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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Seit Meldung der ersten Infektionen mit dem neuartigen ,Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2“ (SARS-CoV-2) im Dezember 2019 in
Wuhan, Provinz Hubei, Volksrepublik China, hat sich das Virus auf der ganzen
Welt verbreitet. Am 11. Marz 2020 erklarte die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) den Ausbruch zu einer Pandemie.! Bis zum 01. Oktober 2022 wurden
weltweit 615.656.604 bestatigte Infektionen und 6.529.686 Todesfalle registriert.?
In Deutschland hat sich das Infektionsgeschehen seit dem ersten bestatigten Fall
am 28. Januar 2020 in Wellen weiterentwickelt.> Bis zum 01. Oktober 2022
wurden 33.426.264 bestatigte Infektionen und 152.537 Todesfalle in Deutschland
registriert.

Die Infektion betrifft Menschen jeden Geschlechts und jeder Altersgruppe.® Auch
Kinder jeden Alters konnen sich infizieren und das Virus verbreiten.#° In den
meisten Landern ist die Inzidenz in der Altersgruppe zwischen 20 und 59 Jahren
am hdchsten.® In Deutschland zeigten sich im ersten Quartal des Jahres 2020
die hdochsten altersspezifischen Inzidenzraten zunachst bei Uber 80-Jahrigen.
Erst in spateren Stadien wurden hohere Inzidenzen auch bei jingeren Menschen

beobachtet.36

1.2 SARS-CoV-2

1.2.1 Viruscharakteristika

Das Virus SARS-CoV-2 gehort zur Familie Coronaviridae, deren Unterfamilie
Coronavirinae sich in vier Gattungen gliedert: alpha-, beta-, gamma- und delta-
Coronaviren.” Wahrend gamma- und delta-Coronaviren Vogelpathogene sind,
infizieren Vertreter der alpha- und beta-Gattungen auch Saugetiere. Mittlerweile
wurden darunter sieben humanpathogene Coronaviren identifiziert. Dazu
gehoren die endemischen humanen Coronaviren (HCoV) HCoV-NL63 und
HCoV-229E (alpha-Coronaviren), sowie HCoV-OC43 und HCoV-HKU1 (beta-
Coronaviren). Diese Viren verursachen klassische Erkaltungssymptome durch
Infektion der oberen und unteren Atemwege.”® Neuere HCoV sind ,Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus® (SARS-CoV) bzw. ,Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus® (MERS-CoV), die beginnend im Jahr 2002 bzw. 2012
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Pandemien mit hoher Fallsterblichkeit verursacht haben.” Auch SARS-CoV-2

gehort zur Gattung der beta-Coronaviren.’

SARS-CoV-2 ist wie alle Coronaviren behtllt und das Virusgenom besteht aus
einzelstrangiger Ribonukleinsdure (RNA).” Das Oberflachenprotein Spike (S-
Protein) ist Vermittler fur das Eindringen von SARS-CoV-2 in die Wirtszelle, da
es den Rezeptor der Wirtszelle, das Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE-2)
bindet.®° Die Vermehrung des Virus innerhalb der Wirtszelle wird ermoglicht.
AuRerdem ist das S-Protein Ziel von neutralisierenden Antikérpern.® Da sich die
Viruspopulationen bei RNA-Viren im Allgemeinen schnell verandern, kdnnen
Mutationen dieses Proteins die Entstehung von neuen SARS-CoV-2-Genotypen
verursachen. Diese lassen sich mitunter durch eine andere Ubertragbarkeit und
Pathogenitat charakterisieren als die Vorganger-Genotypen.

Das Robert-Koch-Institut stuft solche Genotypen als besorgniserregende
Varianten (,variants of concern®, VOC) ein, wenn Grund zu der Annahme besteht,
dass diese zu hoherer Infektiositat, einem schwereren Krankheitsverlauf fuhren
oder immunevasive Eigenschaften aufweisen.°

Ein Beispiel fur die Entstehung einer Variante mit einer erhdhten Ubertragbarkeit
ist die sogenannte B.1.1.7- oder Alpha-Variante, die sich 2020 zunachst in
GroRbritannien zunehmend verbreitet hat."" Weitere als VOC eingestufte
Mutationen sind die B.1.351-, oder Beta-Variante, sowie die P1-, oder Gamma-
Variante. Seit Mai 2021 wird zu dieser Liste auch die VOC B.1.617.2- oder Delta-
Variante hinzugezahlt, deren Merkmale speziell mit einer abgeschwachten
korpereigenen Immunreaktion auf eine Infektion verbunden werden.'? Seit dem
Jahreswechsel 2021/2022 dominiert in Deutschland die B.1.1.529-, oder

Omikron-Variante.°

Wahrend der Durchfihrung der in der vorliegenden Arbeit behandelten Studie
war der Genotyp des ursprunglichen SARS-CoV-2-Isolates aus Wuhan bereits
durch eine Punktmutation des S-Proteins verdrangt.®® Diese Punktmutation
(D614G) wird im Rahmen dieser Arbeit als Vorganger-Mutation bezeichnet, da
sie vorherrschend war, bevor die VOC sich verbreitet haben.?¢ Sofern nicht
anders bezeichnet, geht es in dieser Arbeit um Infektionen mit SARS-CoV-2-

Genotypen mit Vorganger-Mutation.
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1.2.2 Transmission

Die Ubertragung von SARS-CoV-2 erfolgt vor allem via Tropfchen, die beim
Sprechen, Niesen und Husten ausgestoRen werden, sowie via Aerosole.? Dabei
ist die Nahe zur infizierten Person, die Symptomauspragung derer sowie die
Dauer des Kontakts mafgeblich.®2 AuRerdem kann das Virus wie bei anderen
respiratorischen Viren ebenfalls Uber die fakal-orale Route Uubertragen
werden. 314 Weitere, in der Bedeutung untergeordnete Ubertragungswege sind
der Kontakt mit kontaminierten Oberflachen und die vertikale Ubertragung einer
infizierten Mutter auf inr ungeborenes Kind.®

Die Ansteckungsfahigkeit bei Symptombeginn gilt als am groften. Dabei ist die
Kontagidsitat bei Personen mit leichter Auspragung der Erkrankung geringer als
bei schwer erkrankten Patienten.’”® Zu beachten ist jedoch, dass auch
asymptomatische Personen eine Infektionsgefahr darstellen.'®'® Dieser
Transmissionsart werden mitunter bis zu 45% aller Infektionen zugeordnet.®'” Zu
unterscheiden ist die Ubertragung durch Personen, die asymptomatisch bleiben
von der Ubertragung durch Personen, die im weiteren Verlauf Symptome
entwickeln. Diese sogenannte prasymptomatische Ubertragung ist aufgrund
uneinheitlicher Definitionen zum Symptombeginn schwierig zu beziffern; es wird
mitunter jedoch ein Anteil von 48% bis 77% angenommen.'®

Die Inkubationszeit betragt im Durchschnitt 5 bis 6 Tage bei einer Spanne von 2
bis 14 Tagen.®

1.2.3 Nachweismethoden

Der Goldstandard zum Nachweis einer Infektion mit SARS-CoV-2 ist die
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) aus
respiratorischem Material. Dieses kann unter anderem durch einen naso- bzw.
oropharyngealen Abstrich, eine bronchioalveolare Lavage oder eine
Sputumprobe gewonnen werden.'®

Diese Nachweisformen sind jedoch eine wichtige Ursache fir Testengpasse,
setzt die Interaktion mit medizinischem Personal voraus und stellt somit ein
Risiko fiir nosokomiale Infektionen dar.’® Da die Materialgewinnung mit
Aerosolbildung einhergehen kann, ist zudem von einer potenziellen Gefahrdung
des medizinischen Personals auszugehen. Zusatzlich bedarf es der Verwendung

von Schutzausrlstung, auch ,Personal Protective Equipment* (PPE).20-2"
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Daher gilt es, alternative  Nachweismethoden zu  explorieren.
Wangenschleimhautabstriche sowie Speichelproben wurden vielfach als
vertraglichere Entnahmemethode als die derzeit empfohlenen naso- bzw.
oropharyngealen Abstriche untersucht.??

Es konnte demonstriert werden, dass Speichel eine zuverlassige diagnostische
Probe fir den Nachweis einer Infektion mit SARS-CoV-2 mit mindestens
ahnlicher Sensitivitat wie naso- bzw. oropharyngealen Abstriche ist.!%23
Verschiedene  Studien  konnten aullerdem zeigen, dass speziell
Wangenschleimhautabstriche zur Detektion von SARS-CoV-2 nutzbar sind und
eine Alternative zu naso- bzw. oropharyngealen Abstrichen darstellen.?!242% Die
Nachweisbarkeit in Wangenschleimhautabstrichen endete in einer Kohorte aus
Singapur mit dem achten Tag nach Symptombeginn.?’ Damit ist das
diagnostische Fenster deutlich kleiner als bei der Verwendung von naso- bzw.
oropharyngealen Abstrichen, fir welche Wu et al. eine Nachweisbarkeit von
durchschnittlich 16,7 Tagen festgestellt haben.?®

Vielversprechend ist vor allem die grof3ere Praktikabilitat als Screeningmethode
in Situationen von Ressourcenknappheit.?! Hinzu kommt die mdgliche
Verwendung bei schwieriger Durchfuhrbarkeit eines naso- bzw. oropharyngealen
Abstriches, wie z.B. bei Kindern.?> Allerdings haben Kam et al. in ihren
Untersuchungen herausgearbeitet, dass eine niedrigere Testsensitivitat im
Vergleich mit einem naso- bzw. oropharyngealen Abstrich beachtet werden

muss.?’

Der Wirtsrezeptor flir SARS-CoV-2, der ACE-2-Rezeptor, ist neben
respiratorischen auch auf gastrointestinalen Epithelien zu finden und lebende
Virusbestandteile konnten in Stuhlproben nachgewiesen werden.?”2® Von Li et
al. wurde ein Fall beschrieben, in dem eine Infektion ausschliel3lich mittels
Analschleimhautabstrich detektiert werden konnte.?” Daher werden auch
Stuhlproben als Nachweismaterial herangezogen. Studien haben gezeigt, dass
die Ausscheidung von Viruspartikeln in fakalem Material durchschnittlich langer
nachweisbar ist als in respiratorischem Material (durchschnittlich 16,7 bzw.
durchschnittlich 27,9 Tage).'®?¢ Bemerkenswert ist dabei, dass weder
gastrointestinale Symptome noch Krankheitsschwere mit einer langeren

gastrointestinalen Ausscheidung assoziiert waren.?® Weitere Untersuchungen
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lassen darauf schlielen, dass mit gastrointestinalem Material haufig bereits
abgelaufene Infektionen detektiert werden und eine verlangerte gastrointestinale
Ausscheidung nicht zwangslaufig auf eine langere Infektiositat hindeutet.?® Xu et
al. folgern daher, dass sich der Analschleimhautabstrich als Werkzeug zur
Uberwachung sowie Bewertung von Infektionsverlauf und Therapieerfolg eignen

kdénnte.!3

1.3 COVID-19

1.3.1 Symptome, Krankheitsverlauf und Risikofaktoren

Eine Infektion mit SARS-CoV-2 kann ein breites Spektrum von
asymptomatischen Fallen, milden bis schweren Symptomen sowie kritischen
Zustanden mit Multiorganversagen und Tod verursachen.® Die durch eine
Infektion hervorgerufene Erkrankung wird als ,Coronavirus Disease 2019°
(COVID-19) bezeichnet.

Bis zu 40% der positiv auf SARS-CoV-2 getesteten Personen weisen einen
asymptomatischen Verlauf auf.®'” Kommt es zu Symptomen, ist das haufigste
Fieber, aber auch trockener Husten, Dyspnoe, Myalgien und Fatigue treten
vermehrt auf3® Untypische Symptome umfassen gastrointestinale sowie
neurologische und neuropsychiatrische Symptome, wie z.B. Anosmie und

Ageusie bzw. Dysgeusie.?3'

Auch, wenn eine COVID-19-Erkrankung grippeahnlich verlaufen kann, sind
schwere Verlaufe haufiger und die Mortalitdt hoher als bei einer
Influenzainfektion.® Charakteristisch fiir COVID-19 ist die Entwicklung eines
akuten Atemnotsyndroms (ARDS). Dem zugrunde liegt eine diffuse alveolare
Schadigung, die durch erhdohte Gefaldpermeabilitdt und verminderte Compliance
der Lunge fiir eine Beeintrachtigung des Gasaustauschs und Hypox&amie sorgt.3?
Daraus resultieren die Symptome einer viralen Pneumonie mit Dyspnoe.3233

Etwa 10% aller SARS-CoV-2 Infektionen fiihren zur stationaren Aufnahme.33
Analog zur Symptomverteilung ist der haufigste Grund fur Hospitalisierung das
Auftreten von Fieber.8 Aufgrund von respiratorischer Insuffizienz werden 14-35%
der hospitalisierten  Patienten  schlieBlich auf die Intensivstation

aufgenommen.?32 Eine entsprechende Lungenschadigung mit eingeschranktem
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Gasaustausch kann im Verlauf eine invasive mechanische Beatmung notwendig

machen.32

Komplikationen einer COVID-19 Erkrankung kdnnen mit  der
Funktionseinschrankung des Herzkreislaufsystems, Gehirns, der Lunge, Leber
und Nieren sowie des Gerinnungssystems einhergehen.?

Als Risikofaktoren fur schwere und todliche Krankheitsverlaufe wurden
Umstande identifiziert, die potenziell mit einem schlechten Gesundheitszustand
verbunden sind. So stellen ein hohes Alter, aber auch Komorbiditaten wie
Adipositas, Diabetes und arterielle Hypertension Risiken dar.®343% Es wurde
festgestellt, dass schwere und vor allem tddliche Krankheitsverlaufe mit
Organschaden verbunden sind, die das Herz, die Leber und die Nieren betreffen.
Weiterhin wurden Entzindungen und Gerinnungsstorungen als Risikofaktoren

identifiziert.3®

Zur Einschatzung der Schwere eines Infektionsgeschehens dient bei einer hohen
Anzahl an unkomplizierten und asymptomatischen Fallen die Fallsterblichkeit. In
Deutschland lag die Fallsterblichkeit nach der ersten Infektionswelle bei 3,8%
und abhangig vom Alter zwischen 0,01% (0 bis 9-Jahrige) und 26,4% (= 80-
Jahrige).®

Immer mehr Patienten leiden zudem an postinfektidosen Folgeerscheinungen, die
aufgrund einer bisher uneinheitlichen Definition unter dem Oberbegriff ,Long
COVID* bzw. ,post-COVID Syndrom® zusammengefasst werden und eine
Vielzahl von Organen und Systemen isoliert oder simultan betreffen kénnen.*¢ Es
handelt sich dabei um Symptome, die nach einer akuten COVID-19-Erkrankung
auftreten, vorher nicht bekannt waren und sich durch keine alternative Diagnose
erklaren lassen.®® Bei einer Dauer von mehr als vier Wochen nach
Infektionsbeginn wird von ,Long COVID bei einer Dauer von mehr als 12
Wochen von ,post-COVID-Syndrom*“ gesprochen.?’

Unter den berichteten Symptomen ist Fatigue der haufigste bisher erkannte
Marker fiir einen Langzeitverlauf.3® Zudem sind ,Long COVID* und das ,post-
COVID-Syndrom“ mit einer Vielzahl von systemischen Begleitsymptomen

verbunden, die denen nach SARS-CoV und anderen postviralen Syndromen
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ahnlich sind.®® Bisher wird geschatzt, dass etwa 10% der an COVID-19

Erkrankten einen Langzeitverlauf aufweisen.3®

1.3.2 Therapie

Da es sich bei SARS-CoV-2 um ein neuartiges Virus handelt, gibt es bisher noch
keinen Konsens Uber den therapeutischen Goldstandard.®' Im Vordergrund der
Behandlung stehen supportive Mallhahmen wie Sauerstoffgabe, Ausgleich des
Flussigkeitshaushalts sowie gegebenenfalls die Behandlung von Koinfektionen
und Grunderkrankungen.® Bei schweren und kritischen Verlaufen, die durch
einen Sauerstoffsattigungsabfall, eine Katecholamin- oder Intubationspflichtigkeit
oder das Auftreten einer Sepsis definiert werden, wird die Therapie intensiviert
und spezifiziert. Mogliche spezifische Optionen zur Behandlung einer SARS-
CoV-2 Infektion stellen Glukokortikoide (Dexamethason), sogenannte ,Direct
Acting Antivirals® (Virostatika, wie z.B. Remdesivir), monoklonale Antikorper (z.B.
Interleukin-Inhibitoren  (IL-Inhibitoren)) und Rekonvaleszentenplasma dar.®

Weitere Therapieansatze sind derzeit Gegenstand intensiver Forschung.

In Untersuchungen zum Einsatz von Glukokortikoiden wurde gezeigt, dass eine
Dexamethasontherapie die 28-Tage-Mortalitdt verringert und, dass schwer
erkrankte Patienten (Symptomdauer Uber sieben Tage oder bereits
beatmungspflichtig) am meisten davon profitieren.? Jedoch konnte keine
Superioritat einer Dexamethasontherapie bei Patienten mit kirzerer
Symptomdauer und ohne Bedarf an zusatzlichem Sauerstoff gegenltber der
ausschlieflich supportiven Therapie nachgewiesen werden.

Remdesivir wirkt direkt antiviral und wird fur den kurzfristigen Einsatz moglichst
frihzeitig bei nicht beatmeten Patienten empfohlen. Vorteil der Therapie ist die
Verkurzung der Zeit bis zur Genesung, jedoch konnte bisher kein Einfluss auf die
Mortalitat nachgewiesen werden.84% Zudem wird das Sicherheitsprofil von
Remdesivir diskutiert, da es zu unerwinschten Ereignissen gekommen ist und
es lediglich intravends appliziert werden kann.?' Weitere Virostatika sind ein
Kombinationspraparat aus Nirmatrelvir und Ritonavir (bereits durch die
Europaische Arzneimittel-Agentur zugelassen) sowie Molnupiravir (Verfahren
beantragt, Stand Oktober 2022).41
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Der Einsatz von monoklonalen Antikorpern wie IL-Inhibitoren stellt vor allem bei
hospitalisierten Patienten mit Hypoxie und systemischer Entzindung eine
weitere Therapieoption dar. Die RECOVERY-Studie hat gezeigt, dass IL-6-
Inhibitoren wie Tocilizumab bei diesen Patienten die Sterblichkeit reduziert, die
Chancen auf eine erfolgreiche Entlassung aus dem Krankenhaus erhoht und die
Wahrscheinlichkeit verringert, dass eine invasive mechanische Beatmung
erforderlich ist.#> Zudem hat die Europaische Arzneimittel-Agentur den IL-1-
Inhibitor Anakinra fur die Behandlung von COVID-19 bei Erwachsenen mit
sauerstoffpflichtiger Pneumonie zugelassen, bei denen ein Risiko fur die

Entwicklung einer schweren Ateminsuffizienz besteht.*!

