SARS-CoV-2 in rioolwater: Detectie van het virus en de vaccins

Samenvatting

De in Nederland toegepaste vaccins zullen niet in rioolwater worden aangetoond met de huidige
detectiemethode. Het is tevens zeer onwaarschijnlijk dat vaccin vectoren, het genetische materiaal
van de vaccins en de antistoffen die worden aangemaakt na vaccinatie kunnen worden aangetoond
in rioolwater. Van de vaccins die buiten Nederland worden toegepast kunnen de geinactiveerde
virussen wel worden aangetoond als reizigers uit die gebieden, voor zover bekend vooral China,
Bahrein, Egypte en Verenigde Arabische Emiraten, naar Nederland komen. Dergelijke toegepaste
vaccins zullen naar verwachting het gerapporteerde aantal virusdeeltjes nauwelijks beinvioeden
door beperkte migratie en reizen. De invloed van vaccinatie op het gerapporteerde aantal
virusdeeltjes zal naar verwachting wel merkbaar zijn op termijn wanneer steeds meer mensen
gevaccineerd zijn en minder virusdeeltjes zullen circuleren. Dit wordt nader onderzocht.

Effect van vaccinatie op SARS-CoV-2 detectie in rioolwater

De vaccins die in Nederland worden ingezet (Pfizer, Janssen, Moderna, Curevac, Sanofi/GSK en
Oxford-AstraZeneca) bevatten (elementen van) het SARS-CoV-2 spike eiwit (S) of het bijbehorende
gen. Het CDC diagnostische panel *? dat wordt gebruikt voor detectie van SARS-CoV-2 in rioolwater
in Nederland detecteert de aanwezigheid van de genetische code van het SARS-CoV-2 nucleocapside
(N). Aangezien de in Nederland toe te dienen vaccins een ander deel van de SARS-CoV-2 genetische
code bevat dan dat bij detectie in rioolwater wordt aangetoond, zullen de vaccins niet gedetecteerd
worden met de huidige detectiemethode voor SARS-CoV-2 ricolwatersurveillance. Bijlage 2 bevat
meer informatie over het SARS-CoV-2 genoom en bijlage 3 bevat informatie over de stoffen die door
het RIVM worden gebruikt om corona in rioolwater te detecteren.

Buiten Nederland worden vaccins toegepast die geinactiveerde virussen bevatten. Aangezien deze
ook de genetische code van het SARS-CoV-2 nucleocapside (N) bevatten, zou dit type vaccin in het
rioolwater aangetoond kunnen worden als reizigers uit die gebieden, voor zover bekend China,
Bahrein, Egypte en Verenigde Arabische Emiraten? naar Nederland komen. Naar verwachting zullen
de aangetoonde vaccinvirussen het gerapporteerde aantal virusdeeltjes niet significant beinvloeden,
gezien beperkte migratie en reizen.

Door vaccinatie zal op termijn het aantal gerapporteerde virusdeeltjes naar verwachting merkbaar
dalen door afname van het aantal infecties en verminderde virusuitscheiding in feces. Met behulp
van rekenmodellen kan worden onderzocht wat de verwachte impact van vaccinatie op de
verspreiding van het coronavirus en het aantal virusdeeltjes in rioolwater is.

Kunnen SARS-CoV-2 vaccins aangetoond worden in rioolwater?

Detectie genetisch materiaal vaccins

Het is onwaarschijnlijk dat het mRNA van vaccins gebaseerd op het Spike protein na vaccinatie in
uitwerpselen terecht komt en dus in het rioolwater. Dit omdat RNA in vrije vorm in het lichaam niet
intact blijft maar wordt afgebroken®. Het is dus zeer onwaarschijnlijk dat het mRNA intact in feces en
dus rioolwater terecht komt. Daarnaast vervallen mRNA moleculen snel bij kamertemperatuur.
Detectie van de mRNA vaccins via deze weg is dus erg onwaarschijnlijk. Bovendien is de genetische
modificatie van het Spike protein voor vaccins vooralsnog niet openbaar. De werking van mRNA
vaccins wordt getest door de immuunrespons te meten®.

