-CoV-2
• RSV A/B
• Influenza A/B

WBEready AMR kit

WBEready Virus

Infektionsschutzgesetz § 7 
• Meldepflichtige Nachweise von 

Krankheitserregern



Keine Korrelation für qPCR von SARS-CoV-2 und gemeldeten Fällen
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- SARS-CoV-2 gefunden
- keine Korrelation mit Meldungen
- nicht normalisiert

(WBEready Viren Kit)
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qPCR für Viren liefert Überraschungen
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A) qPCR results measles B) qPCR results mPOX

- Gefunden:
- Masern
- mPOX
- HPV und EBV 

- Nicht Gefunden:
- Influenza A/B
- RSV A/B
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qPCR für Antibiotikaresistenzgene

- OXA-48 ist relativ überraschend, eher KH
- keine Information über Spezies
- keine Information für Behandlung (neue Resistenz in Organismus X) 
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16S Sequenzierung für ESKAPE Pathogene
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• zeigt gemeldete Klebsiellen
• Daten auf Genus Ebene
• keine Staphylokokken?
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Shotgun Metagenomik für ESKAPE Pathogene
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• Trend ist ähnlich
• auf Spezies Ebene
• Staphylokokken sind präsent



Beifang: Clamydia trachomatis
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- STI gefunden
- ogligat pathogen
- niedrige Abundanz aber eindeutig



Beifang: Mycobacterium tuberculosis 
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- Mycobacterium tuberculosis gefunden
- obligat pathogen
- meldepflichtig und beunruhigend
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Resistenzgene mittels Shotgun Metagenomik

18

- NDM + IMP fehlen wieder
- ErmB + sul1 sind relativ häufig
- Tremds bestätigt
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Viele Spezies mit Resistenzen gefunden
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reads mapped on 
ARGs

%reads mapped on 
ARGs #ARGs

#different 
ARGs

220,952 0.10% 221 163
267,675 0.13% 229 165
236,029 0.11% 243 175
153,196 0.09% 84 69
109,615 0.08% 182 149
150,358 0.10% 203 153

- weniger ARGs als Durchschnitt
- ~0.1% aller Sequenzen sind ARGs
- aufwändige Analyse



Zu viele Spezies + AMR um es anzuzeigen
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…..

- Ausschnitt dargestellt
- viele ARGs in vielen Spezies
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MAGs mit Resistenzen aus der WHO Liste

§ MAG = metagenome assembled 
genome; pseudo-klonales Genom

§ Erlaubt bessere Betrachtung
§ Nur abundante Spezies in MAGs

WHO group taxonomy resistance 20.08.2024 26.08.2024 02.09.2024 09.09.2024 16.09.2024 23.09.2024

critical o__Enterobacterales cephalosporin 3 5 4 0 2 1
o__Enterobacterales carbapenem 3 3 4 0 1 1

high

g__Salmonella fluoroquinolone 2 3 3 0 0 0
g__Shigella fluoroquinolone 3 3 3 0 0 0

s__Pseudomonas aeruginosa carbapenem 0 0 0 0 0 1
s__Neisseria gonorrhoeae fluoroquinolone 0 0 0 0 0 0

• Reduktion der Komplexität
• 45 MAGs mit ARGs gefunden
• 2 von 4 WHO “critical” Erregern
• 4 von 7 WHO “high” Erregern

Technisches Problem



22

Klebsiella pneumoniae mit Carbapenemase gefunden

§ Klebsiella Pneumoniae mit Carbapenem Resistenz
gefunden

§ Jeweils 1 Stamm aus den 6 Wochen ist sehr ähnlich
§ Fund früher als Meldung nach IfSG

• Genotypen aus MAG rekonstruierbar
• Phylogenetische Analyse möglich
• ”Aufblühen” erkennbar
• dienen als Referenzen

Daten der ersten drei Wochen



Zusammenfasssung
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§ Funde sind deutlich früher als
Meldungen