Ein weiterer Ansatz ist die Gabe von monokolonalen Antikdrpern, die sich direkt
gegen das S-Protein von SARS-CoV-2 richten. In diese Kategorie fallen
Sotrovimab, Regdanvimab sowie die Kombinationspraparate aus Casirivimab
und Imdevimab sowie Tixagevimab und Cilgavimab.*' Die Therapie ist fir die
Anwendung ausschlieRlich an Patienten Uber 12 Jahren mit bestatigter SARS-
CoV-2 Infektion zugelassen, die ein erhohtes Risiko fur einen schweren Verlauf

haben, bisher aber noch nicht sauerstoffpflichtig sind.4'43

Der Nutzen von Rekonvaleszentenplasma wurde in kleineren Studien observiert,
in denen sich eine klinische Verbesserung bei Patienten eingestellt hat.3! Diese
Ergebnisse lieRen sich jedoch in folgenden Studien nicht uneingeschrankt

reproduzieren.®

1.3.3 Nicht pharmazeutische Interventionsmoglichkeiten

Einen umso groReren Stellenwert halt daher die Umsetzung von Pravention und
Uberwachung des Infektionsgeschehens inne. Die nationale Strategie dazu folgt
drei Prinzipien.*4

Erstens werden Mallnahmen zur Eindammung des Infektionsgeschehens
verfolgt. Diese umfassen das Gebot =zur Einhaltung allgemeiner
Hygienevorgaben, die Uberwachung der Infektionsausbreitung, die
Nachverfolgung von Kontaktpersonen sowie die Anordnung von Quarantane.
Zweitens sollen vulnerable Gruppen geschitzt werden, um schwere Verlaufe

abzuwenden und die Fallsterblichkeit zu mindern.
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Drittens soll ein Schneeballeffekt verhindert werden, der zu einer Uberlastung
des Gesundheitssystems fuhren wurde. Diese Taktik zur Folgenminderung sieht
die radikale Einschrankung von Kontakten im privaten und offentlichen Leben

vor.44

Als weitere Praventionsmoglichkeit ist im Dezember 2020 der erste Impfstoff
gegen SARS-CoV-2 zugelassen worden. Allerdings stellt die unzureichende
Verflugbarkeit in gro3en Teilen der Lander des globalen Sudens nach wie vor
eine Hirde fur die Impfung der gesamten Bevolkerung dar.*546 Darliber hinaus
gibt es weltweit einige Regionen, die aus eigener Kraft keine suffizienten
Impfkampagnen durchfihren und weiterhin als Motoren der Pandemie fungieren

kénnen.*’

1.4 Beteiligung von Kindern am Infektionsgeschehen

1.4.1 Suszeptibilitat und Infektiositat

Zu Beginn der Pandemie waren epidemiologische Daten zur Ausbreitung von
SARS-CoV-2 unter Kindern unzureichend vorhanden. Da Kinder die Ubertragung
vieler anderer respiratorischer Infektionskrankheiten, wie z. B. Influenza*®4°, in
Haushalten und Gemeinschaften vorantreiben, wurde eine ahnliche Rolle in der
Pandemie des SARS-CoV-2 angenommen. Im Falle von SARS-CoV-2 deutet
eine Studie aus Grol3britannien jedoch darauf hin, dass Kinder unter 10 Jahren
im Vergleich zu Jugendlichen bis 20 Jahren und Erwachsenen weniger anfallig
fur eine Infektion mit der Vorganger-Mutation sind, also eine geringere
Empfanglichkeit aufweisen.?° Dattner et al. kamen ebenfalls zu diesem Ergebnis
und schatzen, dass die Empfanglichkeit, auch Suszeptibilitat, von Kindern im
Vergleich zu Erwachsenen bei 45% lag.' Analog dazu wurden auch bei
Ausbrichen im Zusammenhang mit SARS-CoV und MERS-CoV eine geringere
Wahrscheinlichkeit dafiir festgestellt, dass Kinder sich anstecken.®? Als
Hauptansteckungsquelle fur Kinder wurden Mitglieder des eigenen Haushaltes
identifiziert, die mit SARS-CoV-2 infiziert waren.%4>°

Im Hinblick auf die Evolution des SARS-CoV-2 mussen diese Aussagen zur
Suszeptibilitat von Kindern jedoch eingeschrankt werden. Wie die
altersspezifischen Fallzahlen des Robert-Koch-Instituts demonstrieren, scheinen
sich Kinder nicht weniger als andere Altersgruppen mit der Delta- oder Omikron-
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Variante von SARS-CoV-2 zu infizieren.'® Fiir die Alpha-Variante konnten bereits
Daten vorgelegt werden, die darauf hindeuten, dass die Suszeptibilitat von
Kindern im Alter bis sechs Jahren fur eine Infektion im Vergleich zu einer Infektion

mit dem SARS-CoV-2-Genotyp mit Vorganger-Mutation wesentlich hoher ist.53

Auch Daten zur Infektiositat von Kindern sind weiterhin unzureichend vorhanden,
es wird jedoch von einer niedrigeren bis ahnlichen Infektiositat im Vergleich zu
Erwachsenen ausgegangen.>33 Dattner et al. haben eine Infektiositat von
Kindern von etwa 85% gegenuber Erwachsenen beobachtet.

Diese Untersuchungen wurden jedoch in der ersten Welle der Pandemie
durchgefuhrt und kénnen demnach keinen Aufschluss Uber die durch VOC
veranderte Situation geben. Loenenbach et al. folgern aus ihrer Untersuchung
von Ausbrichen in Kindertagesstatten zur einer von der Alpha-Variante
dominierten Zeit, dass sich die Infektiositat von Kindern mdglicherweise an die
von Erwachsenen annahert.>® Auch eine Studie aus Hamburg geht von einer
hdheren Infektiositat aus. Die Haufigkeit beobachteter sekundarer Transmission,
die von mit der Alpha-Variante infizierten Kindern ausgingen, war im Vergleich
zu Kindern, die mit dem SARS-CoV-2-Genotyp mit Vorganger-Mutation infiziert

waren, erhoht.%6

1.4.2 Symptome und Krankheitsverlauf

COVID-19 zeichnet sich bei Kindern in der Regel durch einen milderen Verlauf
aus und ein Grofteil der Kinder ist asymptomatisch.?25457.58 Zwar ist auch bei
Kindern das haufigste Symptom Fieber, allerdings weisen Kinder ofters
gastrointestinale Symptome auf, die fur eine COVID-19 Erkrankung bei
Erwachsenen eher untypisch sind.>> AuBerdem wurden Symptome wie
Rhinorrhoe, Husten, Kopfschmerzen und Myalgie berichtet. Fur die
uberwiegende Mehrheit der Kinder ist das Outcome einer COVID-19 Erkrankung

glinstig.?2

Selten kann es bei Kindern zu einer hyperinflammatorischen Reaktion auf eine
Infektion mit SARS-CoV-2 kommen, die ,Multisystem Inflammatory Syndrome in
Children® (MIS-C) oder ,Pediatric Inflammatory Multisystem Syndrome
Temporally associated with SARS-CoV-2“ (PIMS-TS) genannt wird.>® Es kann
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sich durch Fieber, Bauchschmerzen, Diarrhoe, Ubelkeit und Erbrechen sowie
Hautausschlage und Konjunktivitis zeigen. Dieser Verlauf kann sich auch
entwickeln, wenn eine Infektion mit SARS-CoV-2 zuvor asymptomatisch war.*®
FUr die Diagnose relevante Faktoren sind laut WHO Kinder- oder Jugendalter,
anhaltendes Fieber, erhohte Entzindungsparameter, Zeichen oder Symptome
von Organversagen, das Fehlen einer alternativen Diagnose und die Assoziation
zu einer Infektion mit SARS-CoV-2.%° Labormedizinisch sind eine Erhéhung der
Entzindungsparameter sowie kardialen Parameter wie Troponin, BNP und pro-
NT-BNP zu beobachten. Die Ahnlichkeit zu padiatrischen Krankheitsbildern wie
dem Kawasaki-Syndrom oder dem ,Toxic Shock Syndrome® erschwert die
Diagnostik des MIS-C.5961

Das Auftreten eines MIS-C ist mit einem hoheren Risiko fur die Aufnahme auf die
Intensivstation, maschinelle Beatmung sowie Komplikationen im weiteren Verlauf
verbunden.?? Die Mortalitatsrate ist mit 1 bis 3% bei Kindern mit MIS-C deutlich
hoher als die von Kindern mit COVID-19 (0,09%).5°

1.4.3 Spezielle Herausforderungen
Die Einschatzung der Rolle von Kindern in den ersten Phasen Pandemie wurde

durch verschiedene Faktoren erschwert.®

Erstens sind Kinder im Vergleich zu Erwachsenen haufiger asymptomatisch und
pragen haufiger untypische Symptome aus.?2%457.58 Diese Umstande kénnen
dazu gefuhrt haben, dass Kinder seltener zur Testung vorgestellt worden sind,
selbst wenn sie zu Haushalten mit einem bestéatigten Indexfall gehorten.>3" Eine

Unterreprasentation von Kindern in Inzidenzraten ist daher wahrscheinlich.

Zweitens wird die Verbreitung von respiratorischen Viren malfgeblich durch
Kinder getrieben, da die Implementation von Malihahmen zum allgemeinen
Infektionsschutz unter Kindern und im Umgang mit Kindern schwierig ist.? Die
Empfehlung zur saisonalen Impfung hat sich bei der Bekdmpfung von saisonalen
Influenzaausbriichen als wirksam erwiesen.*34® Daher wurden im Zuge der
Pandemie 2020 die Orte und Einrichtungen geschlossen, an denen es am
wahrscheinlichsten auch zu einer Infektion eines Kindes mit SARS-CoV-2

gekommen ware. Dazu gehorten in Deutschland Spielplatze, Kindertagesstatten,
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Schulen und Freizeiteinrichtungen.® Dieser Effekt hat dazu beigetragen, dass
Kinder sich weniger anstecken konnten und eher keine Indexpatienten gewesen
sind. Zu beachten ist dabei der Fakt, dass dieser Umstand keine

Schlussfolgerungen auf die Suszeptibilitat oder Infektiositat von Kindern zulasst.

Drittens haben sich die primaren Ubertragungscluster (iberwiegend aus
Reiserlckkehrern im Erwachsenenalter zusammengesetzt.> Dieser Umstand hat
die Wahrscheinlichkeit, dass ein Kind Indexpatient ist, zusatzlich verringert und

den Fokus auf die Bevolkerung im Erwachsenenalter gelenkt.

Viertens stellen die Besonderheiten einer Infektion mit SARS-CoV-2 bei Kindern
eine Hurde fur ein effektives Screening von Kindern dar. Eine erfolgreiche
Screeningstrategie bei Erwachsenen lasst sich daher nicht ohne Weiteres auf
padiatrische Falle Ubertragen.

Der diagnostische Goldstandard ist auf die Vermehrungsorte des Virus bei
Erwachsenen ausgelegt. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass sich SARS-CoV-
2 bei Kindern diesbezlglich anders verhalt. Eine Hypothese begrindet z. B. eine
kirzere nasale Nachweiszeit bei Kindern als bei Erwachsenen durch eine
altersspezifische lokale Expression  von  ACE-2-Rezeptoren der
Nasenschleimh&ute.?? Hinzu kommt, dass nicht alle Kinder jeder Altersgruppe
die Abstrichentnahme tolerieren bzw. eine Gurgel-Lavage oder Sputumprobe
abgeben kénnen.?’

Zudem sind respiratorische Symptome unter Kindern weit verbreitet. Dies
erschwert die Unterscheidung einer SARS-CoV-2 Infektion von einer gangigen
Kinderkrankheit.® Aulerdem kann aufgrund von schlechteren
Kommunikationsmdglichkeiten und gegebenenfalls unkooperativem Verhalten
von einem hoheren Gefahrdungspotential bei der Abstrichentnahme bei Kindern

ausgegangen werden.?!

1.5 Gesellschaftliche Implikationen

Die MaRnahmen zur Eindammung der Pandemie haben seit dem Aufkommen
von COVID-19 zu erheblichen Einschrankungen der Lebensqualitat geflhrt. Die
Beschneidung von Grundrechten auf Basis des Infektionsschutzgesetzes hat vor

keinem Bereich des Lebens, offentlich wie auch privat, Halt gemacht. Daraus
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resultieren enorme Kosten fur die Gesellschaft im direkten wie im indirekten
Sinne. Besonders zu betonen sind im Zusammenhang mit dieser Arbeit die
Konsequenzen der Pandemie fur Kinder.

An erster Stelle zu nennen sind die Hinweise auf die Beeintrachtigung der
psychischen Gesundheit von Kindern durch das Pandemiegeschehen. In Hessen
wurden ab Marz 2020 Kindertagesstatten fur die Allgemeinheit geschlossen und
eine Notbetreuung fur Kinder von Arbeitnehmenden in essenziellen Bereichen
eingerichtet.?3 Im Juni 2020 wurde die Transition vom Notfallbetrieb zum
eingeschrankten Regelbetrieb mit Malhahmen zum Infektionsschutz vollzogen.
Die MaRnahmen zur Verhinderung von Ausbrichen sahen unter anderem ein
Betretungsverbot der Einrichtungen fur Kinder und Mitarbeitende mit Symptomen
von COVID-19, bei Krankheitssymptomen von COVID-19 bei Angehdrigen des
gleichen Hausstandes, sowie bei angeordneter Absonderung betroffener Kinder
bzw. von Mitarbeitenden oder deren Angehorigen vor.

Allgemeine Kontaktbeschrankungen, SchlieBung von Kindertagesstatten,
Schulen und Freizeiteinrichtungen sowie die Quarantanepflicht im Fall einer
Infektion bzw. bei Kontaktpersonenstatus haben Kinder isoliert. Dies hat
Gefiihlserlebnisse wie Einsamkeit, Angst und Unsicherheit geférdert.6 Studien
aus GrofRbritannien deuten darauf hin, dass Einsamkeit als unbeabsichtigte
Folge der Malinahmen zur Pandemiebekampfung fur junge Menschen
besonders problematisch ist.®® Auch in Untersuchungen aus Brasilien wird vor
einem Zuwachs an Patienten, die durch die Pandemie mit Problemen der
psychischen Gesundheit konfrontiert sein werden, gewarnt.6¢

Bei Kindern, die unter Quarantane gestellt wurden, wurde ein héheres Risiko fur
die Entwicklung von psychischen Erkrankungen festgestellt, darunter vor allem

Depression, Angstzustéande und posttraumatischer Stress.546%

Zudem stellt auch die besondere Belastung, die durch die SchlieBung von
Kindertagesstatten und Schulen auf Familien zuruckfallt, eine wichtige
gesellschaftliche Implikation der Pandemie dar. Durch den erhdhten
Betreuungsaufwand kommt es zu einem Produktivitatsabfall in der Bevolkerung.
Die sich daraus ergebenden Konsequenzen konnen die Benachteiligung von
Kindern aus sozial schwacherem Umfeld fordern und zu langfristigen
Auswirkungen fiir die Einzelnen fiihren.®* Um die Konsequenzen fiir die Zukunft
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von betroffenen Kindern besser einschatzen zu konnen, bedarf es weiterer
Studien.

Die Einschrankungen im Zusammenhang mit der Pandemie des SARS-CoV-2
weiten sich auch auf die Personen aus, die nicht infiziert sind. Das macht die
Pandemie nicht nur zu einer Gefahr fur die Gesundheit jedes Patienten, sondern

auch zu einer Herausforderung fur die 6ffentlichen Gesundheit.

1.6 Ziele der vorliegenden Arbeit

Hauptziel der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Studie war die Erhebung
epidemiologischer Daten zum Vorkommen von Infektionen mit SARS-CoV-2 in
hessischen Kindertagesstatten. Die SAFE-KiDS-Studie (SARS-CoV-2
Friherkennung in Kindertagesstatten durch Dual-Swabs) sollte auf diese Weise
Ruckschlisse auf die Beteiligung von Kindern am Infektionsgeschehen
ermoglichen und zeigen, wie haufig es zu inapparenter Virusausscheidung bei
Kindern kommt. So sollte die Gefahrdung von Kindern und Mitarbeitenden in
Kindertagesstatten genauer qualifiziert werden.

Dies geschah vor dem Hintergrund, dass eine Strategie fur potenziell auftretende
Ausbruche nach der Wiederer6ffnung von Kindertagesstatten im Sommer 2020
entwickelt werden sollte. Dementsprechend sollte ein Verfahren zum Screening
von Kindern in Kindertagesstatten evaluiert werden, um unerkannte

Ausscheidung zu detektieren und Ubertragungsketten zu durchbrechen.

Weiteres Ziel war die Evaluation zweier Abstrichmethoden im Hinblick auf eine
mogliche Verwendung als kinderfreundlichere Alternative zum naso- bzw.
oropharyngealen Abstrich. Motivation dafur waren die bisher unzureichenden

Versuche, die Testung auf SARS-CoV-2 fur Kinder angenehmer zu machen.

Aulerdem sollte ermittelt werden, ob eine Selbsttestung bzw. Testung durch
Sorgeberechtigte Alternativen zur Probengewinnung durch medizinisches
Personal darstellen. So sollte der Ressourcenknappheit und der Gefahr von

nosokomialen Infektionen begegnet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Teilnehmende Einrichtungen

Die SAFE-KiDS-Studie wurde vom Hessischen Ministerium fur Soziales und
Integration beim Institut fur Medizinische Virologie am Universitatsklinikum
Frankfurt (Direktorin: Prof. Dr. med. Sandra Ciesek) in Auftrag gegeben.

Fir die Studie wurde durch das Hessische Statistische Landesamt eine
reprasentative Stichprobe von 60 Kindertagesstatten und neun weiteren
Ersatzeinrichtungen gezogen. Die Trager der ausgewahlten Einrichtungen

wurden zur Teilnahme an der Studie eingeladen.

2.2 Teilnehmende Kinder und Mitarbeitende

2.2.1 Studienkollektiv

30 Studienteilnehmende aus jeder Einrichtung wurden eingeladen, selbst
gesammelte Abstrichproben von Wangen- sowie Analschleimhaut abzugeben.
Die Studienteilnehmenden sollten vorzugsweise einer Betreuungsgruppe
zugeordnet sein und sich sowohl aus Kindern als auch aus Mitarbeitenden
zusammensetzen. Die Auswahl der Studienteilnehmenden wurde durch die

Kindertagesstatten organisiert.

2.2.2 Aufklarung der Studienteilnehmenden

Die Studienteilnehmenden erhielten eine schriftliche Anleitung und konnten auf
ein Video mit deutschen und englischen Untertiteln zugreifen, in dem das Ziel der
Studie und die Durchfuhrung der Abstrichenthnahme erklart wurden. Zusatzlich
erhielten alle Studienteiinehmenden bzw. deren Sorgeberechtigte eine
schriftliche Aufklarung uber die mit der Teilnahme an der Studie verbundenen
Risiken. Studienteiinehmenden bzw. deren Sorgeberechtigten wurde die
Moglichkeit gegeben, ihre Fragen telefonisch oder per E-Mail an das
Studienteam zu richten. Es wurde ausdricklich darauf hingewiesen, dass die
Studienteilnahme freiwillig und jederzeit ohne das Entstehen von Nachteilen
beendet werden kann. Eine schriftliche Einwilligung in die Studie wurde von allen

Studienteilnehmenden bzw. deren Sorgeberechtigten eingeholt.
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2.2.3 Ein- und Ausschlusskriterien fur die Studienteilnehmenden

In die Studie eingeschlossen wurden alle Kinder und Mitarbeitende, die im
Zeitraum der Studie in den ausgewahlten Kindertagesstatten angemeldet waren
bzw. dort gearbeitet haben und freiwillig an der Studie teilnehmen wollten.
Voraussetzung fur die Teilnahme war aullerdem eine unterschriebenen
Einwilligungserklarung.

Von der Studienteilnahme ausgeschlossen wurden Kinder, die eine an die
Kindertagesstatte angeschlossene Hortbetreuung besuchten und

dementsprechend Kontakt mit Schulkindern hatten.

2.3 Abstrichproben

2.3.1 Auswahl der Abstrichmethoden

Mit dem Wangen- und dem Analschleimhautabstrich wurden zwei
Abstrichmethoden gewahlt, die zur wochentlichen Untersuchung der
Ausscheidung von SARS-CoV-2 geeignet sein und zugleich eine
kinderfreundlichere Alternative zum naso-/oropharyngealen Abstrich bieten
sollten. Zudem sollten beide Abstriche von medizinischen Laien ohne
Supervision durch Fachkrafte und ohne relevante Gefahr fur Verletzungen
durchgefuhrt werden konnen. Weiterhin sollte flr die Abstrichentnahme
medizinische Schutzausrustung nicht notwendig sein.

Die gleichzeitige Untersuchung von respiratorischer und gastrointestinaler
Ausscheidung wurde in dieser Studie als Dual-Swab Methode bezeichnet. Die
Kombination vereint eine Methode mit kurzer Nachweisbarkeit mit einer Methode
mit langer Nachweisbarkeit. Es sollte so trotz der niedrigeren Sensitivitat der
Wangenschleimhautabstriche ein moglichst breites diagnostisches Fenster

ermdoglicht werden.

2.3.2 Durchfiihrung der Abstrichentnahme

Die Sorgeberechtigten der teilnehmenden Kinder wurden angewiesen, die
Abstriche an ihren Kindern durchzufGhren, wahrend die Mitarbeitenden die
Abstriche selbst entnehmen sollten.

Die Entnahme sollte einmal wochentlich morgens vor dem ersten Essen, Trinken
oder Zahneputzen stattfinden und die Abgabe der Abstrichproben in der

Kindertagesstatte erfolgen. Die Abgabe war jede Woche freiwillig. Die
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Sorgeberechtigten wurden angewiesen, die Probenentnahme bei ihren Kindern
nicht zu erzwingen.

Ist die Abgabe der Abstrichproben nicht erfolgt, gab es fur die
Studienteilnehmenden bzw. deren Sorgeberechtigte die Mdglichkeit, auf einem
Meldeblatt oder in einer E-Mail an das Studienteam einen Grund fur das

Nichtabgeben anzugeben. Diese Mitteilung war ebenfalls freiwillig.

2.4 Logistik und Datenschutz

2.41 Organisatorischer Ablauf

Nach der Zusage durch die Trager wurden alle teilnehmenden Einrichtungen
durch das Institut fir Medizinische Virologie mit den entsprechenden Materialien
ausgestattet. Diese beinhalteten sterile Abstrichtupfer (Meus S.r.l, Piove di
Sacco, Padua, Italien) fur alle Studienteilnehmenden, eine Sammelbox fur die
Abstrichproben, fur jeden Studienteilnehmenden vorgedruckte und datierte
Etiketten zum Bekleben der Abstrichtupfer, Informationsbogen fur
Studienteilnehmende bzw. deren Sorgeberechtigte sowie ein Anschreiben vom

Hessischen Ministerium fur Soziales und Integration.

Jeder Einrichtung wurde ein Wochentag fur die Abgabe zugewiesen. An diesem
Tag wurden die gesammelten Abstrichproben von einem Fahrdienst abgeholt
und in das Institut fur Medizinische Virologie transportiert. Die Proben wurden bei

Raumtemperatur gelagert und am Tag der Entnahme verarbeitet.

Um auf der einen Seite die Daten der Studienteilnehmenden zu schitzen und auf
der anderen Seite die gesetzliche Meldepflicht von SARS-CoV-2-Infektionen an
das zustandige Gesundheitsamt erfullen zu kdnnen, wurden die Abstrichproben
pseudonymisiert getestet. Jedem Studienteilnehmenden wurde daher eine
eindeutige Probandennummer zugewiesen. Vor Abgabe der Abstrichproben
sollten die Studienteiinehmenden bzw. deren Sorgeberechtigte diese mit
Etiketten mit der entsprechenden Probandennummer bekleben. Eine Liste mit
der eindeutigen Zuordnung von Probandennummern und Studienteilnehmenden
lag dem Studienteam in einer verschlisselten Tabelle vor.