Detectie antistoffen
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Vaccinatie zal een immuunrespons in gang zetten. Als het vaccin voor eenzelfde immuunrespons
zorgt als bij een natuurlijke infectie, dan kan een toename van antistoffen in het bloed verwacht
worden. Aangezien antistoffen in het lichaam al worden afgebroken, kunnen antistoffen niet
worden aangetoond in uitwerpselen. Het is daarom niet mogelijk om antistoffen aan te tonen in
rioolwater®”. Aangezien pre-vaccinatie veel rioolwatersamples opgeslagen zijn, is het mogelijk om
pre- en post-vaccinatie rioolwatermonsters met elkaar te vergelijken. Wel is het zo dat er
gevalideerd moet worden of de eventuele waarden gelijk blijven bij invriezen.

Detectie vectoren

Het aantonen in rioolwater van de vectoren die het mRNA van het Spike protein dragen is niet
aannemelijk. Als we ons beperken tot de bedrijven waar Nederland een contract mee heeft, gaat het
om een lipid nanoparticles (LNP)-capsule en een adenovirus vector. BEVS worden buiten
beschouwing gelaten vanwege de relevantie van dit vaccin. Deze is namelijk in fase-l/Il en fase-llb is
uitgesteld tot februari 2021' vanwege onvoldoende immuunrespons op het vaccin. Verwachting is
dat het vaccin zeker tot eind 2021 nog niet beschikbaar is® .

De adenovirussen zijn non-replicating®’. De virussen vermenigvuldigen zich dus niet in het menselijk
lichaam wat inhoud dat het onwaarschijnlijk is dat de oorspronkelijk toegediende aantallen
virusvector in de ontlasting terechtkomen. Een uitgebreide inventory naar shedding van
virusvectoren laat zien dat bij intramusculaire toediening van replication-deficient
adenovirusvoctoren deze niet in de ontlasting terecht komen®**®. Bij een aantal studies wordt het
virus wel gedetecteerd in de ontlasting/urine, maar hier gaat het om een (zes maal herhaalde)
intratumorale injectie van o.a. de prostaat en de slokdarm®?*, Aangezien het bij de SARS-SoV-2
vaccinaties om een intramusculaire injectie gaat lijkt dit niet aan de orde en zal dit geen weg zijn tot
aantonen van het vaccin in afvalwater.

De LNP-capsules worden afgebroken in het lichaam!®, waardoor deze niet in feces of rioolwater
terechtkomen.

Welke COVID-19 vaccins zijn er?

Toepassing in Nederland

De vaccins van de bedrijven waarmee Nederland een contract heeft'! (zie tabel 1) zijn gebaseerd op
het Spike (S) protein van het SARS-CoV-2. Drie hiervan hebben als vector een LNP-capsuled mRNA,
twee een non-replicating adenovirusvector welke codeert voor het Spike protein. De laatste is
gebaseerd op een baculovirus expression vector system (BEVS) met een DNA sequentie welke
codeert voor het Spike protein (Sanofi)**®. Deze is echter nog in fase-1/Il en fase-lIb is uitgesteld tot
februari 2021 vanwege onvoldoende immuunrespons op het vaccin. Verwachting is dat het vaccin
zeker tot eind 2021 nog niet beschikbaar is®.

Toepassing buiten Nederland

Ook buiten de door Nederland gecontracteerde vaccins, maken de meeste vaccins in ontwikkeling
enkel gebruik van het SARS-CoV2 Spike (S) protein. Enkele vaccins maken gebruik van een klassieke
vaccinplatforms en maken gebruik van geinactiveerd virus'®. Ook zijn er studies waaruit blijkt dat het
nucleocapside van SARS-CoV-2 een geschikt target voor een vaccin is*’*%**°, Daarmee kan verwacht
worden dat er vaccin kandidaten ontwikkeld gaan worden die specifiek de genetische code van het
SARS-CoV-2 nucleocapside bevatten.