§ Nur qPCR kommt ohne Informatik aus

§ Offene Fragen
• Welche ”Signalstärke” ist relevant?
• Vergleich zu kulturbasierten Ansätzen
• Wie soll der ÖGD damit umgehen?
• Datenfluß zu KH Hygiene 

• KI-Modelle als Frühwarnsystem?
• Vorhersagehorizont

§ alle gemeldeten Viren und Bakterien
gefunden und mehr

§ qPCR
• sehr informativ für Viren
• weniger informativ für Resistenz

§ 16S zeigt Trends 

§ Metagenom zeigt
• Resistenzen und Spezies
• “Neue” Spezies
• Genotypen, ermöglicht Vergleich



24

- Susanne Moebus
- Dennis Schmiege

- Jens Schoth
- Tina Schmidt

- Ulf Dittmer 
- Mirko Trilling
- Khanh Le-Trilling

The Partners

- Jan Buer
- Jan Kehrmann
- Evelyn Heintschel von Heinegg

- Torsten Schmidt
- Alex Probst

- Alexander Mellmann
- Frieder Schaumburg

- Dag Harmsen

-Frank-Andreas Weber - Marek Widera
- Alexander Wilhelm

- Volker Linnemann

The Team

- Ryan Aydelott
- Miriam Balzer
- Katharina Block
- Leah Consten
- Adrian Dörr
- Ann-Kathrin Dörr
- Jule Gosch
- Ivana Kraiselburd
- Simon Magin

- Shivohum Nishad
- Ricarda Schmithausen
- Alexander Thomas
- Julian Welling
- Josefa Welling

- Robert Heyer

- Christin Seifert
- Jörg Schlötterer

- Ricarda Schmithausen
- Richard Egelkamp



2
5



26



AMR- Surveillance in Abwasser: verfügbare Technologien
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Technology phenotype genotype taxonomy established cost sensitivity discovery

Kultur + - +/- +++ $ + +/-

q/dPCR - - - + $ ++ -

epicPCR - + + +/- $ ++ -

Metagenomik - ++ ++ + $$$ - ++

Ø Präsenz von AMR-Genen in spezifischen Organismen => klinisch/ÖGD relevante Information
- epicPCR kombiniert Sensitivität, taxonomische Informationen und Genotyp und ermöglicht die Entdeckung 

neuer AMR-Pathogen-Kombinationen
- Metagenomik ermöglicht die Entdeckung neuer AMR Genotype (Mutationen/Varianten), aber nur bei 

(relativ) abundanten Organismen
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Unerwartete Funde: Corynebacterium diphtheriae in ALLEN Metagenomen gefunden

• Nach Frage aus GA: Suche nach C. diphtheriae in >150 Shotgun-Metagenomen aus KA im Nord-NRW

• alle Metagenome sind positiv für Diphtherie (geringe Abundanz) => wichtig für ÖGD und Krankenhäuser

• Diphterie aufgrund sehr niedriger Inzidenz in der Routine oft übersehen (Zitat Kliniker)

• Deutschlandweit 2021-> 2022/3 Anstieg um 750%

Genomabdeckung in einem Metagenom Diphtherie in geringer Abundanz

• Tox Gen nicht detektierbar
• Software: minimap2; Li 2018 • ~4000 taxa

• Software: Kaiju, Menzel 2016
� PCR erforderlich

Block … Kraiselburd, in preparation



KI: Modell ermöglicht Frühwarnsystem 
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Erkennung von ungewöhnlichen Variationen bei der Routine-Surveillance von 
Bakterien im Abwasser durch LSTM-Modell

• Modelltraining mit Zeitseriendaten
• Längere Serien verbessern Vorhersage

• Frühwarnsystem für den ÖGD?
• verstärkte Surveillance bei Abweichungen

• Fokus auf Pathogene
Vorhersageinterval für ein Pathogen

Doerr, et al, Scientific Reports, 2025