Die Abstrichproben wurden zwischen dem 18. Juni 2020 und dem 10. September

2020 gesammelt.
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2.4.2 Erfasste Daten

Die teilnehmenden Kindertagesstatten wurden bezuglich Gruppengrof3e und -
zusammensetzung sowie zum Vorhandensein einer angeschlossenen
Hortbetreuung befragt.

Uber die  Einwilligungserklarung  wurden  folgende  Daten  der
Studienteilnehmenden erhoben: Name, Vorname, Geburtsdatum und Adresse.
Aulerdem wurden Informationen bezuglich der Nichtabgabe von Abstrichproben
gespeichert, die Studienteilnehmende bzw. deren Sorgeberechtigte auf einem
Meldeblatt oder in einer E-Mail vermerken konnten.

Im Falle der Detektion eines positiven Falles wurden die zustandigen

Gesundheitsamter bezuglich genauerer Fallbeschreibungen telefonisch befragt.

2.5 RT-PCR-Testung

2.5.1 Multiple Swab Methode

Die Untersuchung auf SARS-CoV-2 wurde am Institut fir Medizinische Virologie
der Goethe Universitat Frankfurt mittels RT-PCR-Testung auf dem Roche cobas
6800 Gerat (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) gemald den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt.

Vor der Testung auf SARS-CoV-2 wurden die Proben in einem Minipool-Protokoll
mit bis zu 10 Proben gemeinsam getestet. Dieses Protokoll nennt sich auch
Multiple Swab Methode und wurde zur Ressourcenschonung eingesetzt.%”

Um im Falle einer positiven Pool-RT-PCR-Testung eine Einzeltestung
anschlieen zu konnen, wurden zunachst RuUckstellproben von jeder
Abstrichprobe hergestellt. Daftr wurden in 2ml Kryoréhrchen (Sarstedt AG & Co.
KG, Numbrecht, Deutschland) jeweils 1,5ml sterile Phosphat-gepufferte
Salzlésung (PBS) vorgelegt und ein Abstrichtupfer far funf Minuten darin
inkubiert. Die Ruckstellproben wurden beschriftet, um eine eindeutige Zuordnung
zur jeweiligen Abstrichprobe zu ermdglichen.

In der Zwischenzeit wurde eine Cobas-Puffer-Gebrauchslésung hergestellt.
Dafur wurde Cobas-Inaktivierungspuffer (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz)
1:1 mit PBS verdunnt und die Losung vermischt.

Im Folgenden wurde in ein 50ml Roéhrchen (Greiner Bio-One, Kremsmunster,

Osterreich) 4ml Cobas-Puffer-Gebrauchsldsung pipettiert. In einem dieser
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Poolrohrchen wurden dann bis zu zehn Abstrichtupfer erneut far finf Minuten
inkubiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass Pools sich entweder aus Wangen-
oder aus Analschleimhautabstrichen zusammensetzen. Wiederum wurde das
Poolréhrchen eindeutig beschriftet und dokumentiert, welche Abstrichproben zu
welchem Multiple Swab Poolréhrchen gehoren.

Nach der Inkubationszeit wurden 1,5ml aus dem Multiple Swab Poolréhrchen in
ein mit der entsprechenden Pool-Nummer beschrifteten PCR-Reaktionsgefal’
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) Uberfiihrt. Das ReaktionsgefaR
wurde dann fur die RT-PCR-Testung in das cobas Gerat gestellt.

Die Ruckstellproben und das Poolréhrchen wurden im Kihlschrank mindestens

bis zum Vorliegen der Ergebnisse der Pool-RT-PCR-Testung bei 4°C gelagert.

2.5.2 Zielgene der RT-PCR-Testung

Beim Direktnachweis von SARS-CoV-2 dient der cycle treshhold-Wert (Ct-Wert)
als quantitativer Marker der viralen RNA im Probenmaterial. Dabei gilt: je
niedriger der Ct-Wert, desto hoher die Viruslast.

Bei der RT-PCR-Testung wurden zwei Zielgene getestet, die einerseits flr das
Hullprotein (E-Gen) und andererseits fur die ,Open Reading Frame 1“-Region
(ORF-1-Region) kodieren.

Eine Testung wurde als positiv gewertet, wenn beide Zielregionen nachweisbar
waren. Grenzwertig waren alle Proben, bei denen nur eine Zielregion
nachgewiesen werden konnte und negativ waren solche, bei denen keine
Zielregion nachweisbar war.

Im Falle eines negativen Ergebnisses des Pools haben alle Einzelproben ein
negatives Testergebnis erhalten. Wenn mindestens eine der beiden Zielregionen
(E-Gen oder ORF-Region) in der Pool-PCR-Testung nachgewiesen wurde,
wurden alle Ruckstellproben des Pools nochmals einzeln getestet.

Bei Bestatigung eines positiven oder grenzwertigen Befundes in der
Einzeltestung wurde das zustandige Gesundheitsamt gemaf

Infektionsschutzgesetz informiert.

2.6 Nachweis von Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Da die Probengewinnung durch medizinische Laien erfolgte, sollte nach der RT-

PCR-Testung die praanalytische Qualitat der Proben auf das Vorhandensein von
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klassischen Housekeeping-Genen untersucht werden. Solche Gene werden fur
die Aufrechterhaltung von Grundfunktionen der Zelle bendtigt und werden daher
unabhangig von sonstigen Zelleigenschaften standig exprimiert. Fur die
Untersuchung wurde eine Stichprobe von Abstrichproben zufallig ausgewahlt
und die Boten-RNA (mRNA) der Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) nach der Extraktion mittels quantitativer Reverse Transkriptase

Polymerase Kettenreaktion (RT-qPCR) untersucht.

2.6.1 Extraktion von mRNA

Im ersten Schritt wurde die mRNA mit dem QlAamp 96 Virus QlAcube HT Kit
(QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach dem QIAmp Virus off-board Lyseprotokoll
wie folgt extrahiert.

Zunachst wurde sichergestellt, dass alle Reagenzien Raumtemperatur (15-25°C)
angenommen hatten und die Pufferldsungen sowie die Trager-RNA (cRNA)
entsprechend vorbereitet worden waren. Dafur wurden der Bindungspuffer ACB
und der Waschpuffer AW1 gemal den Herstellerangaben mit Propanolol und
Ethanol respektive versetzt. Die cRNA wurde in Elutionspuffer AVE geldst.

Zu Beginn der Extraktion wurde in einen S-Block pro Well jeweils 220l
Probenmaterial aus den Ruckstellproben pipettiert. Dann wurde eine
Puffermischung aus 15,68ml Lysepuffer ACL, 490ul geloster cRNA und 490pl
RNase-freiem Wasser vorbereitet (Volumenangaben beziehen sich auf eine 96
Well Platte). Dem Probenmaterial wurde jeweils 160ul der Puffermischung
hinzugefigt und die Flussigkeiten vermengt. Daraufhin wurde der S-Block
mindestens 30 Minuten bei 56°C inkubiert.

Im nachsten Schritt wurde die QlAcube HT Prep Manager Software (QIAGEN,
Hilden, Deutschland) gestartet und das QIAamp Virus-Protokoll auf dem
QlAcube HT Gerat ausgewahlt. Der QlAcube HT wurde mit den Reagenzien in

den im Pipettierschema angegebenen Volumina (siehe

Tabelle 1) beladen. Das QlAamp Virus Protokoll wurde den Software-
Anweisungen entsprechend gestartet.
Nach Durchlauf des Programms wurden die Platten mit extrahierter mRNA bis

zur Weiterverarbeitung im Kuhlschrank bei -18°C gelagert.
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Tabelle 1: Pipettierschema zum Beladen des QIAcube HT fur das QlAamp 96

Virus-Protokoll.

Puffer Volumen in ml fiir eine 96 Well Platte inkl. 10% Uberschuss
AW?2 90

ACB 40

EtOH abs. 103

AW1 67

Top Elute 4

AVE 11

2.6.2 Quantitativer Nachweis von mRNA

Um die extrahierte mMRNA im nachsten Schritt quantitativ nachweisen zu konnen,
wurde die RT-PCR mit dem Luna Universal One-Step RT-quantitative PCR Kit
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) auf dem CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (BioRad, Hercules, CA, USA) wie folgt durchgefuhrt.

Zu Beginn wurden die Reagenzien aufgetaut, invertiert und auf Eis gestellt.
Daraufhin wurde auf einer RT-qPCR-Platte pro Well jeweils 2l extrahierte mRNA
auf den Boden des Wells pipettiert. Aullerdem wurde RNA aus Zellen der Huh-
7.5-Zelllinie als Positiv- und RNase-freies Wasser als Negativkontrolle pipettiert.
Aus allen Reagenzien des oben genannten Kits wurde gemaly dem
Pipettierschema (siehe Tabelle 2) ein Mastermix hergestellt. Nach einer kurzen
Zeit im Vortex wurden jeweils 18ul des Mastermixes zu der mRNA pipettiert,
sodass sich ein finales Reaktionsvolumen von 20ul ergab. Die RT-qPCR-Platte
wurde mit transparenter Folie versiegelt und zentrifugiert (1 Minute bei 2.500-
3.000 U/min). Daraufhin wurde die RT-gPCR-Platte in das CFX96 Touch Gerat
gestellt, die SYBR/FAM Scaneinstellung gewahlt und der Lauf gestartet.
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Tabelle 2: Pipettierschema zur Herstellung des Mastermixes fur eine Luna One-
Step RT-gPCR mit Volumina inklusive 10% Uberschuss.

Komponent Zusammen- Volumen Volumen in pl fiir eine
setzung in pl 96 Well Platte

Luna Universal One- 1X 10 1056

Step Reaction Mix

Luna WarmStart RT 1X 1 105,6

Enzyme Mix

Forward Primer 0,4uM 0,8 84,48

Reverse Primer 0,4uM 0,8 84,48

Nukleasefreies Wasser 54 570,24

2.7 Materialien

2.7.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerate sowie die zugehdrigen Kits

mit Angabe der entsprechenden Hersteller sind in Tabelle 3, die verwendeten

Verbrauchsmaterialien in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Gerate und den dazugehorigen Kits.

Bezeichnung des Gerats Hersteller

Roche cobas 6800 Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

QIAamp 96 Virus QlAcube HT QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAamp 96 Virus QlAcube HT QIAGEN, Hilden, Deutschland

Kit

Wasserbad VWB2 VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Zentrifuge Universal 2S Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Deutschland

CFX96 Touch Real-Time PCR BioRad, Hercules, CA, USA

Detection System

Luna Universal One-Step RT- New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

quantitative PCR Kit
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Tabelle 4: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien.
Verbrauchsmaterialen Hersteller

Sterile  Tupfer in Polypropylen- Meus S.r.l, Piove di Sacco, Padua,
Roéhrchen mit Etikett (Art.-Nr. 23117)  Italien

Graduierte Mikro-Schraubrohre, 2ml Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
(Art.-Nr. 72.694.006 und 72.694.006) Deutschland

Zentrifugenrohrchen, 50ml (Art.-Nr.: Greiner Bio-One, Kremsmunster,
227261) Osterreich

2.7.2 Losungen, Puffer und Zellen
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Losungen, Puffer und Zellen mit

Angabe der entsprechenden Hersteller sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Losungen, Puffer und Zellen.

Bezeichnung Hersteller

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) Im Haus

Ethanol absolute (32205-2.5L-M) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

2-Propanolol (33539-2.5L-R) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

RNase-freies Wasser Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Inaktivierungspuffer (cobas omni LYS) Roche Diagnostics, Basel,
Schweiz

Zelllinie (Referenzen) Herkunft Stock

Zellen der Huh-7.5-Zelllinie, abgeleitet von Charles Rice, Rockefeller

der Huh-7-Zelllinie (Blight et al.,, 2002, University New York, NY, USA

Sumpter et al., 2005) Ralf Bartenschlager, Universitat
Heidelberg, Heidelberg,

Deutschland
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2.8 Fragebogen

Am Ende der Studie wurden die Studienteiinehmenden bzw. deren
Sorgeberechtigte mithilfe eines Fragebogens befragt. Die Beantwortung der
Fragebodgen war freiwillig. Teilnehmende der Befragung hatten die Moglichkeit
die beantworteten Fragebdgen zusammen mit den Abstrichproben am letzten
Abgabetermin abzugeben oder per E-Mail an das Institut fur Medizinische

Virologie zu schicken.

2.9 7-Tages-Inzidenzwerte in Hessen

Als Referenzwert wurden die 7-Tages-Inzidenzwerte von SARS-CoV-2-
Infektionen in Hessen wahrend des Studienzeitraums herangezogen. Diese
Daten wurden freundlicherweise durch Herrn Dr. Ilvo Foppa vom Hessischen
Landespriufungs- und Untersuchungsamt im Gesundheitswesen (HLPUG) zur

Verflgung gestellt.

2.10 Statistik

Die vorliegende Studie wurde aufgrund der niedrigen Inzidenzraten in Hessen
wahrend der Studiendauer in einer deskriptiven statistischen Auswertung
analysiert. Die Berechnung der 95% Konfidenzintervalle (Cl) wurde mithilfe des
Binominal-Konfidenzintervall Tests nach theta berechnet. Dazu wurde die
biometrisch-statistische Software BiAS. fur Windows des Instituts fur Biostatistik
und Mathematische Modellierung am Universitatsklinikum Frankfurt in der

Version 11.10 verwendet.

2.11 Ethik

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums
Frankfurt, Goethe-Universitat, Frankfurt am Main, Deutschland, gepruft und
genehmigt (Geschafts-Nr.: 20-724).
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der teilnehmenden Einrichtungen

Insgesamt konnten 50 Kindertagesstatten zur Teilnahme an der SAFE-KiDS-
Studie rekrutiert werden. Die Einrichtungen waren auf 23 von 26 Landkreisen
bzw. kreisfreien Stadten in Hessen verteilt (siehe Abbildung 1). Aus dem
Landkreis Bergstralle, dem Odenwaldkreis und der kreisfreien Stadt Darmstadt

konnten keine Einrichtungen rekrutiert werden.

Abbildung 1: Verteilung der teilnehmenden Kindertagesstatten in Hessen.

Abbildung nach Hoehl, Kreutzer et al. modifiziert.52

Die Anzahl der teilnehmenden Kindertagesstatten pro Woche variierte einerseits
aufgrund des partiellen Zusammenfalls der Studie mit den hessischen
Sommerferien (06. Juli bis 14. August 2020). Andererseits dauerte die
Rekrutierungsphase uber den Start der Studie hinaus an (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Ubersicht (iber die Anzahl der teilnehmenden Kindertagesstatten in
Hessen nach Kalenderwoche (KW). Die Studienwochen KW28 bis KW33 fielen

mit den hessischen Sommerferien zusammen.

Die teilnehmenden Kindertagesstatten betreuten wahrend der Studienlaufzeit
eine unterschiedlich grol3e Anzahl an Kindern im Krippen- (0 bis 3 Jahre) sowie
Kindergartenalter (3 bis 8 Jahre) (siehe Abbildung 3).

Insgesamt gab es in 14 (28%) der teilnehmenden Kindertagesstatten auch eine
Hortbetreuung. Dort wurden uberwiegend Schulkinder betreut. Wahrend der
Studienzeit bestand in zwei Einrichtungen Kontakt zu den die Krippe oder den
Kindergarten besuchenden Kindern. Den Hort besuchende Kinder wurden nicht
in die Studie eingeschlossen.

Eine Kindertagesstatte hat ihre Teilnahme wahrend der Studienlaufzeit beendet.
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Abbildung 3: Anzahl der in den Kindertagesstatten betreuten Kinder nach Alter.
Kindertagesstatten mit angeschlossenem Hort sind mit einem Stern (*)
gekennzeichnet. Es konnten keine Daten zu Kindertagesstatte 14 erhoben

werden.

3.2 Charakterisierung der Studienteilnehmenden

Zur Teilnahme an der SAFE-KiDS-Studie wurden Kinder im Krippen- und
Kindergartenalter ~ sowie  Mitarbeitende aus den  entsprechenden
Betreuungsgruppen eingeladen. Insgesamt konnten 1.235 Studienteilnehmende
rekrutiert werden, davon waren 859 (70%) Kinder und 376 (30%) Mitarbeitende.
Die Gesamtzahl der teiinehmenden Personen pro Studienwoche variierte (siehe
Abbildung 4).
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Abbildung 4: Ubersicht tber die Anzahl der Studienteilnehmenden nach
Kalenderwoche (KW). Die Studienwochen KW28 bis KW33 Uberschnitten sich

mit den hessischen Sommerferien.
Die Anzahl an Studienteilnehmenden sowie der Anteil an teilnehmenden Kindern

war zwischen den rekrutierten Kindertagesstatten unterschiedlich ausgepragt
(siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Ubersicht tber die Anzahl der Studienteilnehmenden nach

Kindertagesstatten.
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83 (6,7%) Studienteiinehmende haben lhre Teilnahme im Laufe der Studie
beendet, davon gehdrten 22 Studienteilnehmende zu einer Kindertagesstatte, die
ihre Teilnahme wahrend der Studienzeit beendet hat.

Die Stadt Offenbach und die Landkreise Hochtaunuskreis und Offenbach waren

mit den meisten Teilnehmenden pro 100.000 Einwohner am starksten in der

Studie vertreten (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Ubersicht tiber die Anzahl der Studienteilnehmenden pro 100.000

Einwohner nach kreisfreien Stadten und Landkreisen (LK) in Hessen.

3.2.1 Teilnehmende Kinder

Bei den 859 teilnehmenden Kindern lag das durchschnittliche Alter bei 3 8/12
Jahren. Die Alterspanne reichte von 3 Monaten bis 8 11/12 Jahren (siehe
Abbildung 7). Die meisten Kinder waren vier (n = 240) oder funf (n = 241) Jahre
alt. Bei 34 Kindern konnte kein Alter ermittelt werden, da auf der

Einwilligungserklarung kein Geburtsdatum angegeben worden war.
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Abbildung 7: Ubersicht (iber die Altersspanne der teiinehmenden Kinder.

Der groite Anteil an Kindern pro 100.000 Einwohner konnte aus den Landkreisen

Hochtaunuskreis und Offenbach rekrutiert werden (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Ubersicht (iber die Anzahl an teilnehmenden Kindern pro 100.000

Einwohnern nach kreisfreien Stadten und Landkreisen (LK) in Hessen.

3.2.2 Teilnehmende Mitarbeitende
Die Altersspanne der 376 teilnehmenden Mitarbeitenden reichte von 19 bis 64

Jahren. Die meisten teilnehmenden Mitarbeitenden (33,5%) gehodrten zur

Altersgruppe der 50 bis 64-Jahrigen.
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In der Stadt Offenbach und dem Landkreis Gielen haben die meisten
Mitarbeitenden pro 100.000 Einwohner an der Studie teilgenommen (siehe

Abbildung 9).
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Abbildung 9: Ubersicht tber die Anzahl an teilnehmenden Mitarbeitenden pro

100.000 Einwohnern nach kreisfreien Stadten und Landkreisen (LK) in Hessen.

3.3 Charakterisierung der Abstrichproben

Die Gesamtzahl der getesteten Abstrichproben betrug 13.273. Davon waren
7.366  (55,5%) Wangenschleimhautabstriche und  5.907  (44,5%)
Analschleimhautabstriche (siehe Abbildung 10).

Mit insgesamt 9.057 getesteten Abstrichproben kam der grofite Anteil (68,2%)
von teilnehmenden Kindern. Die teilnehmenden Mitarbeitenden haben insgesamt

4.216 (31,8%) Abstrichproben eingesendet.
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Abbildung 10: Ubersicht (iber die Anzahl der getesteten Abstrichproben.

Die Anzahl der abgegebenen Abstrichproben variierte nach Studienwoche
analog zur Anzahl der Teilnehmenden (siehe Abbildung 11). Uber die Dauer der
Studie blieb das Verhaltnis von  abgegebenen  Wangen- zu

Analschleimhautabstrichen annahrend unverandert.
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Abbildung 11: Ubersicht Uber die Anzahl der getesteten Abstrichproben nach

Kalenderwochen. Abbildung nach Hoehl, Kreutzer et al. modifiziert.%®

Der grofdte Anteil von Abstrichproben stammte von Kindern zwischen drei und
funf Jahren (siehe Tabelle 6). Wahrend von den 0 bis 2-Jahrigen noch annahernd
so viele Anal- wie Wangenschleimhautabstriche (48% Analschleimhautabstriche)
eingesendet wurden, wird dieser Anteil mit zunehmendem Alter der
Teilnehmenden geringfugig kleiner (45% Analschleimhautabstriche bei den 3 bis
5-Jahrigen und 6 bis 8-Jahrigen). Der Anteil der Analschleimhautabstriche ist bei

den Mitarbeitenden am geringsten gewesen (42% Analschleimhautabstriche).
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Tabelle 6: Ubersicht tiber die getesteten Abstrichproben nach Altersgruppen.