Bijlage 1 bevat een overzicht van de wereldwijde corona vaccin koplopers, de door Nederland
bestelde vaccins en Microbiologische informatie over de vaccins.
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Tabel 1: Vaccinontwikkelaars waar Nederland een contract mee heeft (d.d 20-11-2020)

CureVac CVnCoV SARS-CoV-2 Spike (S) | LNP-capsuled (mRNA)
protein

Moderna/NIAID mRNA-1273 SARS-CoV-2 Spike (S) | LNP-capsuled (mRNA)
protein

BioNTech/Pfizer BNT162b2 SARS-CoV-2 Spike (S) | LNP-capsuled (mRNA)

protein

Janssen Pharmaceutical
Companies

Ad.26.COV2.S/INJ-
78436735

SARS-CoV-2 Spike (S)
protein

Human adenovirus type 26

University of Oxford +
Astrazeneca

AZD1222 /
ChAdOx1 nCoV-19

SARS-CoV-2 Spike (S)
protein

Chimpanzee  adenovirus
vaccine vector (ChAdOx1)

Sanofi

Not yet revealed

SARS-CoV-2 Spike (S)
protein

Baculovirus expression

vector system (BEVS)
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Bijlagen
1. Sars-CoV-2 Vaccins

Corona vaccin koplopers (in ontwikkeling)

Table 1: Leading vaccines (08/01/2021)°

Developer Type Phase | Status
BE | pfizer-BioNTech mRNA 2-3 Approved in Canada, Switzerland, and other
- . :
countries. Emergency use in E.U., U.S. and other
countries.
Moderna mRNA 3 Approved in Canada, Emergency use in U.S,, E.U,,
Israel

CanSino

Adenovirus | 3

Limited use in China.

Adenovirus | 3

Early use in Russia.
Emergency use in Belarus, Argentina.

[=]
[+ ]
L Gamaleya
=]

Johnson & Johnson

Adenovirus | 3

i
: Oxford-AstraZeneca | Adenovirus | 2-3 Emergency use in Britain, India, Argentina.
Novavax Protein 3
Vector Institute Protein 3 Early use in Russia.

Sinopharm-Beijing

Inactivated 3

Approved in China, U.A.E., Bahrain..
Emergency use in Egypt.

Inactivated 3

Limited use in China, U.A.E.

=
Ea
B8 | sinopharm-Wuhan
B

Sinovac

Inactivated

w

Limited use in China.

== | Bharat Biotech

Inactivated 3

Emergency use in India.

Door Nederland bestelde vaccins:

Tabel 2: Overzicht kandidaat-vaccins (“Strategieén voor COVID-19-vaccinatie” rapport van de gezondheidsraad, dd 30

november)*
Vaccins Type Verwacht Aantal doses
g:::q of Vectorvaccin  Voorjaar 2021 11,7 mijoen (mogelfk + 3,3 extra)
e | % mwmm T
Janssen Vectorvacoin Voor@ar 2021 ; ;B'ﬂ'ﬂ:}xﬂ (mogelix 2 keer)
|G mwmm I
= A,
PastieunGSK
TruReueIeee
Modema g:mm-o-\(nnguulzup
m
CureVac RNA-vaccin ~ Zomer 2021 1' ; 1r.m|pm (mogelijk ¢ 7 extra)
\ mEmmm
BioNTechiPizer RNAvaccn  yosraar 2021 : 1..5 :mp:n'(n:op# 430 axira)
Y memm
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Microbiologische informatie over de vaccins

Pfizer
BNT162b2, a lipid nanoparticle— formulated, nucleoside-modified RNA (modRNA) encoding the SARS-
CoV-2 full-length spike, modified by two proline mutations to lock it in the prefusion conformation.?*

Oxford-AstraZeneca

The ChAdOx1 nCoV-19 vaccine (AZD1222) consists of the replication-deficient simian adenovirus
vector ChAdOx1, containing the full-length structural surface glycoprotein (spike protein) of SARS-
CoV-2, with a tissue plasminogen activator leader sequence. ChAdOx1 nCoV-19 expresses a codon-
optimised coding sequence for the spike protein (GenBank accession number MN908947).%