Altersgruppe der Wangenschleim- Analschleim- Gesamt-
Studienteilnehmenden hautabstriche hautabstriche anzahl

0 bis 2-Jahrige 691 634 1.325

3 bis 5-Jahrige 3.820 3.142 6.962

6 bis 8-Jahrige 257 214 471

Alter unbekannt (Kinder) 173 126 299

18 bis 64-Jahrige 2.425 1.791 4.216

Die Abgabehaufigkeiten nach Studienteilnehmenden variierten je nach
Abnahmeort, aber nicht wesentlich zwischen den Kindern und Mitarbeitenden.
Die durchschnittliche Anzahl an Wochen, in denen die Teilnehmenden
mindestens einen Wangenschleimhautabstrich zur Testung abgegeben haben,
betrug sechs fur Kinder und sieben fur Mitarbeiter. Im Durchschnitt wurden funf
Analschleimhautabstriche von Kindern sowie Mitarbeitenden zur Verfugung

gestellt.

3.3.1 Ergebnisse der RT-PCR-Testung

Mit der Multiple Swab Methode wurden 13.273 Abstrichproben in insgesamt
1.416 Pools per RT-PCR auf SARS-CoV-2 getestet. Davon waren 783 Pools
(55,3%) aus Wangen- und 633 Pools (44,7%) aus Analschleimhautabstrichen
zusammengesetzt.

Insgesamt wurde nur ein Pool aus Wangenschleimhautabstrichen per RT-PCR
positiv auf SARS-CoV-2 getestet (Pool-Nr. 1), da beide PCR-Ziele detektiert
werden konnten (siehe Tabelle 7). In vier Pools aus Wangen- (Pool-Nr. 4 bis 7)
und zwei Pools aus Analschleimhautabstrichen (Pool-Nr. 2 und 3) wurde nur
jeweils eine Genregion nachgewiesen. Diese Pools wurden daher als
grenzwertig auf SARS-CoV-2 bewertet (siehe Tabelle 7).

Die Spanne der Ct-Werte der positiv und grenzwertig getesteten Pools (Pool-Nr.
1 bis 7) reichte von 38,03 bis 30,47. Bei den sieben positiv oder grenzwertig
getesteten Pools wurde jede Probe des Pools nochmals einzeln mittels RT-PCR
auf SARS-CoV-2 getestet.

Die Einzeltestungen bestatigten einen Wangenschleimhautabstrich als positiv
und je einen Wangen- und einen Analschleimhautabstrich als grenzwertig. Diese

Falle wurden gemal} Infektionsschutzgesetz dem zustandigen Gesundheitsamt
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gemeldet. Alle weiteren grenzwertigen Pool-Ergebnisse lieRen sich in der

Einzeltestung nicht bestatigen (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Charakterisierung der positiven oder grenzwertigen RT-PCR-

Testungen im Pool und in der Einzeltestung.

Pool- Ab- Pool-PCR-Testung Einzel-PCR-Testung Meldung
Nr. strich-  Ct- Ergebnis Ct- Ergebnis an das
ort Werte Werte Gesund-
heitsamt
1 Wange 32,72 positiv 34,80 positiv erfolgt
(E-Gen) (E-Gen)
30,47 33,80
(ORF-1) (ORF-1)
2 Anal 36,50 grenzwertig 37,51 grenz- erfolgt
(E-Gen) (E-Gen) wertig
3 Anal 36,08 grenzwertig - negativ -
(E-Gen)
4 Wange 38,03 grenzwertig - negativ -
(E-Gen)
5 Wange 34,72 grenzwertig 36,57 grenz- erfolgt
(E-Gen) (E-Gen) wertig
6 Wange 35,74 grenzwertig - negativ -
(ORF-1)
7 Wange 37,49 grenzwertig - negativ -
(E-Gen)

Daraus folgt, dass von 7.366 getesteten Wangenschleimhautabstrichen in 7.364
(99,97%; 95% CI: 99,90-100) SARS-CoV-2-RNA nicht nachgewiesen werden
konnte. Von 5.907 getesteten Analschleimhautabstrichen wurde in 5.906 keine
SARS-CoV-2-RNA nachgewiesen (99,98%; 95% CI: 99,91-100).

Die Zuordnung der positiv oder grenzwertig getesteten Einzelproben ergab, dass

die drei Abstrichproben von zwei Mitarbeiterinnen stammten. Keine getestete
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Abstrichprobe eines teilnehmenden Kindes erwies sich als positiv oder

grenzwertig.

3.3.2 Beschreibung der in der Studie ermittelten Falle

Der erste Fall der Studie ereignete sich bei einer asymptomatischen
Mitarbeiterin, in deren Wangen- sowie Analschleimhautabstrich SARS-CoV-2-
RNA detektiert werden konnte. Im Wangenschleimhautabstrich wurden beide
PCR-Zielregionen nachgewiesen, im Analschleimhautabstrich lediglich das E-
Gen. Zum Zeitpunkt der Untersuchung wusste die Studienteilnehmerin nichts von
der Infektion und hat in der Kindertagesstatte Kinder betreut. In der Folge wurde
die Infektion der Mitarbeiterin durch unabhangige Tests bestatigt und die
Kindertagesstatte auf Anordnung des zustandigen Gesundheitsamtes zeitweise

geschlossen.

Ein zweiter Fall ereignete sich in einer anderen Kindertagesstatte ebenfalls bei
einer Mitarbeiterin. Es wurde SARS-CoV-2-RNA in einer PCR-Region (E-Gen)
eines Wangenschleimhautabstrichs detektiert. Auch dieses Ergebnis konnte laut
zustandigem Gesundheitsamt durch unabhangige Untersuchungen bestatigt
werden. Die Studienteilnehmerin gab auRerdem einen Analschleimhautabstrich
zur Testung ab, in welchem sich jedoch keine Virusbestandteile nachweisen
lieRen. Die Mitarbeiterin hatte sich bereits nach Abgabe der Proben in Isolation
begeben und die Kindertagesstatte nicht besucht. Auch diese Einrichtung wurde

durch das zustandige Gesundheitsamt fur eine Quarantane geschlossen.

3.4 Validitat der Abstriche

Von den 13.273 getesteten Abstrichproben wurden 1.149 zufallig ausgewahlt und
mittels RT-gPCR zur Uberpriifung der praanalytischen Validitat der von
Sorgeberechtigten bzw. Mitarbeitenden entnommenen Abstriche auf humane
GAPDH mRNA untersucht. Die Stichprobe reprasentiert 8,7% aller gesammelten
Abstriche. Insgesamt wurden Abstriche von 85,9% der Studienteilnehmenden auf
GAPDH mRNA getestet. Von den getesteten Abstrichproben waren 800 (70%)
Wangen-, und 349 (30%) Analschleimhautabstriche. GAPDH mRNA konnte in
715 (89,4%; 95% CI: 87,03-91,42) der getesteten Wangenschleimhautabstriche
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und in 162 (46,42%, 95% Cl: 41,09-51,8) der getesteten

Analschleimhautabstrichen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 8).

Die Ct-Werte der RT-PCR fur GAPDH mRNA lagen fur
Wangenschleimhautabstriche im Mittel bei 31,05 (Standardabweichung * 3,04)
und fur die Analschleimhautabstriche bei 34,16 (Standardabweichung + 3,12).

Tabelle 8: Ubersicht Uber die Ergebnisse der Testung auf GAPDH mRNA in einer
Stichprobe der getesteten Abstrichproben.

Anzahl RT-PCR-Testung auf GAPDH

getesteter mRNA

Proben Positiv In% Negativ In %
Wangenschleimhautabstriche 800 715 89,4 85 10,6
Analschleimhautabstriche 349 162 46,4 187 53,6
Gesamt 1.149 877 76,3 272 23,7

3.5 Inzidenzen in Hessen wahrend der Studie

Im Hinblick auf die Entwicklungen der Pandemie kann festgehalten werden, dass
die Studie wahrend eines Zeitraums mit niedriger Inzidenz von Infektionen mit
SARS-CoV-2 durchgefuhrt worden ist. Wahrend der Studiendauer reichte die
Spanne der 7-Tage-Inzidenzwerte in Hessen von 3,34 bis 21,99 Falle pro
100.000 Einwohner in der Gesamtbevolkerung. Uber die Studienlaufzeit ist ab
KW26 ein stetiger Anstieg der Inzidenz zu beobachten, die in KW34 einen
Hochstwert pro 100.000 Einwohner von 21,99 in der Gesamtbevdlkerung, 12,77
bei den 18 bis 64-Jahrigen und 22,67 bei den 0 bis 7-Jahrigen erreichte. (siehe
Abbildung 12).
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Abbildung 12: Ubersicht iber die 7-Tages-Inzidenz von SARS-CoV-2-Infektionen

in Hessen nach Kalenderwochen.

Der erste in der Studie ermittelte Fall ereignete sich in Kalenderwoche 26 im
Rheingau-Taunus-Kreis. Zu diesem Zeitpunkt betrug die lokale 7-Tage-Inzidenz
von SARS-CoV-2 Infektionen in der Gesamtbevdlkerung 3,42 Falle pro 100.000
Einwohner (siehe Abbildung 13). Mit 1,77 pro 100.000 Einwohner lag die 7-
Tages-Inzidenz bei 18 bis 64-Jahrigen dabei deutlich unter der fur 0 bis 7-Jahrige
(15,25 Falle pro 100.000 Einwohner).
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Abbildung 13: Ubersicht iber die 7-Tages-Inzidenz von SARS-CoV-2-Infektionen
im Rheingau-Taunus-Kreis nach Kalenderwochen. Der rote Pfeil indiziert die KW

in der ein Fall detektiert werden konnte.

Der zweite in der Studie ermittelte Fall ereignete sich in Kalenderwoche 34 im
Landkreis Gro3-Gerau. Die lokale 7-Tage-Inzidenz von SARS-CoV-2-Infektionen
betrug 35,94 Falle pro 100.000 Einwohner in der Gesamtbevdlkerung (siehe
Abbildung 14). Mit 39,3 Fallen pro 100.000 Einwohner lag die 7-Tage-Inzidenz
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bei 18 bis 64-Jahrigen hoher, bei den 0 bis 7-Jahrigen mit 26,18 Fallen pro

100.000 Einwohner niedriger als bei der Gesamtbevolkerung.

50 l
C§340—
S5 € 30
580 20 -
sceR
3610 |H]_nm IH
229 om0 . an | [l B
87(?9 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
S0
g % E Kalenderwoche

m Gesamtbevolkerung ©O0-7 Jahre 018 - 64 Jahre

Abbildung 14: Ubersicht iber die 7-Tages-Inzidenz von SARS-CoV-2-Infektionen
im Landkreis Gro3-Gerau nach Kalenderwochen. Der rote Pfeil indiziert die KW

in der ein Fall detektiert werden konnte.

3.6 Ergebnisse der Befragung von Sorgeberechtigten und Mitarbeitenden
Allen Studienteilnehmenden wurden am Ende der Studienlaufzeit Fragebdgen
zur Einschatzung verschiedener Aspekte der Studie ubermittelt. Von 1.235
Studienteilnehmenden bzw. deren Sorgeberechtigten wurden 813 Fragebdgen
ausgefullt, retourniert und ausgewertet. Davon waren 557 (69%) teilnehmende
Kinder betreffend. Das entspricht einer Teilnahmequote von 65% unter den
Sorgeberechtigten aller teilnehmenden Kinder. 256 (31%) Fragebdgen wurden
von Mitarbeitenden beantwortet, was 68% aller an der Studie teilnehmenden

Mitarbeitenden reprasentiert (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht tGber den Fragebogenriicklauf von Sorgeberechtigten
teilnehmender Kinder und Mitarbeitenden.

Sorgeberechtigte  Mitarbeitende

Anzahl retournierter Fragebdgen (in %) 557 (69%) 256 (31%)
Teilnahmequote innerhalb der jeweiligen 65% 68%
Kohorte

46



Ergebnisse

3.6.1 Einschatzung der Abstrichmethoden durch die Sorgeberechtigten

In einem Teil des Fragebogens wurden die Sorgeberechtigten der teiinehmenden
Kinder daruber befragt, fir wie kindgerecht sie die Abstrichmethoden vor der
Studie und bei Studienende hielten.

Uber 90% der Sorgeberechtigte schatzen laut dem Fragebogen den
Wangenschleimhautabstrich vor Studienbeginn als eine ,sehr kindgerechte“ oder
seher kindgerechte” Untersuchung ein (siehe Abbildung 15). Diese Einordnung
nahmen Sorgeberechtigte von teilnehmenden Kindern aller Altersgruppen vor,
wobei der grofdte Anteil (74%) von Sorgeberechtigten 6 bis 8-Jahriger die
Untersuchung fur ,sehr kindgerecht® empfand. Der Anteil derer, die den
Wangenschleimhautabstrich fur ,eher nicht kindgerecht® oder ,uberhaupt nicht
kindgerecht® hielt, nahm mit dem Alter der teilnehmenden Kinder ab.

Den Analschleimhautabstrich hielt vor Studienbeginn etwa die Halfte der
Sorgeberechtigten der teilnehmenden 0 bis 2-Jahrigen (50%) und der 3 bis 5-
Jahrigen (47%) fur eine ,sehr kindgerechte® oder ,eher kindgerechte”
Untersuchung (siehe Abbildung 15). Bei den 6 bis 8-Jahrigen lag dieser Anteil
bei 41%. Der Anteil derer, die den Analschleimhautabstrich fur ,uberhaupt nicht

kindgerecht® hielten, stieg mit dem Alter an.
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Wie haben Sie vor Studienbeginn die Abstriche flir Kinder im Krippen-
und Kindergartenalter eingeschatzt?

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich
4: 8% 1; 2% 4; 8% 6; 12%
‘ 20;
40%
0 bis 2 Jahre
. 0,
21; 42% 19; 38%
25;50%
26; 8% 5; 1% 38; 12% 38; 12%

\ "
3 bis 5 Jahre 177:
131; 39% 52% 116; 35%
137; 42%

3;:7% 0; 0% 5: 13% 5;13%

v

6 bis 8 Jahre 8 19%

11; 28%
31; 19; 48%
74%
= Sehr kindgerecht Eher kindgerecht
Eher nicht kindgerecht = Uberhaupt nicht kindgerecht

Abbildung 15: Auswertung der Frage an Sorgeberechtigte teiinehmender Kinder

nach ihrer Einschatzung der Abstrichmethoden vor Studienbeginn.

Bei Studienende stuften fast alle Sorgeberechtigten den
Wangenschleimhautabstrich als ,sehr kindgerecht® oder ,eher kindgerecht” ein
(siehe Abbildung 16). Lediglich 1 bis 4 % der Sorgeberechtigen hielten die
Untersuchung nach Studienende fur ,eher nicht kindgerecht® oder ,uberhaupt
nicht kindgerecht®.

Im Vergleich zum Studienbeginn hat sich die Einschatzung des
Analschleimhautabstrichs bei den Sorgeberechtigten der 0 bis 2-Jahrigen kaum
verandert (siehe Abbildung 16 ). In den Altersgruppen der 3 bis 5- sowie 6 bis 8-
Jahrigen hingegen haben sich die Anteile an Sorgeberechtigen, die den
Analschleimhautabstrich als ,eher kindgerecht® oder ,kindgerecht einstuften, um

11% bzw. 9% erhdht. Zu beobachten ist jedoch auch, dass im Vergleich zur
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Einschatzung vor Studienbeginn mehr Sorgeberechtigte aller Altersgruppen die

Untersuchung fur ,uberhaupt nicht kindgerecht® hielten.

Stimmen Sie heute folgender Aussage zu?
"Der Mund-Abstrich ist eine kindgerechte Untersuchung." bzw.
"Der Po-Abstrich ist eine kindgerechte Untersuchung."

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich
1:2% 1;2% 5: 10% 11: 21%
12; 23% ‘

0 bis 2 Jahre
. 0,
. 0,
. 125;6 1; 0% 54;16% 76;23%
’ 0
3 bis 5 Jahre
87;26%
201: 85% 116; 35%
1; 2% . ;
3:.7% a0 7,17% 6: 14%
6 bis 8 Jahre

14; 33% 15; 36%
38;90%

= Stimme vollig zu = Stimme eher zu = Stimme eher nicht zu = Stimme nicht zu

Abbildung 16: Auswertung der Frage an Sorgeberechtigte teiinehmender Kinder
nach ihrer Einschatzung der Abstrichmethoden nach Studienende. Die
Bezeichnungen ,Mund-Abstrich® bzw. ,,Po-Abstrich“ beziehen sich auf den
Wangen- bzw. den Analschleimhautabstrich. Die Zeitangabe ,Heute" bezieht

sich auf einen Zeitpunkt nach Studienende.

In einem weiteren Teil des Fragebogens wurden die Sorgeberechtigten dartber
befragt, wie sich die Abstrichmethoden in ihren Alltag integrieren lie3en.

Die Auswertung =zeigt, dass sich der Wangenschleimhautabstrich bei
teiinehmenden Kindern aller Altersgruppen insgesamt ,,gut” oder ,eher gut® in den

morgendlichen Alltag integrieren liel? (siehe Abbildung 17). Lediglich 6% bzw. 3%
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der Sorgeberechtigten von Kindern der Altersgruppe 0 bis 2- bzw. 3 bis 5-
Jahrigen stufte die morgendliche Durchflhrbarkeit als ,eher schlecht® ein.

Den Analschleimhautabstrich hielt die Mehrheit der Sorgeberechtigten fur ,gut®
oder ,eher gut® in den Alltag integrierbar. Der Anteil derjenigen Kinder, bei denen
sich die Untersuchung ,schlecht® in den Alltag integrieren liel3, nahm mit dem

Alter der teilnehmenden Kinder zu.

Wie lieRBen sich die Abstriche in Ihren morgendlichen Alltag integrieren?

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich
3;6% 0;0% 4; 8%
10; 19% ‘ 15; 30%
0 bis 2 Jahre 16 32%
39; 75%
15:30%
9; 3%0; 0%
48:14% i mm. 52; 16%
3 bis 5 Jahre 41:13% '. 149; 45%
287; 83% 86; 26%
0; 0% 0; 0% .
9; 21% 7:18% r1e
6 bis 8 Jahre "
7;18%
33;79% 18; 46%

= Gut = Ehergut = Eherschlecht = Schlecht

Abbildung 17: Auswertung der Frage an Sorgeberechtigte teiinehmender Kinder

nach der Integrierbarkeit der Abstrichentnahmen.

Um die Eignung der Abstrichmethoden als Untersuchung bei Kindern
festzustellen, waren auRerdem Fragen zum Befinden der teilnehmenden Kinder
wahrend der Abstrichentnahme Teil des Fragebogens.

Den Wangenschleimhautabstrich hielt die Mehrheit der Sorgeberechtigten der
teiinehmenden Kinder aller Altersgruppen als ,zu keiner Zeit* oder ,selten”

unangenehm (siehe Abbildung 18). Der grof3te Anteil derer, die angegeben
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haben, die Abstrichentnahme ,gelegentlich® (19%) bzw. ,haufig® (8%) als
unangenehm zu empfinden, fand sich in der Altersgruppe der 0 bis 2-Jahrigen.
Generell nahmen diese Anteile mit zunehmendem Alter der Kinder ab.

Der Analschleimhautabstrich wurde dagegen von der Mehrheit ,gelegentlich®
oder ,haufig“ als unangenehm fir die teilnehmenden Kinder eingestuft. Vor allem
Sorgeberechtigte jungerer Kinder hielten die Untersuchung fur ,haufig® fur die

Kinder unangenehm.

Hat Ihr Kind die Abstriche als unangenehm empfunden?

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich
4; 8% 6; 12%
9; 19% ‘ ' 5, 10%
. 23;
0 bis 2 Jahre 28, 47%
11; 23% 58%
15; 31%
11; 3% . 180
50: 15% 59; 18%
‘ 106; 33%
3 bis 5 Jahre
41:12% 71;22%
242,
73% 83; 26%
1; 2% 5;13%
6; 14% - 299
6 bis 8 Jahre ° ‘ 11; 29% '
5;12% 7;18%
42;
71% 15; 39%

= Zu keiner Zeit = Selten Gelegentlich = Haufig

Abbildung 18: Auswertung der Frage an Sorgeberechtigte teiinehmender Kinder,

ob das Kind die Abstrichentnahmen unangenehm fand.

Aulerdem wurden die Sorgeberechtigten dazu befragt, ob die teilnehmenden
Kinder die Untersuchung als schmerzhaft empfunden haben. Dabei gab es nur
geringe Unterschiede zwischen den Altersgruppen (siehe Abbildung 19).

Der Wangenschleimhautabstrich wurde fast durchweg als ,zu keiner Zeit” oder

.Selten” schmerzhaft eingeschatzt. Lediglich in der Altersgruppe der 0 bis 2-
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Jahrigen gaben 4% der Sorgeberechtigten an, die Untersuchung als
»gelegentlich® schmerzhaft fur die teilinehmenden Kinder einzustufen.

Der Analschleimhautabstrich hingegen wurde zwar von einer Mehrheit als ,zu
keiner Zeit"* oder ,selten” schmerzhaft empfunden, jedoch gaben je nach Alter der
teiinehmenden Kinder 20 bis 27% der Sorgeberechtigten an, dass die
Untersuchung von ihrem Kind als ,haufig“ schmerzhaft empfunden wurde. 20 bis
29% der Sorgeberechtigten stuften den Analschleimhautabstrich als

~.gelegentlich® schmerzhaft fur ihr Kind ein.

Hat Ihr Kind die Abstriche als schmerzhaft empfunden?

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich

2;4% 0:0%

3;6% 8;20%
4 16; 39%
0 bis 2 Jahre 13: 20%
47;90% 12; 32%
14;4%. . 3 1%,
_ 1;0% 67; 27%
3 bis 5 Jahre ‘ 137; 55%
50; 20%
326, 95% 63, 25%
-202 0; 0% (- 0o
1;2% ° 0; 0% 7:23%
6 bis 8 Jahre ‘ 15: 48%
9; 29%
41; 98% 7; 23%

= Zu keiner Zeit = Selten Gelegentlich = Haufig

Abbildung 19: Auswertung der Frage an Sorgeberechtigte teiinehmender Kinder,

ob das Kind die Abstrichentnahmen schmerzhaft fand.

3.6.2 Einschatzung der Abstrichmethoden durch die Mitarbeitenden
Auch teilnehmende Mitarbeitenden wurden am Ende der Studie zu den

Abstrichmethoden befragt.
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Analog zu den Ergebnissen der Befragung Sorgeberechtigter gaben tber 90%
der an der Befragung teilnehmenden Mitarbeitenden an, den
Wangenschleimhautabstrich ,gut® in ihren morgendlichen Alltag integrieren zu
konnen (siehe Abbildung 20 ).

Auch den Analschleimhautabstrich hielt die Mehrheit der Mitarbeitenden fur ,gut”
(75%) oder ,eher gut (16,8%) integrierbar.

Wie lieRen sich die Abstriche in Ihren morgendlichen Alltag integrieren?

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich

0,4%
8,2% 0,0% 589 2:4%
16,8%

91,4% 75,0%
mGut wEhergut = Eherschlecht mSchlecht

Abbildung 20: Auswertung der Frage an Mitarbeitende nach ihrer Einschatzung
zur  Integrierbarkeit der  Abstrichmethoden in die  Morgenroutine
(Wangenschleimhautabstrich: N= 256, Analschleimhautabstrich: N= 208).

Aulerdem wurde im Fragebogen abgefragt, ob Mitarbeitende die
Abstrichentnahmen als unangenehm oder sogar schmerzhaft empfunden haben.
Den Wangenschleimhautabstrich hielt die Mehrheit (86%) der an der Befragung
teilnehmenden Mitarbeitenden flr ,zu keiner Zeit* (78%) oder ,selten“ (8,3%)
unangenehm (siehe Abbildung 21). Lediglich 3,1% gaben an, die
Abstrichentnahme ,haufig“ als unangenehm zu empfinden.

Der Analschleimhautabstrich wurde ebenfalls von der Mehrheit der
Mitarbeitenden als ,selten” (19,3%) oder ,zu keiner Zeit* (41,1%) unangenehm
eingestuft (siehe Abbildung 21). Allerdings berichteten auch 10,6% der an der
Befragung teilnehmenden Mitarbeitenden, dass sie die Untersuchung ,haufig”

unangenehm fanden.
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Haben Sie die Abstriche als unangenehm empfunden?

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich
10,6% 31% 10.6%
8,3% ‘ 41,1%
29,0%
0,
78,0% 19,3%

m Zu keiner Zeit = Selten Gelegentlich mHaufig

Abbildung 21: Auswertung der Frage an Mitarbeitende ,Haben Sie die Abstriche
als unangenehm empfunden?“ (Wangenschleimhautabstrich.: N= 254,
Analschleimhautabstrich: N= 207).

Als schmerzhaft empfanden 97,2% den Wangenschleimhautabstrich ,zu keiner
Zeit“ und 2,4% gaben an, ,selten“ Schmerzen verspurt zu haben (siehe Abbildung
22).

Auch den Analschleimhautabstrich hielt die Mehrheit der Sorgeberechtigten fur
,ZU keiner Zeit* (73,9%) bzw. ,selten” (12,6%) schmerzhaft. Allerdings gaben
2,6% an, die Untersuchung fur ,haufig“ schmerzhaft zu halten und 10,6% fanden

sie ,gelegentlich® schmerzhaft.

Haben Sie die Abstriche als schmerzhaft empfunden?

Wangenschleimhautabstrich Analschleimhautabstrich
2,9%

0,

0,4%
24% | _0,0% 10,6%

12,6%

73,9%

97,2%

m Zu keiner Zeit = Selten Gelegentlich mHaufig

Abbildung 22: Auswertung der Frage an Mitarbeitende ,Haben Sie die Abstriche
als schmerzhaft empfunden?“ (Wangenschleimhautabstrich: N= 254,
Analschleimhautabstrich: N= 207).

54



Ergebnisse

3.6.3 Ausschluss von SARS-CoV-2-Infektionen auRerhalb der Studie

Im Fragebogen wurde auRerdem abgefragt, ob aufl3erhalb der Studie eine SARS-
CoV-2-Infektion oder COVID-19-Erkrankung bei Studienteilnehmenden
festgestellt wurde. Alle Teilnehmenden der Befragung haben dies verneint.

Die Auswertung des Fragebogens ergab aulerdem, dass bei keinem der
Teilnehmenden eine SARS-CoV-2-Infektion oder COVID-19-Erkrankung im
Haushalt detektiert wurde. 1,4% der teilnehmenden Kinder und 2,7% der
teiinehmenden Mitarbeitenden hatten laut Fragebogen wahrend der

Studienlaufzeit wissentlich Kontakt zu einer mit SARS-CoV-2 infizierten Person.

3.6.4 Aufenthalt im Ausland

21% der an der Befragung teilnehmenden Sorgeberechtigten gaben an, dass ihre
teiinehmenden Kinder wahrend der Studienteilnahme im Ausland gewesen seien
(siehe Tabelle 10). 4,2% davon haben sich in einem Land aufgehalten, welches
zu der Zeit vom Robert-Koch-Institut (RKI) als Risikogebiet eingestuft wurde.
Von den teilnehmenden Mitarbeitenden haben 18% einen Auslandsaufenthalt
wahrend der Studie angegeben. Davon hielten sich 16% in einem Risikogebiet

auf.

Tabelle 10: Auswertung der Frage nach Aufenthalten von Studienteilnehmern im
Ausland wahrend der Studiendauer.
Anzahl der Befragten, die die Antwort
~Ja“ gegeben haben (Anteil in %)
Sorgeberechtigte Mitarbeitende

Aufenthalt im Ausland wahrend der 118 (21,2%) 45 (17,6%)
Studie
davon Aufenthalt in einem 5 (4,2%) 7 (15,6%)
Risikogebiet'

! Ein Risikogebiet galt dann als solches, wenn das Gebiet zur Zeit des Aufenthaltes des
Studienteilnehmenden vom Robert-Koch-Institut als Risikogebiet definiert war.
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3.6.5 Wunsch nach regelmaBiger Testung

Es lasst sich feststellen, dass die Mehrheit der Sorgeberechtigten teilnehmender
Kinder sowie Mitarbeitenden einer regelmafdigen, Selbsttestung auf SARS-CoV-
2 auch aulierhalb der Studie positiv gegenubersteht (siehe Abbildung 23). Der
Anteil derer, die sich eine regelmallige Selbsttestung eher nicht oder nicht
wulnschen, liegt bei den Sorgeberechtigten bei 12% und bei den Mitarbeitenden
bei 8,2%.

Stimmen Sie folgender Aussage zu?
»+Auch aufierhalb dieser Studie wirde ich mir eine regelmaflige Testung
auf SARS-CoV-2 durch selbst entnommene Abstriche wiinschen.”

Sorgeberechtigte teilnehmender Kinder Mitarbeitende
7.9% 4,1% 4,7% 3.5%
‘ 18,0% ‘
24.8%
63,2%
72,3%
m Stimme vollig zu Stimme eher zu Stimme eher nichtzu  ®m Stimme nicht zu

Abbildung 23: Auswertung der Frage nach dem Wunsch einer regelmafigen
Selbsttestung auf SARS-CoV-2 (Sorgeberechtigte: N= 557, Mitarbeitende: N=
252).

3.7 Auswertung der Meldeblatter zu nicht abgegebenen Proben

Uber ein Meldeblatt sollten Griinde fiir das Nichtabgeben von Proben
nachvollziehbar gemacht werden. Wahrend der Studienlaufzeit wurden 969
Mitteillungen von Studienteilnehmern freiwillig sowohl Uber die Meldeblatter als
auch uber E-Mail an das Studienteam gesendet.

Am haufigsten als Grund fur das Nichtabgeben von Proben wurde mit 69,1% aller
registrierten Mitteilungen das Nichtbesuchen der Kindertagesstatte genannt
(siehe Abbildung 24). Davon gaben 50% zusatzlich an, im Urlaub gewesen zu
sein und 8,3% teilten mit, aufgrund einer akuten Erkrankung die Einrichtung nicht
besucht zu haben.

Weitere Grunde fur das Nichtabgeben von Proben waren die Verweigerung der
Abstrichentnahme durch das Kind (2,3%), das Auftreten einer SARS-CoV-2-
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Infektion im Umfeld des Studienteilnehmenden (0,2%), das Beenden der
Studienteilnahme (6,4%) oder ein anderer Grund (22%).

35% derer, die einen anderen Grund angaben, spezifizierten, die
Abstrichentnahme vergessen zu haben. 9% derer, die einen anderen Grund
angaben, hatten die Zeit in der Kindertagesstatte aufgrund eines Wechsels der

Einrichtung oder eines Wechsels auf die Grundschule beendet.

22%
7%
0,2%
2% 69%
KiTa nicht besucht Abstrichentnahme verweigert
SARS-CoV-2 im Umfeld m Studienteilnahme beendet

= Anderer Grund

Abbildung 24: Auswertung der Meldeblatter zu nicht abgegebenen Proben (N=
969).
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4 Diskussion

Mit der SAFE-KiDS-Studie wurde ein populationsbezogener, prospektiver Ansatz
zur Sammlung epidemiologischer Daten zur Verbreitung von SARS-CoV-2 unter
Kindern in Kindertagesstatten verfolgt. Insgesamt liegen aus dieser
Untersuchung nun fur 859 Kinder und 379 Mitarbeitende aus 50 reprasentativen
Kindertagesstatten Daten zur Ausscheidung von viralem Material vor. Dabei
wurden die Studienteilnehmenden im Sommer 2020 Uber einen Zeitraum von 12
Wochen und zwei Tagen einmal pro Woche sowohl auf respiratorische als auch
auf gastrointestinale Ausscheidung untersucht.

Wahrend der Studiendauer wurde in keinem der 4.941 Wangen- und 4.116
Analschleimhautabstriche von insgesamt 859 teilnehmenden Kindern SARS-
CoV-2-RNA nachgewiesen. Insgesamt wurden zwei der 2.425 Wangen- und
einer der 1.791 Analschleimhautabstriche von 376 teilnehmenden
Mitarbeitenden positiv auf SARS-CoV-2 getestet. Zwei dieser Proben wurden zu
einem Zeitpunkt mit einer niedrigen Inzidenz von Infektionen mit SARS-CoV-2
detektiert und konnten einer Mitarbeiterin zugeordnet werden. Entsprechend
unserer Erwartung stieg die Inzidenz durch die hessischen Sommerferien
wahrend der Durchfuhrung der Studie. In der ersten Woche nach Ende der
Urlaubszeit wurde eine weitere Probe einer Mitarbeiterin positiv auf SARS-CoV-

2 getestet.

4.1 Inwieweit nehmen Kinder im Rahmen der SARS-CoV-2-Pandemie am
Infektionsgeschehen teil?
Zum Zeitpunkt der Studiendurchfihrung war die Inzidenz von SARS-CoV-2
Infektionen im Allgemeinen gering, variierte aber je nach Region und
Kalenderwoche zwischen 0 und 66 Fallen pro 100.000 Einwohner. Die
Ergebnisse unserer Studie sind daher dringend im Kontext der weitgehend
geringen Inzidenz von Infektionen mit SARS-CoV-2 in der Bevdlkerung zu
interpretieren. Die hochste 7-Tages-Inzidenz wurde wahrend der Studienzeit mit
66 Fallen pro 100.000 Einwohner in der Stadt Offenbach in Kalenderwoche 34
gemeldet. Obwohl aus Offenbach die meisten Studienteilnehmenden
eingeschlossen werden konnten, wurden in den Kindertagesstatten der Stadt
Offenbach keine Infektionen mit SARS-CoV-2 wahrend der Studienzeit detektiert.
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Trotz des haufig asymptomatischen Verlaufes einer Infektion mit SARS-CoV-2
und der schwierigeren Umsetzung von allgemeinen Schutz- und
Hygienemalinahmen unter Kindern konnten wir keine Hinweise auf unentdeckte
Infektionsketten bei den an der Studie teilnehmenden Kindern feststellen. Diese
Befunde deuten darauf hin, dass - unter den Bedingungen des eingeschrankten
Regelbetriebs in Kindertagesstatten und der insgesamt niedrigen Inzidenz von
Infektionen mit SARS-CoV-2 - der Besuch in der Kindertagesstatte kein erhdhtes

Risiko fur eine in der Einrichtung erworbene Infektion darstellte.

Studien, die ebenfalls durchgeflihrt worden sind, wahrend VOC noch nicht
vorherrschend waren, fanden ebenfalls keine Hinweise darauf, dass
Kindertagesstatten eine entschiedene Rolle in der Verbreitung des Virus in der
Bevolkerung spielen. Zwar wurde von Fallen berichtet, in denen Kinder in einer
Kindertagesstatte eine SARS-CoV-2 Infektion erworben haben, die sie im
Folgenden an Angehdrige ihres Haushalts Ubertragen haben®7°, jedoch schien

es sich nicht um ein haufiges Ereignis zu handeln.”-"3

Leider hat sich die Situation in Kindertagesstatten mit der Verbreitung der
Virusvarianten gewandelt. In verschiedenen Studien zu Ausbrichen von
Infektionen mit der Beta-Variante von SARS-CoV-2 in Kindertagesstatten konnte
gezeigt werden, dass mit Ausbreitung der Variante die Infektionsrate unter
Kindern gestiegen ist.>3% Auch von einer kalifornischen Grundschule wurde
berichtet, in der sich 26 Kinder nach dem Kontakt mit einer Lehrerin angesteckt
haben, die positiv auf die Delta-Variante von SARS-CoV-2 getestet wurde.”* Vor
dem Hintergrund der in dieser Studie ebenfalls beobachteten hdheren
Infektionsrate wird vor der héheren Ubertragbarkeit der Delta-Variante bei
Kindern gewarnt. Daher ist dringend zu beachten, dass die SAFE-KiDS-Studie
wahrend einer Zeit durchgefuhrt wurde, in welcher der durch Varianten
hervorgerufene Anteil von Infektionen mit SARS-CoV-2 sehr gering war. In
Deutschland herrschte im Sommer 2020 der SARS-CoV-2-Genotyp mit
Vorganger-Mutation vor. Noch in der ersten Kalenderwoche des Jahres 2021
machten Infektionen mit VOC nur 2% aller Infektionen aus.”® Seit dem ersten
registrierten Fall einer Infektion mit der Virusvariante Alpha (B.1.1.7) in

Deutschland im Dezember 2020 hat sich diese Variante rasant verbreitet.'?
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Mittlerweile wurden neben Alpha noch viele weitere Varianten klassifiziert; seit
Januar 2022 ist die Variante Omikron (B.1.1.529) in Deutschland dominierend.
Da neuere Untersuchungen zeigen, dass diese Varianten eine hohere
Ubertragbarkeit haben, kénnen die Ergebnisse unserer Studie nicht auf das
heutige Virusgeschehen lbertragen werden.'? Loenenbach et al. und Dattner et
al. schlussfolgern, dass sowohl die Suszeptibilitat als auch die Infektiositat von
Kindern im Vergleich zur Zeit vor Auftreten der Alpha-Variante wesentlich hoher

sind.51.53

Die Aktivitdt von anderen respiratorischen Erregern war wahrend der
Studiendauer ebenfalls niedrig. Kinder mit Symptomen einer Infektion der oberen
Atemwege, die Uber eine laufende Nase hinausgingen, waren dem Strategieplan
des Hessischen Ministeriums fur Soziales und Integration zum eingeschrankten
Regelbetrieb in Kindertagesstatten folgend vom Besuch der Einrichtungen
ausgeschlossen worden. Dementsprechend gehen wir davon aus, dass alle
Kinder zum Zeitpunkt der Testung asymptomatisch waren. Auch Milani et al.
haben gezeigt, dass Kinder ohne Symptome von COVID-19 selbst in einer
Region mit einer sehr hohen COVID-19-Belastung nur selten positiv auf SARS-
CoV-2-RNA getestet wurden.”®

Dennoch kann der Ausschluss von Kindern mit Symptomen von
Atemwegsinfektionen wichtig sein, um das Risiko von unentdeckten
Ubertragungsketten von SARS-CoV-2 in der Kindertagesstatte zu reduzieren.
Dies ist im Herbst und Winter von grof3erer Relevanz als im Sommer, da die
Saisonalitat respiratorischer Erreger inklusive der saisonalen Coronaviren dann
zu einer hohen Pravalenz von Infektionen der oberen Atemwege fiihren kann.””
Dies limitiert die Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse auf diese Zeitrdume. Eine
Studie zur Verbreitung von SARS-CoV-2 Infektionen in Kindertagesstatten und
den zugehdrigen Haushalten aus Berlin suggeriert jedoch, dass auch bei
starkerer Symptompravalenz und hoherer SARS-CoV-2-Inzidenz Kinder im

Krippen- und Kindergartenalter keine Treiber der Pandemie waren.”®

Die einzigen zwei Falle von SARS-CoV-2-Ausscheidung, die in unserer Studie
nachgewiesen wurden, konnten Mitarbeiterinnen zugeordnet werden. Auch in

Berichten aus Polen und den USA schienen Angehodrige des Personals der
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Indexpatienten in Clustern zu sein, die aus Kindertagesstatten gemeldet
wurden.5%70.74 Dies steht im Einklang mit einer weiteren amerikanischen Studie,
nach der Mitarbeitende mit Exposition in der Kinderbetreuung wahrend der
frihen Pandemie keinem erhohten Risiko ausgesetzt waren, sich bei Kindern
anzustecken.”® Die Anzahl der in unserer Studie bei Mitarbeitenden detektieren
Falle war zu gering, um daraus Schlussfolgerungen zu ziehen. Weitere
Untersuchungen sind daher notwendig, um zu determinieren, ob ein Screening
von Mitarbeitenden bei der Verhinderung von Ausbrichen von SARS-CoV-2 in

Kindertagesstatten wirksam sein konnte.

Eine Starke dieser Studie ist die Verteilung der teilnehmenden
Kindertagesstatten Uber 23 der 26 Versorgungsgebiete in Hessen. Die Betonung
des Rhein-Main-Gebiets im Sudden Hessens spiegelt dabei die hohe
Bevodlkerungsdichte in diesem Ballungsraum wider. Einrichtungen aus sowohl
groRstadtischen als auch landlichen Regionen mit unterschiedlichen
soziodkonomischen und Migrationshintergrinden sowie Aktivitat von SARS-

CoV-2 konnten in die Studie eingeschlossen werden.

Weiterhin spricht fur die zugrundeliegende Studie, dass trotz der gro3en Anzahl
von durchgefuhrten Tests kein einziger falsch-positiver Befund beobachtet
wurde. Beide in unserer Studie detektierten Falle konnten spater durch
unabhangige Tests bestatigt werden. Nicht ausgeschlossen werden kdnnen
jedoch  falsch-negative  Ergebnisse.  Allerdings hat  keiner  der
Studienteilnehmenden, die an einer Umfrage am Ende der Studie teilgenommen
haben, angegeben, aulerhalb der Studie ein positives Testergebnis fur SARS-

CoV-2 erhalten zu haben.

Ein die Aussagekraft der Studie limitierender Faktor ist die Altersspanne der in
der Studie untersuchten Kinder. Aufgrund von unterschiedlichem Verhalten, aber
auch wegen immunologischer und physiologischer Unterschiede kdnnen die
Studienergebnisse nicht auf altere Kinder und Jugendliche, und auch nicht auf

Schulen, Ubertragen werden.
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Ein weiterer Umstand limitiert die Ubertragbarkeit der Ergebnisse unserer Studie.
Seit Impfstoffe gegen eine Infektion mit SARS-CoV-2 verfugbar sind, wurde mehr
als 76% der deutschen Bevolkerung zweifach geimpft. Mehr als 62% haben
bereits eine Dosis zur Auffrischung erhalten (Stand November 2022).8° Ab
Februar 2021 wurden Mitarbeitende in der Betreuung von Kindern in der
Impfreihenfolge priorisiert.2" Damit wurde das Risiko, dass Mitarbeitende
Indexpatienten in Kindertagesstatten sind, reduziert. Seit Empfehlung der
Impfung gegen SARS-CoV-2 auch fur Kinder ab funf Jahren durch die Standige
Impfkommission wurden in Deutschland 19% der 5 bis 11-Jahrigen zweifach
geimpft. Fur Kinder unter funf Jahren gibt es keine generelle Impfempfehlung,
allerdings wird die Grundimmunisierung ab sechs Monaten fur Kinder mit
gewissen  Vorerkrankungen empfohlen. (Stand November 2022).%7
Dementsprechend gehoren Kindertagesstatten weiterhin zu Orten, an denen sich

Gruppen ohne Impfschutz zusammenfinden.