Janssen (Johnson&Johnson)
Ad26.COV2.5, a non replicating adenovirus 26 based vector expressing the stabilized pre-fusion spike
(S) protein of SARS-CoV-2.%

Moderna

The mRNA-1273 vaccine candidate, manufactured by Moderna, encodes the S-2P antigen, consisting
of the SARS-CoV-2 glycoprotein with a transmembrane anchor and an intact S1-S2 cleavage site. S-
2P is stabilized in its prefusion conformation by two consecutive proline substitutions at amino acid
positions 986 and 987, at the top of the central helix in the 52 subunit. The lipid nanoparticle capsule
composed of four lipids was formulated in a fixed ratio of mRNA and lipid.**

Information on mRNA-1273 COVID-19 VACCINE, including genetic codes can be found.
https://www.modernatx.com/patents®.

Curevac

For CVnCoV RNActive® technology platform was applied. CVnCoV consists of nonchemically
modified mRNA encoding full-length S protein, encapsulated in LNP. The coded S protein includes
two proline mutations (S-2P) %5,%’

Sanofi Pasteur/GSK

CoVLP-adjuvanted is a recombinant protein adjuvanted vaccine. Virus like particles are coated with
SARSCoV2 protein. The virus spike protein antigen is presented as protein particles without genetic
materials, adjuvanted to enhance immune response.

Sinovac

CoronaVac (Sinovac Life Sciences, Beijing, China) is an inactivated vaccine candidate against COVID-
19 that has shown good immunogenicity in mice, rats, and non-human primates with vaccine-
induced neutralising antibodies to SARS-CoV-2, which could neutralise ten representative strains of
SARS-CoV-2.% It is based on 11 samples that contained SARS-CoV-2 strains that are widely scattered
on the phylogenic tree constructed from all available sequences, representing to some extent
circulating SARS-CoV-2 populations. Strain CN2 was chosen to develop a purified inactivated SARS-
CoV-2 virus vaccine, PiCoVacc, and another 10 strains, CN1, CN3 to CN5, and OS1 to OS6, as
preclinical challenge strains. The CN1 and OS1 strains are closely related to 2019-nCoV-BetaCoV
Wuhan/ WIV04/2019 and EPI_ISL_412973, respectively, which have been reported to cause severe
clinical symptoms, including respiratory failure requiring mechanical ventilation.?

Sinopharm Beijing
The HBO2 strain was used for the development of the inactivated SARS-CoV-2 vaccine (BBIBP-CorV)*®

Tabel 3: Eigenschappen van door Nederland bestelde vaccins.



COVID-19 Vaccine Adminis
developer/manufacturer Vaccine platform Type of candidate vaccine | tration
University of Oxford/AstraZeneca Non-Replicating ChAdOx1-S IM

Viral Vector
Janssen Pharmaceutical Companies | Non-Replicating Adenovirus Type 26 vector | IM

Viral Vector
Moderna/NIAID RNA LNP-encapsulated mRNA IM
BioNTech/Fosun Pharma/Pfizer RNA 3 LNP-mRNAs IM
Curevac RNA mRNA IM
Sanofi Pasteur/GSK Protein Subunit S protein (baculovirus IM

production)

1370885



2. Publicaties over het SARS-CoV-2 genoom

Afsane Bahrami & Gordon A Ferns et al., Genetic and pathogenic characterization of SARS-CoV-2:
a review, https://doi.org/10.2217/fvl-2020-0129
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Figure 2. Genome organization of coronaviruses and spike protein.

(A) The coronavirus structure including the 5-UTR, ORF 1a/b, structural proteins including S, E,
membrane (M) and nucleocapsid (N) glycoproteins as well as several accessory proteins (such as orf
3, 6, 7a, 7b, 8 and 9b) and the 3'-UTR. (B) Comparison of the S proteins of SARS-CoV, MERS-CoV and
SARS-CoV-2. SP, receptor-binding domain, FP, HR1/2 and TD.