Die Studienteilnahme war fur alle Studienteilnehmenden freiwillig. Dies kann zu
einer Selektionsverzerrung gefuhrt und auch den Hawthorne-Effekt verursacht
haben. Familien, die sich fur die Teilnahme an der Studie entschieden haben,

zeigen moglicherweise ein defensiveres Verhalten in der Pandemie.

Aufgrund der geringen Anzahl von SARS-CoV-2-Nachweisen in der Studie kann
nicht analysiert werden, ob die GroRe der Einrichtung, die Anzahl oder das Alter
der betreuten Kinder einen Einfluss auf das Infektionsgeschehen in den

Kindertagesstatten hat.

4.2 Stellt die Dual-Swab Methode fiir das Screening von Kindern eine
kinderfreundlichere Alternative zum naso-/oropharyngealem Abstrich
dar?

Wangenschleimhautabstriche weisen eine im Vergleich zum naso-

/oropharyngealen Abstrich geringere Sensitivitat auf. Kam et al. konnten dies in

einer Untersuchung von mit SARS-CoV-2 infizierten Kindern demonstrieren, in

der Infektionen durch den Wangenschleimhautabstrich nicht entdeckt worden
waren, im weiteren Verlauf jedoch durch einen nasopharyngealen Abstrich

bestatigt werden konnten.?’
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Dies bedingt auch, dass durch das kurzere diagnostische Fenster bei einer
wochentlichen Testung vermutlich nicht alle Infektionen detektiert werden
konnen. Ziel der Durchfuhrung der Testungen wahrend der Studie mittels Dual-
Swab-Methode war also die Verlangerung des Zeitraums, in dem eine Infektion
mit SARS-CoV-2 nachgewiesen werden kann. Xiao et al. haben gezeigt, dass
Stuhlproben bei einer SARS-CoV-2-Infektion Ianger virales Material enthalten als
respiratorische Proben.' Daher haben wir zuséatzlich die gastrointestinale
Ausscheidung observiert. Wir glauben, auf diese Weise das Risiko reduziert zu
haben, eine inapparente Virusausscheidung von Kindern in Kindertagesstatten

nicht zu erkennen.

Die Ergebnisse der Auswertung des Fragebogens lassen Ruckschlisse auf die
Eignung der Abstriche zu. FlUr 65% aller teilnehmenden Kinder wurde ein
Fragebogen retourniert. Dabei muss beachtet werden, dass die Umfrage freiwillig
war und Sorgeberechtigte vermutlich nur einen Fragebogen ausgeflllt haben,
auch, wenn mehrere ihrer Kinder an der Studie teilgenommen haben.

Da sich der Groldteil der Sorgeberechtigten daflr ausgesprochen hat, dass der
Wangenschleimhautabstrich eine kinderfreundliche Abstrichmethode ist, gehen
wir davon aus, dass die Abstrichentnahme ohne signifikantes Verletzungsrisiko
fur das Kind durchgefuhrt werden konnte. Zudem sprachen die Ergebnisse der
Umfrage dafur, dass der Wangenabstrich fur die Kinder keine unangenehme
Untersuchung darstellt und nur selten mit Schmerzen einhergeht.

Der Analschleimhautabstrich hingegen wurde von den Sorgeberechtigten
teiinehmender Kinder sowie Mitarbeitenden haufiger als nicht kinderfreundlich
und unangenehm bzw. schmerzhaft beschrieben. Trotzdem hat sich die Mehrheit
ebenfalls  fur den  Analschleimhautabstrich ausgesprochen. Als
Screeningmethode hat jedoch auch dieser Abstrich seine Limitationen. Xu et al.
weisen darauf hin, dass eine langere Ausscheidung von viralem Material in
gastrointestinalen Proben nicht gleichbedeutend mit einer verlangerten Phase
der Infektiositat ist.?® AuRerdem muss bei dem gastrointestinalen Nachweis von
SARS-CoV-2 von einer residualen Ausscheidung ausgegangen werden, was die
Verwendbarkeit als Screening-Tool deutlich einschrankt.?® Wie auch Li et al.

schlussfolgern, sollte daher der Analschleimhautabstrich nur in Kombination mit
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anderem Probenmaterial ausgewertet werden, um das Ergebnis in Kontext

setzen zu kénnen.?’

Die Ergebnisse der Auswertung der abgegebenen Meldeblatter zu nicht
abgegebenen Proben unterstreichen, dass die Abstrichenthahme fur die
Studienteilnehmenden prinzipiell eine geeignete Methode darstellte. Von 969
abgegebenen Meldeblattern indizierten nur 2,3%, dass die Verweigerung der
Abstrichentnahme durch das Kind Grund fur das Nichtabgegeben einer Probe

gewesen sei.

Im Hinblick auf die Durchfuhrbarkeit und Akzeptanz stellt die Sammlung von
Speichelproben mittels der sogenannten Lolli-Methode eine Alternative fur ein
Screening von Kindern dar.8? Wie Joachim et al. in einer groRen multizentrischen
Studie demonstrieren konnten, war die Testung mittels Lolli-Methode schnell
durchfuhrbar, nicht fehleranfallig und fur die haufige Wiederholung geeignet.
Auch gegenluber dem Wagenschleimhautabstrich zeigten sich besonders
hinsichtlich der Akzeptanz unter Kindern und Mitarbeitenden Vorteile. Es konnten
aullerdem Hinweise abgeleitet werden, dass durch fehlerhafte Durchfihrung der
Wangenscheimhautabstriche durch Sorgeberechtigte oder Mitarbeitende
weniger Infektionen detektiert werden konnten als bei einer Testung durch die
Lolli-Methode.8?

Die Teilnahmebereitschaft an unserer Studie war in den verschiedenen
Kindertagesstatten  unterschiedlich  ausgepragt. Dies kann diverse
gruppenspezifische, soziobkonomische und kulturelle Grinde haben, welche im

Rahmen dieser Studie jedoch nicht analysiert wurden.

4.3 Ist die eigenstindige Abstrichentnahme bzw. Testung durch
Sorgeberechtigte eine geeignete Alternative zur Probengewinnung
durch medizinisches Personal wahrend der Pandemie?

Zunachst kann festgehalten werden, dass die Mehrheit der

Studienteilnehmenden der Selbsttestung positiv gegenlbersteht. Dies zeigt die

Auswertung des Fragebogens.
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Bei dem Wangenschleimhautabstrich handelt es sich um eine
Untersuchungsmethode, die durch die Studienteilnehmenden bzw. deren
Sorgeberechtigte erfolgreich durchgefuhrt werden konnte. Dies zeigte sich an
dem grofRen Anteil an Proben, bei denen sich mRNA fur GAPDH als Marker fur
akzeptable praanalytische Qualitat in ausreichenden Mengen nachweisen lief3.
Der Analschleimhautabstrich wurde in unserer Studie lediglich in 46,4% der Falle
in ausreichender Qualitat entnommen.

Eine Limitation dieser Studie war, dass Informationen Uber die Studie nur auf
Deutsch zur Verfugung gestellt wurden. Ein Video mit einer Anleitung zur
Durchfihrung der Abstrichentnahme wurde zwar mit englischen Untertiteln
versetzt, dennoch fuhrte dies wahrscheinlich zu einer Unterreprasentation von
Familien mit anderen Muttersprachen als Deutsch. Durch Verstandnisprobleme

kann die Qualitat der Abstrichentnahme gemindert worden sein.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass der Wangenschleimhautabstrich bei
Kindern das Potential fur die eigenstandige, hausliche Durchfihrung birgt. Wie
fur Probenmaterial von den vorderen Nasenschleimhauten oder dem Rachen
bereits gezeigt, kann so der Verbrauch von PPE im Hinblick auf
Ressourcenknappheit gemieden und das zusatzliche Ansteckungsrisiko fur
nosokomiale Infektionen verringert werden.3-8% Ricci et al. haben in einer Studie
die Vorteile von Selbsttest mithilfe von vorderen Nasenschleimhautabstrichen
untersucht und fiir essenziell wahrend einer Krise befunden.8

In einer amerikanischen Studie wurde bei Patienten mit geringer Viruslast bei
selbst durchgefiihrten nasalen Abstrichen falsch-negative Ergebnisse erhoben.83
Da auch in unserer Studie die Ct-Werte der berichteten Falle durchweg hoch
waren und wir falsch-negative Ergebnisse nicht sicher ausschlieen konnen,
erkennen wir dies als klare Limitation der Selbsttests an. Daher schliefl3en wir uns
der Uberlegung an, Selbsttests vor allem fir den Zweck eines Screenings zu

empfehlen.

4.4 Schlussfolgerungen
Unsere Studie deutet darauf hin, dass das Screening asymptomatischer, kleiner

Kinder in einem Zeitraum vor Auftreten der VOC und mit geringer Inzidenz von
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Infektionen mit dem SARS-CoV-2-Genotyp mit Vorganger-Mutation aufgrund der
aullerordentlich niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit wahrscheinlich unwirksam
ist, um Ausbriche zu verhindern.

Trotz der Limitationen der dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie konnten zwei
mit SARS-CoV-2 infizierte  Mitarbeiterinnen aus zwei hessischen
Kindertagesstatten identifiziert werden und somit die Infektionsketten mutmallich

unterbrochen werden.

Die Ergebnisse unserer Studie unterstutzen die Entscheidung, Kindern im
Krippen- und Kindergartenalter in Hessen in einem Niedriginzidenzzeitraum
sowie bei bestehenden Schutz- und Hygienemalnahmen eine Betreuung
anzubieten. Dies sehen wir insbesondere bei Betrachtung der negativen
Auswirkungen einer ausbleibenden fruhkindlichen Bildung sowie Sozialisation

auf die betroffenen Kinder und Familien.

Den Ergebnissen des Fragebogens nach zu urteilen, ist der
Wangenschleimhautabstrich eine kinderfreundliche Abstrichmethode, die
praktikabel und fur Krippen- und Kindergartenkinder weitestgehend angenehm
ist. Aufgrund der geringen Sensitivitat kann dieser Abstrich jedoch nicht als
alleiniges Screening-Tool empfohlen werden. Eine Alternative mit ahnlichem

Vorteilsprofil konnte die Lolli-Methode darstellen.

Wie die Ergebnisse der RT-gPCR-Testung auf GAPDH-mRNA zeigen, hat die
hausliche Durchfuhrung des Wangenschleimhautabstrichs das Potential,
wahrend der Pandemie das Gesundheitssystem durch Selbsttestungen zu
entlasten.

Auch der Analschleimhautabstrich sowie die Untersuchung von Stuhlproben
haben durch das lange diagnostische Fenster eine berechtigte Rolle in der
Diagnostik von SARS-CoV-2-Infektionen. Unsere Studie deutet jedoch darauf
hin, dass zur Sicherstellung einer ausreichenden Abstrichqualitat die Enthahme
von medizinischem Personal durchgefuhrt werden sollte. Gleichzeitig mussen
der haufige Nachweis von bereits abgelaufenen Infektionen sowie die
Einschatzung des Analschleimhautabstrichs als ,unangenehme® Methode als

klare Einschrankungen beachtet werden.
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Um den Lebensbereich der Kindertagesstatten wieder sicher und konstant
verfugbar zu machen, mussen weitere Projekte zur Aufklarung von
Verbreitungsmechanismen sowie zur Beteiligung von Kindern am
Infektionsgeschehen implementiert und die Ergebnisse laufender Studien
abgewartet werden.

Dabei ist besonderes Augenmerk auf Studien zu legen, welche die Dynamik von
Infektionen mit SARS-CoV-2-Varianten unter Kindern untersuchen. AulRerdem
sind Untersuchungen zur Frage, inwieweit das Screening von Mitarbeitenden zur

Verhutung von Ausbrichen in Kindertagesstatten wirksam ist, sinnvoll.

Die ganze Tragweite der langfristigen Folgeerscheinungen ist aktuell noch nicht
ersichtlich. Eine zunehmende Haufung von Patienten, die unter ,Long COVID"
leiden, macht jedoch bereits jetzt deutlich, dass die Charakterisierung von
Langzeitfolgen auch bei Kindern essenziell ist. Zur besseren Einschatzbarkeit ist
eine einheitliche Definition von Noten sowie der Einschluss von Kindern in
Studien zu ,Long COVID®“. Ergebnisse der verschiedenen Projekte zu diesem
Thema bleiben abzuwarten. Es gilt dringend, Praventionsstrategien zu

entwickeln und Screeningmethoden zu explorieren.

Zu Beobachten bleibt auf’erdem, wie die bisher durch die Europaische
Arzneimittelagentur zugelassenen und generell fur Kinder ab 5 Jahren
empfohlenen Impfstoffe die epidemiologische Situation in Kindertagesstatten

andern.
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5 Zusammenfassung

Die SAFE-KiDS-Studie wurde vom 18. Juni bis zum 10. September 2020 vor dem
Hintergrund der Wiedereroffnung von Kindertagesstatten nach der ersten Welle
von Infektionen mit SARS-CoV-2 durchgefiihrt. Es sollten epidemiologische
Daten von Kindern und Mitarbeitenden in insgesamt 50 hessischen
Kindertagesstatten gesammelt werden, um die Bedeutung dieser Einrichtungen
fur das Infektionsgeschehen nach Aufnahme des eingeschrankten Regelbetriebs
zu beleuchten.

Als zentrale Untersuchungsmethode wurde die Dual-Swab Methode angewandt,
um herauszufinden, ob diese fur longitudinale Testungen bei Kindern geeignet
ist. Fur die Dual-Swab Methode wurden ein Wangen- sowie ein
Analschleimhautabstrich getestet, um sowohl die respiratorische als auch die
gastrointestinale Ausscheidung von SARS-CoV-2 zu erfassen. Alle freiwillig an
der Studie teilnehmenden Sorgeberechtigten und Mitarbeitenden wurden
gebeten, bei ihren Kindern, bzw. sich selbst, wochentlich die Abstrichentnahme
durchzufihren. Ziel war es, zu quantifizieren, wie haufig es zu inapparenten
Infektionen in diesem Setting kommt. Es sollte zudem untersucht werden, ob die
eigenstandige Abstrichentnahme bzw. Testung durch Sorgeberechtigte eine
geeignete Alternative zur Probengewinnung durch medizinisches Personal
wahrend der Pandemie darstellt.

859 Kinder im Alter zwischen 3 Monaten und 8 Jahren sowie 376 Mitarbeitende
nahmen an der Studie teil. Insgesamt wurden 13.273 Abstriche, davon 7.366
Wangen- und 5.907 Analschleimhautabstriche, untersucht. Es konnte lediglich
bei zwei Studienteilnehmenden und in insgesamt 3 Abstrichen eine SARS-CoV-
2 Infektion nachgewiesen werden. Bei beiden Personen handelte es sich um
Mitarbeiterinnen. Bei keinem der an der Studie teilnehmenden Kinder konnte eine
respiratorische oder gastrointestinale Ausscheidung von SARS-CoV-2
nachgewiesen werden. In einer Befragung am Ende der Studie wurde keine
weitere, nicht in der Studie erfasste Infektion mit SARS-CoV-2 angegeben.

Das Ergebnis der Studie spricht dafir, dass Kindertagesstatten in einem
Zeitraum mit vergleichsweise niedriger Inzidenz von SARS-CoV-2 in Hessen
wahrend der Studiendauer kein relevantes Reservoir fur SARS-CoV-2 darstellen

und inapparente Infektionen bei Kindern selten vorkamen. Aul3erdem Iasst sich
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daraus schliel3en, dass das Risiko fur eine Infektion in diesen Einrichtungen unter
den wahrend der Studienzeit durchgefuhrten Malinahmen bei begrenzter

Aktivitat in der Bevdlkerung als niedrig einzustufen war.

English version:

The SAFE-KiIDS study was conducted from June 18 to September 10, 2020
against the backdrop of the reopening of daycare centers after the first wave of
infections with SARS-CoV-2 in Germany. Epidemiologic data were to be collected
from children and staff in 50 daycare centers in Hesse, Germany, to shed light on
the significance of these facilities during the pandemic after resumption of
operations with safety regulations in place.

The dual-swab method was used as the central research method to find out
whether it is suitable for longitudinal testing in children. For the dual-swab
method, a buccal swab as well as an anal swab were tested to detect both
respiratory and gastrointestinal shedding of SARS-CoV-2. All participating
caregivers and staff were asked to perform the swab collection on their children,
or themselves respectively, on a weekly basis. The aim was to quantify how often
inapparent infections occur in this setting. In addition, it was to be assessed
whether independent smear collection or testing by caregivers is a suitable
alternative to sample collection by medical staff during the pandemic.

859 children between the ages of 3 months and 8 years and 376 staff members
participated in the study. A total of 13,273 swabs (7,366 buccal and 5,907 anal
swabs) were examined. SARS-CoV-2 infection was detected in only two study
participants and in a total of 3 swabs. Both individuals were female employees.
No respiratory or gastrointestinal shedding of SARS-CoV-2 was detected in any
of the children participating in the study. In a questionnaire at the end of the study,
no other SARS-CoV-2 infection not recorded in the study was reported.

The result of the study suggests that day-care centers are not a relevant reservoir
for SARS-CoV-2 during the pre-VOC period and with comparatively low incidence
of SARS-CoV-2 in Hesse. It can also be stated that the occurrence of inapparent
infections as well as the risk for infection in these facilities can be considered low
under the measures implemented during the study period with limited SARS-

CoV-2 activity in the population.
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7 Anhang

7.1 Dokumente

7.1.1 Informationen fiir Studienteilnehmende

'~ . g * Institut fiir Medizinische Virologie
UNIVERSITATS &2 \/ 11'01‘ Universitétsklinikum Frankfurt
KLINIKUM FRANKFURT Paul-Ehrlich-Str. 40
60596 Frankfurt

Die SAFE KiDS Studie

SARS-CoV-2 Frih-Erkennung in KiTas durch Dual Swabs
Informationen fiir die Sorgeberechtigten

Sehr geehrte Sorgeberechtigten, liebe Kinder,

vielen Dank flr die Bereitschaft, an unserer Studie zu SARS-CoV-2, dem Erreger der Er-
krankung COVID-19 teilzunehmen. 1500 Kinder und deren Erzieher*innen aus 60 Kinderta-
gesstatten (KiTas) in Hessen sollen Uber einen Zeitraum von 3 Monaten wéchentlich auf das
SARS Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) untersucht werden. Das Hessische Ministerium fiir So-
ziales und Integration ist der Auftraggeber der Studie und finanziert diese auch. Die wissen-
schaftliche Federfiihrung erfolgt durch das Institut fir Medizinische Virologie am Universi-
tatsklinikum Frankfurt.

Zweck der Studie

In den nachsten Wochen wird es mehr Kindern méglich sein, hessische Kindertagesstatten
zu besuchen. In der Pandemie von SARS-CoV-2, dem Erreger von COVID-19 besteht noch
groRe Unsicherheit darUber, wie geféahrdet Kinder und Personal in den Kindertagesstatten
sind, dort mit dem Virus in Kontakt zu kommen. Eine Infektion verlauft bei Kindern und Ju-
gendlichen haufig mild, oft werden auch gar keine Symptome bemerkt. Es kann aber auch in
allen Altersgruppen zu sehr schweren oder gar tédlichen Verlaufen kommen. Todesfalle sind
jedoch hauptsachlich bei alteren Menschen mit Vorerkrankungen zu beklagen.

Zusammen mit dem Hessischen Sozialministerium fihren wir am Institut fir Medizinische
Virologie am Universitatsklinikum Frankfurt hierzu eine Studie durch: Die SAFE KiDS Stu-
die. Ziel ist es, ein effektives System zu etablieren, um Kinder auf Infektionen mit dem Virus
zu Uberwachen, und Daten zur Haufigkeit von Infektionen bei Kindern im Kindergartenalter in
Hessen zu sammeln. Diese Studie soll dazu beitragen, SARS-CoV-2 Infektionen in Kitas
sichtbar zu machen. So soll ermittelt werden, wie haufig in hessischen KiTas mit dem Auftre-
ten von Infektionen bei duRerlich gesunden Kindern zu rechnen ist. 60 Kindertagesstatten
wurden hierzu vom Hessischen Statistischen Landesamt ausgewahlt, Ihre Kindertagesstatte
ist eine von diesen.

Etwa 25 Kinder lhrer KiTa sowie deren Erzieher*innen sollen hierfiir wochentlich auf SARS-
CoV-2 untersucht werden. Dies soll mit Abstrichen erfolgen, die die Eltern zu Hause vor dem
Besuch der KiTa durchfiihren. Zum einen soll ein Abstrich der Mundschleimhaut, zum ande-
ren ein Analabstrich durch die Eltern durchgefiihrt werden. Hintergrund des Analabstriches
ist, dass sich diese Methode als sehr zuverlassig in der Erkennung von Infektionen mit die-
sem Virus, insbesondere bei sehr jungen Kindern, erwiesen hat. Die Abstriche werden an
einem zuvor festgelegten Wochentag durch Mitarbeiter unseres Instituts in der KiTa abge-
holt.

1 Die SAFE KiDS-Studie
Informationen fiir die Sorgeberechtigten, Versions-Nr. 5, 03.07.2020
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Ereiwilligkeit

Die Teilnahme ist freiwillig. Sie kénnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, lhre Teil-
nahmebereitschaft widerrufen.

Ablauf der Studie

Die Kinder, die an dieser Studie teilinehmen, sollen einmal wdchentlich auf SARS-CoV-2 ge-
testet werden. Hierfiir wird bei dem Kind am Morgen vor dem Zéhneputzen und bevor etwas
gegessen oder getrunken wurde zunéachst ein Abstrich der Mundschleimhaut durchgefiihrt.
Dazu wird ein Tupfer, der Ihnen zuvor ausgehandigt wurde, aus der Verpackung genommen,
und dem Kind im Mund unter drehenden Bewegungen auf der Wangenschleimhaut wieder-
holt auf beiden Seiten auf- und abbewegt. Der Tupfer wird in das Réhrchen zuriickgesteckt.
AnschlieRend wird ein zweiter, steriler Tupfer entnommen. Dieser Tupfer wird durch einen
Sorgeberechtigten dem Kind sanft etwa einen Zentimeter in den Anus eingefiihrt, gedreht,
und wieder herausgezogen. Auch diese Untersuchung ist in der Regel schmerzfrei, kann
aber als peinlich empfunden werden. Falls der Abstrich von den Kindern als unangenehm
empfunden wird, da der Wattetupfer sehr trocken ist, diirfen Sie den Tupfer vor Benutzung
gern mit Wasser etwas anfeuchten. Es ist uns sehr wichtig, dass die Kinder die Untersu-
chung so angenehm wie mdglich erleben.

Der zweite Abstrichtupfer wird dann in das zweite Réhrchen zurlickgesteckt. Die beiliegen-
den Etiketten werden auf die Rohrchen geklebt. Auf dem Etikett werden die Probanden-
nummer (wird in der KiTa bekannt gegeben) sowie der Abstrichort (M fir Mund, P fur Po)
vermerkt, sodass die Probe hinterher sicher zugeordnet werden kann. Untenstehend finden
Sie den Link zu einem kurzen Video, was Ihnen weitere Informationen gibt.

Die beiden Réhrchen mit den Tupfern werden anschlieRend (bei der ersten Testung zusam-
men mit der ausgefiillten Einwilligungserklarung) in einen Briefumschlag gegeben und in der
KiTa in eine dafiir vorgesehene Kiste gelegt, und von einem Transportunternehmen abgeholt
und in das Labor (Institut fir Medizinische Virologie, Universitatsklinikum Frankfurt) gebracht.
Es erfolgt dann eine Testung der Proben mittels Genomnachweis (PCR) von SARS-CoV-2.
In dem Fall eines positiven Nachweises wird das zustandige Gesundheitsamt die Familie
informieren, und notwendige MaRnahmen in die Wege leiten. Diese kénnen dann auch eine
hausliche Isolierung des Kindes und von Kontaktpersonen beinhalten.

Bitte beachten Sie, dass ein negativer Befund nicht mit Sicherheit ausschlieRt, dass die un-
tersuchte Personen mit dem Virus infiziert und ansteckend ist. Konsequenzen fiir das Verhal-
ten in- oder aufRerhalb der KiTa lassen sich nicht ableiten.

Die Studie endet 3 Monate nach den ersten erfolgten wochentlichen Abstrichen.

Kurzes Anleitungsvideo
mit deutschen Untertiteln:

Kurzes Anleitungsvideo
mit englischen Untertiteln:

Md&gliche Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen

Die Durchfiihrung des Abstriches sowohl der Wangenschleimhaut als auch des Anus durch
einen flexiblen Abstrichtupfer ist in der Regel schmerzfrei. Verletzungsgefahr besteht bei der
Anwendung von grober Kraft, oder bei vorbestehender Verletzung im Bereich der Mundhdhle
oder des Anus. In diesem Fall soll keine Testung erfolgen. Bitte versuchen Sie ansonsten
beide Abstriche durchzufiihren. Sollte ihr Kind eine der Abstrichentnahmen verweigern oder

2 Die SAFE KiDS-Studie
Informationen flir die Sorgeberechtigten, Versions-Nr. 5, 03.07.2020

80



Anhang

diese aus anderen Griinden nicht durchfiihrbar sein, ist auch die Abgabe nur einer der Pro-
ben hilfreich.

Mdglicher Nutzen aus lhrer Teilnahme an der Studie

Durch diese Studie sollen zum einen wertvolle epidemiologische Daten zum Auftreten von
SARS-CoV-2 in KiTa-Gruppen erhoben werden, zum anderen soll gegenlber dem tiefen
Nasen- oder Rachenabstrich eine fiir das Kind sanftere Diagnostikmethode etabliert werden.
Durch die Teilnahme hat lhr Kind selbst aber keine direkten Vorteile, auRer der etwaigen
friihzeitigen Erkennung einer Infektion mit dem Virus SARS-CoV-2.

Zur Teilnahme an der Studie erhalten Sie heute folgende Unterlagen und folgendes
Material:

dieses Informationsblatt, das auch die Anleitung fiir die Probenentnahme beinhaltet.

den Brief des hessischen Ministers fir Soziales und Integration sowie unserer Direktorin des
Institut fiir Medizinische Virologie, Universitétsklinikum Frankfurt

eine Einwilligungsklérung, die fir die gesamte Studiendauer gilt. Sie geben uns damit die Er-
laubnis, jede Woche die Proben zu testen, die mit der Kita- und Probandennummer lhres Kin-
des (fur Mitarbeiter*innen: mit Ihrer Kita- und Probandennummer) beklebt ist. Bitte beachten
Sie, dass die Einwilligungserklarung vollstandig ausgefiillt und unterschrieben sein muss,
sonst kann leider keine Testung erfolgen.

Zwei Testrohrchen/Tupfer fiir den ersten Probenentnahmetag. Jede/r Proband*in erhalt vor
einem Probeentnahmetag zwei Tupfer, um einen Mund- und einen sog. Po-Abstrich durchzu-
fihren (nahere Infos zu diesen Abstrichen finden Sie unter ,Ablauf der Studie®).

die Etikettenbdgen fiir die Testrohrchen. Jede/r Proband*in erhalt einen kompletten Etikettbo-
gen mit 30 Klebeetiketten, die jeweils mit der Kita-Nr. und der Probanden-Nr. beschriftet sind.
Die Etiketten werden nach Probenentnahme auf die Testréhrchen mit den Tupfern geklebt
und von dem Probanden ausgefillt. Ein Etikettenbogen soll von einem/r Probend*in fir alle
abzugebenden Proben benutzt werden soll, so dass der/die Proband*in fiir die gesamte Stu-
diendauer die gleiche Probanden-Nr. beibehalt. Das ist sehr wichtig.

Ein ,Meldeblatt zu nicht abgegebenen Proben“. Wir sind fiir die Auswertung der Studie sehr
interessiert daran, zu erfahren, weshalb Proben nicht abgegeben werden. Deshalb erhalten
Sie dieses Meldeblatt, das Sie ausfiillen und abgeben kénnen, wenn an einem Tag oder Uber
einen gewissen Zeitraum keine Probe abgeben wird. Sie kdnnen alternativ auch einfach eine
E-Mail an safe-kids@kgu.de schicken und unter der Angabe der Probandennummer berich-
ten, weshalb keine Probe abgegeben wurde (z.B. Urlaub, Abstrich verweigert, ...).

Ansprechpartner

Wenn Sie Fragen zu dieser Studie haben, wenden Sie sich bitte an:

Prof. Dr. med Sandra Ciesek

oder

Dr. med. Sebastian Hoehl E-Mail: safe-kids@kgu.de
Institut fir Medizinische Virologie

Université:\tsklinikum Frankfurt Studien-Hotline: 01511-719 2263
Paul Ehriich Str. 40 Montag bis Freitag 09:00 bis 17:00 Uhr

D-60596 Frankfurt am Main
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. o . Institut fir Medizinische Virologie
UNIVERSITKTS@ verlOl’?g 1€ Universitatsklinikum Frankfurt
KLINIKU(M FRANKFURT Paul-Ehrlich-Str. 40

GOETHE-UNIVERSITAT

60596 Frankfurt

Die SAFE KiDS Studie

SARS-CoV-2 Frih-Erkennung in KiTas durch Dual Swabs

Informationen fiir die KiTa-Mitarbeiter*innen

Liebe Mitarbeiter*innen der Kindertagesstatte,

vielen Dank flr die Bereitschaft, an unserer Studie zu SARS-CoV-2, dem Erreger der
Erkrankung COVID-19 teilzunehmen. 1500 Kinder und deren Erzieher*innen aus 60
Kindertagesstatten (KiTas) in Hessen sollen Uber einen Zeitraum von 3 Monaten wdchentlich
auf das SARS Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) untersucht werden. Das Hessische Ministerium
fir Soziales und Integration ist der Auftraggeber der Studie und finanziert diese auch. Die
wissenschaftliche Federflihrung erfolgt durch das Institut fur Medizinische Virologie am
Universitatsklinikum Frankfurt.

Zweck der Studie

In den nachsten Wochen wird es mehr Kindern méglich sein, hessische Kindertagesstatten
zu besuchen. In der Pandemie von SARS-CoV-2, dem Erreger von COVID-19 besteht noch
groRe Unsicherheit darUber, wie gefahrdet Kinder und Personal in den Kindertagesstatten
sind, dort mit dem Virus in Kontakt zu kommen. Eine Infektion verlauft bei Kindern und
Jugendlichen haufig mild, oft werden auch gar keine Symptome bemerkt. Es kann aber auch
in allen Altersgruppen zu sehr schweren oder gar tddlichen Verlaufen kommen. Todesfélle
sind jedoch hauptsachlich bei &lteren Menschen mit Vorerkrankungen zu beklagen.

Zusammen mit dem Hessischen Sozialministerium fiihren wir am Institut fir Medizinische
Virologie am Universitatsklinikum Frankfurt hierzu eine Studie durch: Die SAFE KiDS
Studie. Ziel ist es, ein effektives System zu etablieren, um Kinder auf Infektionen mit dem
Virus zu Uberwachen, und Daten zur Haufigkeit von Infektionen bei Kindern im
Kindergartenalter in Hessen zu sammeln. Diese Studie soll dazu beitragen, SARS-CoV-2
Infektionen in Kitas sichtbar zu machen. So soll ermittelt werden, wie haufig in hessischen
KiTas mit dem Auftreten von Infektionen bei duflerlich gesunden Kindern zu rechnen ist. 60
Kindertagesstatten wurden hierzu vom Hessischen Statistischen Landesamt ausgewahlt,
Ihre Kindertagesstatte ist eine von diesen.

Etwa 25 Kinder lhrer KiTa sowie deren Erzieher*innen sollen hierfiir wochentlich auf SARS-
CoV-2 untersucht werden. Dies soll mit Abstrichen erfolgen, die die Eltern zu Hause vor dem
Besuch der KiTa durchfuhren. Zum einen soll ein Abstrich der Mundschleimhaut, zum
anderen ein Analabstrich durch die Eltern durchgefihrt werden. Hintergrund des
Analabstriches ist, dass sich diese Methode als sehr zuverlassig in der Erkennung von
Infektionen mit diesem Virus, insbesondere bei sehr jungen Kindern, erwiesen hat. Die
Abstriche werden an einem zuvor festgelegten Wochentag durch Mitarbeiter unseres
Instituts in der KiTa abgeholt.

Wenn |hre Gruppe bei der Studie mitmacht, dann wiirden wir gern auch Sie als Erzieher*in

ebenfalls wochentlich auf SARS-CoV-2 testen. Die Abstriche hierfiir konnen Sie selbst
machen und sind schmerzlos.

Die SAFE KiDS-Studie
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Ereiwilligkeit

Die Teilnahme ist freiwillig. Sie kdénnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, lhre
Teilnahmebereitschaft widerrufen.

Ablauf der Studie

Die KiTa-Mitarbeiter*innen, die an dieser Studie teilnehmen, werden einmal wochentlich auf
SARS-CoV-2 getestet. Hierfur wird einmal pro Woche am Morgen, vor dem Zahneputzen
und bevor etwas gegessen oder getrunken wurde, ein Abstrich der Mundschleimhaut
durchgefiihrt. Dazu wird einer der zwei Tupfer, der lhnen ausgehandigt wurden, aus der
Verpackung genommen, und in lhrem Mund unter drehenden Bewegungen auf der
Wangenschleimhaut wiederholt auf- und abbewegt (Durchfiihrung auf beiden Seiten). Der
Tupfer wird dann in den vorgesehenen sterilen Behélter gelegt. AnschlieRend wird ein
zweiter, steriler Tupfer entnommen. Dieser Tupfer wird sanft etwa einen Zentimeter in den
Anus eingefuhrt, gedreht, und wieder herausgezogen. Diese Untersuchung ist in der Regel
schmerzfrei. Falls der Abstrich dennoch als unangenehm empfunden wird, da der
Wattetupfer sehr trocken ist, dirfen Sie den Tupfer vor Benutzung gern mit Wasser etwas
anfeuchten. Auch dieser Abstrichtupfer wird dann in den zweiten Behdlter sicher
verschlossen. Die beiliegenden Etiketten werden auf die Réhrchen geklebt.

Die beiden Réhrchen mit den Tupfern werden anschlielend (bei der ersten Testung
zusammen mit der ausgefuliten Einwilligungserklarung) in einen Briefumschlag gegeben und
in der KiTa dem dafur bereitgesteliten Personal Ubergeben, und und von einem
Transportunternehmen abgeholt und in das Labor (Institut fir Medizinische Virologie,
Universitatsklinikum  Frankfurt)  gebracht. Gleichzeitig  liefert lhnen  das
Transportunternehmen die Testréhrchen/Tupfer fur die darauf folgende Woche. Im Labor
erfolgt anschlielRend eine Testung der Proben mittels Genomnachweis (PCR) von SARS-
CoV-2.

In dem Fall eines positiven Nachweises wird Sie das zustédndige Gesundheitsamt
informieren, und notwendige Manahmen in die Wege leiten. Die kdnnen dann auch eine
hausliche Isolierung von lhnen und Ihren Kontaktpersonen beinhalten.

Bitte beachten Sie, dass ein negativer Befund nicht mit Sicherheit ausschlie3t, dass Sie
selbst, mit dem Virus infiziert und ansteckend sind. Konsequenzen fiir das Verhalten
auBerhalb der KiTa lassen sich nicht ableiten. Eine Infektion ist auch bei negativem Befund
maoglich.

Die Studie endet 3 Monate nach den ersten erfolgten wochentlichen Abstrichen.

Kurzes Anleitungsvideo

X 5 Kurzes Anleitungsvideo
mit deutschen Untertiteln:

mit englischen Untertiteln:

Md&gliche Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen

Die Durchfiihrung des Abstriches sowohl der Wangenschleimhaut als auch des Anus durch
einen flexiblen Abstrichtupfer ist in der Regel schmerzfrei. Verletzungsgefahr besteht bei der
Anwendung von grober Kraft, oder bei vorbestehender Verletzung im Bereich der Mundhéhle
oder des Anus. In diesem Fall soll keine Testung erfolgen. Bitte versuchen Sie ansonsten
beide Abstriche durchzufiihren. Auch die Abgabe nur einer der Proben hilfreich.
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Mdglicher Nutzen aus lhrer Teilnahme an der Studie

Durch diese Studie sollen zum einen wertvolle epidemiologische Daten zum Auftreten von
SARS-CoV-2 in KiTa-Gruppen erhoben werden, zum anderen soll gegenlber dem tiefen
Nasen- oder Rachenabstrich eine fiir die Kinder sanftere Diagnostikmethode etabliert
werden.

Durch die Teilnahme haben Sie aber keine direkten Vorteile, auer der etwaigen friihzeitigen
Erkennung einer Infektion mit dem Virus SARS-CoV-2.

Zur Teilnahme an der Studie erhalten Sie heute folgende Unterlagen und folgendes
Material:

dieses Informationsblatt, das auch die Anleitung fir die Probenentnahme beinhaltet.

einen Brief des hessischen Ministers fiir Soziales und Integration sowie unserer Direktorin des
Institut fur Medizinische Virologie, Universitatsklinikum Frankfurt

eine Einwilligungsklarung, die fir die gesamte Studiendauer gilt. Sie geben uns damit die
Erlaubnis, jede Woche die Proben zu testen, die mit der Kita- und Probandennummer lhres
Kindes (fir Mitarbeitersinnen: mit lhrer Kita- und Probandennummer) beklebt ist. Bitte
beachten Sie, dass die Einwilligungserklarung vollstandig ausgefillt und unterschrieben sein
muss, sonst kann leider keine Testung erfolgen.

Zwei Testrohrchen/Tupfer fiir den ersten Probenentnahmetag. Jede/r Proband*in erhalt vor
einem Probeentnahmetag zwei Tupfer, um einen Mund- und einen sog. Po-Abstrich
durchzufiihren (nahere Infos zu diesen Abstrichen finden Sie unter ,Ablauf der Studie®).

die Etikettenbégen fiir die Testréhrchen. Jede/r Proband*in erhalt einen kompletten
Etikettbogen mit 30 Klebeetiketten, die jeweils mit der Kita-Nr. und der Probanden-Nr.
beschriftet sind. Die Etiketten werden nach Probenentnahme auf die Testrohrchen mit den
Tupfern geklebt und von dem Probanden ausgefiillt. Ein Etikettenbogen soll von einem/r
Probend*in fiir alle abzugebenden Proben benutzt werden soll, so dass der/die Proband*in fir
die gesamte Studiendauer die gleiche Probanden-Nr. beibehalt. Das ist sehr wichtig.

Ein ,Meldeblatt zu nicht abgegebenen Proben“. Wir sind fiir die Auswertung der Studie sehr
interessiert daran, zu erfahren, weshalb Proben nicht abgegeben werden. Deshalb erhalten
Sie dieses Meldeblatt, das Sie ausfiillen und abgeben kénnen, wenn an einem Tag oder Uber
einen gewissen Zeitraum keine Probe abgeben wird. Sie kénnen alternativ auch einfach eine
E-Mail an safe-kids@kgu.de schicken und unter der Angabe der Probandennummer
berichten, weshalb keine Probe abgegeben wurde (z.B. Urlaub, Abstrich verweigert, ...).

Ansprechpartner
Wenn Sie Fragen zu dieser Studie haben, wenden Sie sich bitte an:

Prof. Dr. med Sandra Ciesek

oder

Dr. med. Sebastian Hoehl E-Mail: safe-kids@kgu.de

Institut fir Medizinische Virologie

Universitatsklinikum Frankfurt Studien-Hotline: 01511-719 2263

Paul Ehrlich Str. 40

D-60596 Frankfurt am Main Montag bis Freitag 09:00 bis 17:00 Uhr

Die SAFE KiDS-Studie
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7.1.2 Einwilligungserklarungen

UNIVERSITATS

KLINIKUM FRANKFURT Verl

gie

Institut flir Medizinische Virologie
Universitatsklinikum Frankfurt
Paul-Ehrlich-Str. 40

60596 Frankfurt

Die SAFE KiDS Studie

SARS-CoV-2 Frih-Erkennung in KiTas durch Dual Swabs

Einwilligungserklarung fiir die Kinder
tiber die gesamte Studiendauer

Nachname des Kindes (in Druckbuchstaben)*:
Vorname des Kindes (in Druckbuchstaben)*:
Geb.-Datum des Kindes*:

.

KiTa-Nr*: Probanden-Nummer*:

Adressinformation des Kindes:
Stralle*: Hausnummer*:

PLZ*: Wohnort*:

(*) Angabe notwendig

Ich willige der Teilnahme meines Kindes an der SAFE-KiDS Studie liber die gesamte

Studiendauer von drei Monaten ein.

= |ch flihle mich ausfuhrlich und verstandlich tUber die Studie, mégliche Belastungen und
Risiken sowie uUber Wesen, Bedeutung und Tragweite der Studie, sowie die sich fur
mich/mein Kind daraus ergebenden Anforderungen aufgeklart. Ich habe dariiber hinaus
den Text der Probandenaufklarung und dieser Einwilligungserklarung gelesen und ver-
standen.

= Ich wurde Uber die Méglichkeit Fragen telefonisch zu klaren hingewiesen.

= Ich hatte ausreichend Zeit, mich fir oder gegen die Teilnahme an der Studie zu ent-
scheiden.

= |ch bin Gber mein Recht informiert worden, meine freiwillige Mitwirkung jederzeit beenden
zu kénnen, ohne dass mir daraus Nachteile entstehen.

Datenschutz

Ich bin mit der Erhebung der im Rahmen der Studie erhobenen Krankheitsdaten einverstan-
den. Ich willige in die Aufzeichnung der im Rahmen der Studie erhobenen Krankheitsdaten
z. B. fur Veroffentlichungen ausdriicklich ein.

Rechtsgrundlage fir die Verarbeitung personenbezogener Daten der Studienteilnehmer
durch die Parteien ist die Einwilligung der Studienteilnehmer gem. Art. 6 Abs. 1 lit. a)
DSGVO sowie, soweit besondere Kategorien personenbezogener Daten, insbesondere Ge-
sundheitsdaten, betroffen sind, deren Einwilligung gem. Art. 9 Abs. 2 lit. a) DSGVO.
Berechtigtes Interesse besteht in der Gewinnung von epidemiologischen Daten zu SARS-
CoV-2, dem Erreger der Pandemie der Erkrankung COVID-19, sowie in der Etablierung von
einem Screeningsystem auf den Erreger in KiTa-Gruppen.