3'-UTR: 3"-untranslated region; 5'-UTR: 5"-untranslated region; COVID-19: Coronavirus disease 2019;
E: Envelope; FP: Fusion peptide; HR1/2: Heptad repeat 1/2 MERS-CoV: Middle East respiratory
syndrome-coronavirus; ORF: Open reading frame; S: Spike; SARS-CoV: Severe acute respiratory
syndrome-coronavirus; SP: Signal peptide; TD: Transmembrane domain.
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Gordon, D.E., Jang, G.M., Bouhaddou, M. et al. A SARS-CoV-2 protein interaction map reveals

targets for drug repurposing. Nature 583, 459-468 (2020).“
B2
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a, SARS-CoV-2 genome annotation. The colour intensity is proportional to the protein sequence
similarity with SARS-CoV homologues (when homologues exist). n = 4 structural proteins; n=16
NSPs; n=9 accessory factors.b, Experimental workflow for AP-MS studies. MS, mass
spectrometry; PPI, protein—protein interaction.

Sequence analysis of SARS-CoV-2 isolates suggests that the 30-kb genome encodes as many as 14
open-reading frames (ORFs). ORFla and ORFlab encode polyproteins, which are auto-proteolytically
processed into 16 non-structural proteins (NSP1-NSP16) that form the replicase— transcriptase
complex (Fig. 1a). The replicase—transcriptase complex consists of multiple enzymes, including the
papain-like protease (NSP3), the main protease (NSP5), the NSP7—-NSP8 primase complex, the
primary RNA-dependent RNA polymerase (NSP12), a helicase— triphosphatase (NSP13), an
exoribonuclease (NSP14), an endonuclease (NSP15) and N7- and 2'O-methyltransferases (NSP10 and
NSP16)1,12,13. At the 3’ end of the viral genome, as many as 13 ORFs are expressed from 9
predicted sub-genomic RNAs. These include four structural proteins: spike (S), envelope (E),
membrane (M) and nucleocapsid (N)13, and nine putative accessory factors1,12 (Fig. 1a). The SARS-
CoV-2 genome is very similar to SARS-CoV.



3. Genetische informatie over het CDC SARS-CoV-2 detectie panel*?

Three primer-probe mixes for:
e 2019-nCoV_N1: targets virus nucleocapsid (N) gene for specific detection of SARS-CoV-2
e 2019-nCoV_N2: targets virus nucleocapsid (N) gene for specific detection of SARS-CoV-2

¢ RP: targets human RNase P gene for detection of human nucleic acids; control for sample
integrity

2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time rRT-PCR Panel Primer and Probes

Label Name Description Oligonucleotide Sequence (5'>3") Final Conc.

ARt | Pomad Peis GAC CCC AAA ATC AGC GAA AT None 500 nM
- gﬂfz‘i_R -y i TCT GGT TAC TGC CAG TTG AAT CTG None 500 M
nCESi?I_LP 2019’:;:1°Cb0e\l_N1 FAM-ACC CCG CAT TAC GTT TGG TGG ACC-BHQ1 FAM, BHQ-1 125 nM
nc§3f31 - 20195:‘23;"7”1 FAM-ACC CCG CAT /ZEN/ TAC GTT TGG TGG ACC-3IABKFQ ?ﬁlbﬁﬁ&" 125 nM
. ciﬂf?{” iy TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA Nane 500 nM
ncg\SfZi-R éii:r':ecg‘r‘&“z GCG CGA CAT TCC GAA GAA None 500 nM
ncf;\?fi:.zm 20195?;?: - FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGC TTC AG-BHQ1 FAM,BHQ-1 [ 125 nM
nCESi?{}P 2019;:';:;):_'\'2 FAM-ACA ATT TGC /ZEN/ CCC CAG CGC TTC AG-3IABKFQ F?I’:’B;EEC’:’ 125 nM
RP-F For::r‘;‘ff,:m - AGA TTT GGA CCT GCG AGC G None 500 nM
RP-R i Vi:ff,rf’m - GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT None 500 nM
RP-P RNase P Probe FAM - TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG - BHQ-1 FAM, BHQ-1 [ 1250nM
RP-P RNew F Probe FAM-TTC TGA CCT /ZEN/ GAA GGC TCT GCG CG-31ABKFQ F;‘I’:biﬁg' 125 nM
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