Die SAFE KiDS-Studie
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Die Testung der Daten findet pseudonymisiert anhand einer Probanden- und KiTa-Nummer
statt. Es liegt dem Institut fur Medizinische Virologie aber auch eine passwortgeschutzte Lis-
te mit dem Namen und Geburtsdatum, Adresse sowie der Probandennummer vor, um eine
eindeutige Zuordnung des Probanden zu einer Probe zu ermdglichen. Dies ist notwendig fiir
den Fall eines positiven Befundes. Sollte anhand einer Abstrichprobe ein namentlich melde-
pflichtiger Krankheitserreger erkannt werden, ist mir bewusst, dass das Labor zur namentli-
chen Meldung an das zustandige Gesundheitsamt verpflichtet ist.

Ich habe das Recht, Uber die mein Kind betreffenden personenbezogenen Daten Auskunft
zu erhalten, sowie deren Berichtigung oder Léschung zu verlangen.

Nach Widerruf der Einwilligung zur Studie besteht das Recht, die Léschung der Daten oder
eine anonymisierte Weiterleitung der Daten zu verlangen

Prof. Dr. Sandra Ciesek und Dr. Sebastian Hoehl, Institut fir Medizinische Virologie, Univer-
sitatsklinikum Frankfurt sind die Empfanger der personenbezogenen Daten und sind emp-
fangsberechtigt fir alle probandenrechtlichen Anliegen der Probanden.

Datenverarbeitende Stelle: Institut fiir Medizinische Virologie, Universitatsklinikum Frankfurt,
Paul Ehrlich Str. 40, D-60596 Frankfurt am Main. Datenschutz-Aufsichtsbehodrde: Der Hessi-
sche Beauftragte fir Datenschutz und Informationsfreiheit, Postfach 3163, 65021 Wiesbaden
Voraussichtliche Dauer der Datennutzung besteht fiir die Dauer der Datenspeicherung von
10 Jahren.

(Datum, Ort und. Unterschrift BEIDER Sorgeberechtigen (falls zutreffend)

2 Die SAFE KiDS-Studie
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. o . Institut fir Medizinische Virologie
UNIVERSITKTS@ verlOl’?g 1€ Universitatsklinikum Frankfurt
KLINIKU(M FRANKFURT Paul-Ehrlich-Str. 40

GOETHE-UNIVERSITAT

Die SAFE KiDS Studie

SARS-CoV-2 Frih-Erkennung in KiTas durch Dual Swabs

60596 Frankfurt

Einwilligungserklarung fiir die Mitarbeiter*innen
uiber die gesamte Studiendauer

Nachname (in Druckbuchstaben)*:

Vorname (in Druckbuchstaben)*:

Geb.-Datum™:

KiTa- Nr*: Probanden-Nr*:
Adressinformation des/der Mitarbeiter*In*:

Stralle*: Hausnummer*:

PLZ*: Wohnort*:

(*) Angabe notwendig

Ich willige der Teilnahme an der SAFE-KiDS Studie liber die gesamte Studiendauer
von drei Monaten ein.

= |ch flihle mich ausfiihrlich und verstandlich tber die Studie, mdgliche Belastungen und
Risiken sowie Uber Wesen, Bedeutung und Tragweite der Studie, sowie die sich fur mich
daraus ergebenden Anforderungen aufgeklart. Ich habe dariber hinaus den Text der
Probandenaufklarung und dieser Einwilligungserklarung gelesen und verstanden.

= Ich wurde Uber die Méglichkeit, Fragen telefonisch zu klaren, hingewiesen.

= Ich hatte ausreichend Zeit, mich fur oder gegen die Teilnahme an der Studie zu
entscheiden.

= |ch bin Gber mein Recht informiert worden, meine freiwillige Mitwirkung jederzeit beenden
zu kénnen, ohne dass mir daraus Nachteile entstehen.

Datenschutz

Ich bin mit der Erhebung der im Rahmen der Studie erhobenen Krankheitsdaten
einverstanden. Ich willige in die Aufzeichnung der im Rahmen der Studie erhobenen
Krankheitsdaten z. B. fiir Verodffentlichungen ausdriicklich ein.

Rechtsgrundlage fur die Verarbeitung personenbezogener Daten der Studienteilnehmer
durch die Parteien ist die Einwilligung der Studienteilnehmer gem. Art. 6 Abs. 1 lit. a)
DSGVO sowie, soweit besondere Kategorien personenbezogener Daten, insbesondere
Gesundheitsdaten, betroffen sind, deren Einwilligung gem. Art. 9 Abs. 2 lit. a) DSGVO.
Berechtigtes Interesse besteht in der Gewinnung von epidemiologischen Daten zu SARS-
CoV-2, dem Erreger der Pandemie der Erkrankung COVID-19, sowie in der Etablierung von
einem Screeningsystem auf den Erreger bei KiTa-Gruppen.

Die Testung der Daten findet pseudonymisiert anhand einer Probanden- und KiTa-Nummer
statt. Es liegt dem Institut fir Medizinische Virologie aber auch eine passwortgeschiitzte
Liste mit dem Namen und Geburtsdatum, Adresse sowie der Probandennummer vor, um
eine eindeutige Zuordnung des Probanden zu einer Probe zu ermdglichen. Dies ist
notwendig fir den Fall eines positiven Befundes. Sollte anhand einer Abstrichprobe ein
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namentlich meldepflichtiger Krankheitserreger erkannt werden, ist mir bewusst, dass das
Labor zur namentlichen Meldung an das zustandige Gesundheitsamt verpflichtet ist.

Ich habe das Recht, Uber die mich betreffenden personenbezogenen Daten Auskunft zu
erhalten, sowie deren Berichtigung oder Léschung zu verlangen.

Nach Widerruf der Einwilligung zur Studie besteht das Recht, die Léschung der Daten oder
eine anonymisierte Weiterleitung der Daten zu verlangen

Prof. Dr. Sandra Ciesek und Dr. Sebastian Hoehl, Institut fir Medizinische Virologie,
Universitatsklinikum Frankfurt sind die Empfanger der personenbezogenen Daten und sind
empfangsberechtigt fur alle probandenrechtlichen Anliegen der Probanden.
Datenverarbeitende Stelle: Institut fir Medizinische Virologie, Universitatsklinikum Frankfurt,
Paul Ehrlich Str. 40, D-60596 Frankfurt am Main. Datenschutz-Aufsichtsbehérde: Der
Hessische Beauftragte fur Datenschutz und Informationsfreiheit, Postfach 3163, 65021
Wiesbaden

Voraussichtliche Dauer der Datennutzung besteht fiir die Dauer der Datenspeicherung von
10 Jahren.

(Datum, Ort und Unterschrift des/der Mitarbeiter*in)

Die SAFE KiDS-Studie
Einwilligungserklarung fiir Mitarbeiter*innen, Versions-Nr. 6, 03.07.2020

88



Anhang

7.1.3 Meldeblatt zu nicht abgegebenen Proben

UNIVERSITATS &2
KLINIKUM ERANKEURY Paul-Ehrlich-Str. 40

. e . Institut flir Medizinische Virologie
Verl ‘g 1€ Universitatsklinikum Frankfurt
60596 Frankfurt

Die SAFE KiDS Studie

SARS-CoV-2 Frih-Erkennung in KiTas durch Dual Swabs

Meldeblatt zu nicht abgegebenen Proben

Tag(e) der geplanten Probenentnahme(n):

KiTa-Nr: Probanden-Nummer:

Ich habe heute oder werde an oben genannten Probeentnahmetagen keine Probe abgeben,
weil (zutreffendes bitte ankreuzen):

COWegen einer akuten Erkrankung habe ich / hat das Kind die KiTa heute / an den oben ge-
nannten Tagen nicht besucht

JAus einem anderen Grund (z.B. Urlaub) habe ich / hat das Kind heute / an den oben ge-
nannten Tagen die KiTa nicht besucht

[ODas Kind hat beide Abstriche verweigert

OEs sind nachgewiesene oder vermutete Falle von SARS-CoV-2 in meinem / im Umfeld des
Kindes aufgetreten

Olch mochte an der Studie nicht oder nicht mehr teilnehmen

[0 anderer Grund:

Bitte legen Sie dieses Meldeblatt in die Testrohrchen-Sammelbox Ihrer KiTa. Alternativ kén-
nen Sie auch einfach eine E-Mail an safe-kids@kgu.de schicken und unter der Angabe der
Kita- und Probandennummer berichten, weshalb keine Probe abgegeben wurde.

Vielen Dank!

Das Team der SAFE KiDS-Studie

Die SAFE KiDS-Studie
Meldeblatt zu nicht abgegeben Proben, V1.0, 03.07.2020
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7.1.4 Fragebogen

Institut fiir Medizinische Virelogie
Universitatsklinikum Frankfurt
Paul-Ehrlich-Str. 40

60596 Frankfurt

UNIVERSITATS ﬁ

KLINIKUM ]Fl!I AIIH K'Iil\l R]"

Die SAFE KIDS Studie

SARS-CoV-2 Frith-Erkennung in KiTas durch Dual Swabs

Fragebogen zur SAFE KiDS-Studie

Eltern

Sehr geehrte Damen und Herren,
liehe Eltern und liehe Kinder,

im Zeitraum Juni bis September 2020 wurde die SAFE KiDS-Studie in ausgewahlten hessischen
Kindertagesstatten im Auftrag des Ministeriums fir Soziales und Integration durchgefihrt.

Wir bedanken uns bei lhnen, und ganz besonderes hei lhrem Kind fur die Teilnahme. Sie haben
einen wichtigen Beitrag dazu geleistet, die Rolle von SARS-CoV-2 in den hessischen
Kindertagesstatten besser zu verstehen.

Um diese Studie hestméglich auswerten zu kénnen, wirden wir uns Ober die Beantwortung eines
Fragebogens freuen. Hierbei ist uns hesonders wichtiy zu erfahren, wie Ihr Kind die
Studienteilnahme erlebt hat.

Die Teilnahme an dieser Umfrage ist selbstverstandlich freiwillig. Die Bearheitung des
Fragehogens dauert etwa 5 Minuten. Die Daten werden pseudonymisiert ausgewertet. Die beste
Aussagekraft erhalt dieser Fragebogen, wenn hesonders viele Eltern an der Umfrage teilnehmen.

Bitte geben Sie den ausgefullten Fragebogen spatestens his zum Studienende, dem
10. Septernber 2020, in lhrer KiTa ab. Altemativ kénnen Sie den Fragebogen auch per Email
(safe-kids@kgu.de), Fax (+49 69 /6301-6477) oder Post an uns senden:

Institut fur Medizinische Virologie
SAFE KiDS Studie

z H. Dr. Barhara Schenk
Universitatsklinikum Frankfurt
Paul-Ehrlich-Str. 40

60596 Frankfurt

Bei Ruckfragen stehen wir wie gewohnt unter|safe-kids@kgu .de|oder unter der Studien-Hotline
01511-719 2263 fur Sie zur Verfugung.

Hahen Sie auch hierfur herzlichen Dank!

Elternbefragung_SAFE KiDS Studie
V1.0 20.08. 2020
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1 UNIVERSITATS ﬁ

KLINIKU FRARKEURT

Kita-Nummer: Probandennummer:

1. Wie hahen Sie vor Studienbeginn die Abstriche fur Kinder im Krippen- und
Kindergartenalter eingeschatzt?
Mund-Abstrich

Sehr Eher Eher nicht Uberhaupt nicht
kindgerecht kindgerecht kindgerecht kindgerecht
Po-Abstrich
Sehr Eher Eher nicht Uberhaupt nicht
kindgerecht kindgerecht kindgerecht kindgerecht

2. Wurde bei lhrem Kind wahrend der Studiendauer COVID-19 / eine SARS-CaV-2 Infektion
nachgewiesen?
Ja O Nein O
Falls Ja: Wann?

3. Wurde bei einer anderen Person aus lhrem Haushalt wahrend der Studiendauer COVID-
18 / eine SARS-CoV-2-Infektion nachgewiesen?
Ja O Nein O

4. Hatte ihr Kind wahrend der Studiendauer wissentlich Kontakt mit COVID-13 / einer
SARS-CoV-2 infizierten Person?
Ja O Nein O

5. War lhr Kind wahrend der Studiendauer im Ausland?
Ja O Nein O
Wenn ja, war lhr Kind in einem Land, das das Rohert Koch-Institut (RKI) zu dieser
Zeit als Risikogebiet einge stuft hatte?
Ja O Nein O

6. Wie lie® sich der Mund-Abstrich in Ihren morgendlichen Alltag integrieren?

gut eher gut eher schlecht schlecht

Elternbefragung_SAFE KiDS Studie
V1.0 20,08, 2020
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UNIVERSITATS ﬁ

KLINIKUM F.RMB.I-(.F«I-] RT

7. Wie liek sich der Po-Abstrich in lhren morgendlichen Alltag integrieren?

gut

eher gut

eher schlecht

schlecht

8. Hatlhr Kind die Abstriche als unangenehm empfunden?

Mund-Abstrich

Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten Nein, zu keiner Zeit
Po-Ahstrich
Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten Nein, zu keiner Zeit

9. HatIhr Kind die Abstriche als schmerzhaft empfunden?

Mund-Abstrich

Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten Nein, zu keiner Zeit
Po-Ahstrich
Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten Nein, zu keiner Zeit

10. Stimmen Sie heute folgenden Aussagen zu?

.Der Mund-Abstrich ist eine kindgerechte Untersuchung"

Stimme véllig zu

Stimme eher zu

Stimme eher nicht zu

Stimme nicht zu

.Der Po-Abstrich ist eine kindgerechte Untersuchung”

| Stirmme vellig zu

Stimme eher zu |

Stimme eher nicht zu

Stimme nicht zu

11. Stimmen Sie folgender Aussage zu?
JAuch nach dieser Studie wirde ich mir eine regelmatige Testung auf SARS-CoV-2
durch selbst entnommene Ahstriche far mein Kind wiinschen"

Stimme véllig zu

Stimme eher zu

Stimme eher nicht zu

Stimme nicht zu

Elternbefragung_SAFE KiDS Studie
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LUETHE UNIVERSITAL

Die SAFE KIiDS Studie

SARS-CoV-2 Frih-Erkennung in KiTas durch Dual Swabs

Fragebogen zur SAFE KiDS-Studie

Mitarbeiter*innen
Liebe Mitarbeiterinnen der Kindertagesstatte,

im Zeitraum Juni bis September 2020 wurde die SAFE KiDS-Studie in ausgewahlten
hessischen Kindertagesstétten im Auftrag des Ministeriums fir Soziales und Integration
durchgefuhrt.

Wir bedanken uns ganz herzlich bei lhnen fur die Teilnahme. Sie haben einen wichtigen
Beitrag dazu geleistet, die Rolle von SARS-CoV-2 in den hessischen Kindertagesstatten
besser zu verstehen.

Um diese Studie bestmoglich auswerten zu kénnen, wilrden wir uns ber die Beantwortung
eines Fragebogens freuen. Hierbei ist uns besonders wichtig, zu erfahren, wie Sie de
Studienteilnahme erlebt haben.

Die Teilnahme an dieser Umfrage ist selbstverstandlich freiwillig. Die Bearbeitung des
Fragebogens dauert etwa 5 Minuten. Die Daten werden pseudonymisiert ausgewertet. Die
beste Aussagekraft erhalt dieser Fragebogen, wenn besonders viele Proband'innen an der
Umfrage teilnehmen.

Bitte geben Sie den ausgefillten Fragebogen spatestens bis zum Studienende, dem
10. September 2020, in lhrer KiTa ab. Alternativ kdnnen Sie den Fragebogen auch per Email
{safe-kids@kau de), Fax (+49 69 / 6301-6477) oder Post an uns senden:

Institut fir Medizinische Virologie
SAFE KiDS Studie

Z.H. Dr. Barbara Schenk
Universitatsklinikum Frankfurt
Paul-Ehrlich-Str. 40

60596 Frankfurt

Bei Ruckfragen stehen wir wie gewohnt unter [safe-kids@kgu.de]oder unter der Studien-
Hotline 01511-719 2263 fur Sie zur Verfligung.

Haben Sie auch hierfir herzlichen Dankl

Mitarbeiter*innenbefragung_SAFE KiDS Studie
V1.0 20,08, 2020
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Kita-Nummer: Probandennummer:

1. Wurde bei lhnen wahrend der Studiendauer COVID-19/ eine SARS-CoV-2-Infektion
nachgewiesen?
Ja a Nein O
Falls Ja: Wann?

2. Wurde bei einer anderen Person aus lhrem Haushalt wahrend der Studiendauer
COWVID-19 / eine SARS-CoV-2-Infektion nachgewiesen?
Ja O MNein O

3. Hatten Sie wahrend der Studiendauer wissentlich Kontakt mit COVID-19 / einer
SARS-CoV-2 infizierten Person?
Ja O MNein O

4. Waren Sie wahrend der Studiendauer im Ausland?
Ja a Nein O
Wenn ja, waren Sie in einem Land, das das Robert Koch-Institut (RKI) zu
dieser Zeit als Risikogebiet eingestuft hatte?
Ja O Nein O

5 Wie liefen sich die Abstriche in hren morgendichen Alltag integrieren?
Mund-Abstrich

gut eher gut eher schlecht schlecht
Po-Abstrich
gut eher gut eher schlecht schlecht

HINWEIS: Bitte beachten Sie auch die Fragen auf der Riickseite @

Mitarbeiter*innenbefragung_SAFE KiDS Studie
V1.0 20,08, 2020
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6. Haben Sie die Abstriche als unangenehm empfunden?
Wund-Abstrich

Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten Nein, zu keiner Zeit
Po-Abstrich
Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten MNein, Zu keiner Zeit

7. Haben Sie die Abstriche als schmerzhaft empfunden?
Mund-Abstrich

Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten MNein, zu keiner Zeit
Po-Abstrich
Ja, haufig Ja, gelegentlich Ja, selten Nein, zu keiner Zeit

8. Stimmen Sie folgender Aussage zu?
JAuch aulerhalb dieser Studie wirde ich mir eine regelmatige Testung auf SARS-CoV-2
durch selbst enthommene Abstriche wiinschen”

| Stimme vélligzu  Stimme eher zu ‘ Stimme eher nicht zu Stimme nicht zu ‘

Mitarbeiter*innenbefragung_SAFE KiDS Studie
V1.0 20,08, 2020

95



Danksagung

8 Danksagung

Die vorliegende Dissertation wurde am Institut fur Medizinische Virologie der
Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main unter der Leitung von

Frau Prof. Dr. Sandra Ciesek angefertigt.

An dieser Stelle mochte ich mich bei all denjenigen bedanken, die mich auf

vielfaltige Weise bei meiner Arbeit unterstutzt haben.

Ich danke Frau Prof. Dr. Sandra Ciesek fir die Uberlassung des Themas sowie
die Betreuung bei der Anfertigung der Arbeit.

Weiterhin gilt mein herzlicher Dank Herrn Dr. Sebastian Hoehl fur die gute
Zusammenarbeit und Unterstitzung in allen Phasen der Arbeit sowie fur die
investierte Zeit beim Korrekturlesen.

Aulerdem mochte ich mich vielmals bei Frau Dr. Barbara Schenk fur die gute
Zusammenarbeit sowie Olga Ryduch fur die administrative Unterstitzung
bedanken.

Zudem danke ich Frau Dr. Sandra Westhaus fur die geduldige Einfuhrung in die
Laborarbeit und Frau Prof. Dr. Herrmann fur die freundliche Beratung zur
statistischen Auswertung.

Ich mochte mich auch bei allen involvierten Studierenden bedanken,
insbesondere bei India Ettrich und Alexander Schaible, ohne deren Kapazitaten
im Labor oder als administrative Unterstlitzung die grol3e Anzahl an Testungen

nicht moglich gewesen ware.

Herzlichen Dank fur Ihre bzw. Eure Unterstutzung!

96



Schriftliche Erklarung

Schriftliche Erklarung

Ich erklare ehrenwortlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main zur Promotionsprufung

eingereichte Dissertation mit dem Titel

»Untersuchung zur Beteiligung von Kindern in hessischen Kindertagesstatten am
Infektionsgeschehen wahrend der SARS-CoV-2-Pandemie: Ergebnisse der
SAFE-KiDS-Studie*

Im Institut fur Medizinische Virologie unter Betreuung und Anleitung von Prof.
Dr. Sandra Ciesek mit Unterstutzung durch Dr. Sebastian Hoehl ohne sonstige
Hilfe selbst durchgefuhrt und bei der Abfassung der Arbeit keine anderen als
die in der Dissertation angefuhrten Hilfsmittel benutzt habe. Daruber hinaus
versichere ich, nicht die Hilfe einer kommerziellen Promotionsvermittlung in

Anspruch genommen zu haben.

Die vorliegende Arbeit wurde bisher nicht als Dissertation eingereicht.

Vorliegende Ergebnisse der Arbeit wurden in folgendem Publikationsorgan
veroffentlicht:

Sebastian Hoehl, Emilie Kreutzer, Barbara Schenk, Sandra Westhaus, Ivo
Foppa, Eva Herrmann, India Ettrich, Maria Leondaraki, Alexander Schaible,
Olga Rudych, Holger Rabenau, Annemarie Berger, Sandra Ciesek, Longitudinal
Testing for Respiratory and Gastrointestinal Shedding of Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) in Day Care Centers in

Hesse, Germany, Clinical Infectious Diseases, 2021

(Ort, Datum) (Unterschrift)

97



