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1 Einleitung

1.1 SARS-CoV-2 und COVID-19

SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2) ist der
Erreger der Erkrankung COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), die sich im Marz
2020 zur Pandemie entwickelte, viele Todesopfer weltweit forderte und zu
massiven Einschrankungen des offentlichen Lebens fuhrte. Am 05.05.2023
erklarte die WHO die ,gesundheitliche Notlage von internationaler Tragweite®
aufgrund der SARS-CoV-2 Pandemie fir beendet und leitete einen
Ubergangsplan fiir COVID-19 in die Wege (WHO, 2024a).

Trotz ,Ende der gesundheitlichen Notlage von internationaler Tragweite“ kommt
es weiterhin zu Infektionen weltweit. Insgesamt sind bis dato mehr als
775.000.000 Falle weltweit gemeldet worden. Weltweit gab es knapp 7 Millionen
Todesopfer (Stand 12/2024). Durch Impfungen und Uberstandene Infektionen hat
die Immunitat in der Bevolkerung zugenommen und die Pathogenitat des Virus
hat im zeitlichen Verlauf abgenommen. In den meisten Landern finden daher nur
noch kleinere und weniger schwere Ausbrliche der Erkrankung statt. Zudem
wurden in vielen Landern die Mallnahmen zur Eindammung der Virusverbreitung
beendet (Bundesregierung, 2023; WHO, 2024c).

COVID-19 ist eine in den meisten Fallen mild verlaufende Erkrankung, die
vornehmlich die oberen Atemwege betrifft. Das Virus wurde erstmals in Wuhan,
China im Dezember 2019 entdeckt. Es gehdrt zu den Beta-Coronaviren und zeigt
Verwandtschaft zu tierischen Coronaviren (Fledermause und Schuppentiere).
Aufgrund seiner Ahnlichkeit zum 2003 entdeckten SARS-CoV, wird es als SARS-
CoV-2 bezeichnet (Ayittey et al., 2021). Coronaviren gehodren zu den RNA-Viren.
Die RNA ist durch eine Membran umhullt. Das Genom von SARS-CoV-2 ist
einzelstrangig (+ssRNA). Das Genom codiert fur die Strukturproteine N, M, E und
S (Nukleokapsid-, Membran-, Hull- und Spikeprotein) und noch weitere
zusatzliche Proteine. Das Spike-Protein, welches auf der Oberflache der
Virushulle sitzt, vermittelt den Eintritt in die Wirtszelle. Es besteht aus zwei

Untereinheiten: Der S1-Untereinheit mit der Receptor Binding Domain (RBD) und



der S2-Untereinheit. Diese koénnen als Angriffspunkt fur neutralisierende
Antikdrper genutzt werden. SARS-CoV-2 verwendet das Protein ACE-2
(Angiotensin Converting Enzyme 2) als Rezeptor, um seine Wirtszellen zu
befallen. ACE-2 ist ein membrangebundenes Protein, welches von vielen
Endothel- und Epithelzellen unterschiedlicher Gewebe des Koérpers exprimiert
wird. Dazu gehoren Herz, Lunge, Leber, Verdauungsorgane, Hoden, Gehirn und
vaskulares Endothel. SARS-CoV-2 ist hochansteckend und besitzt eine hohe
Mutationsrate (Li et al., 2022). Da nicht jede neue Variante als besorgniserregend
einzustufen ist, beobachtet die WHO primar die Variants of Concern (VOC).
Bisher gab es die VOCs Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und Omikron-Variante
(mit mehreren Untervarianten). Aktuell (Stand Oktober 2024) wird keine der
Varianten mehr als besorgniserregend eingestuft. Einige Varianten werden noch
als VOI (Variant of Interest) beobachtet (WHO, 2024b). Die WHO nutzt 4
Kriterien, um die Gefahr einer neuen Variante einzustufen: Ubertragbarkeit;
unzureichender Schutz vor Infektion trotz Impfung/vorheriger Infektion; Schwere
der Krankheit und Mortalitat (Parums, 2022). Die Alpha-Variante zirkulierte in
Deutschland ab Mitte Dezember 2020. Im selben Zeitraum wurden die ersten
Infektionen mit der Beta-Variante beobachtet. Schon kurz darauf folgten die
Gamma-Variante und die Delta-Variante. Letztere zog in Deutschland eine grof3e
Infektionswelle nach sich und war im Zeitraum Sommer bis Dezember 2021 die
vorherrschende Variante. Uber die Omikron-Variante wurde erstmals Ende
November 2021 berichtet. Ab Dezember 2021 wurde sie zur haufigsten Variante
in Deutschland (Jank et al., 2023). Sie hielt sich bis Anfang 2023 als haufigste
Variante. Lediglich die dominierende Sublinie von Omikron veranderte sich uber
die Zeit. Im Mai 2023 wurde die genaue Analyse der SARS-CoV-2 Varianten
unter den positiven Tests eingestellt (Robert-Koch-Institut, 2024).



1.2  Verlauf der Erkrankung

1.2.1 Bei Erwachsenen

Die Spanne und Schwere moglicher Symptome bei einer Infektion mit SARS-
CoV-2 ist sehr weit und hat sich Uber die Pandemie hinweg verandert. Mit
zunehmender Immunitat, erworben durch Infektion und/oder Impfung und
nachlassender Pathogenitat des Virus, hat die Gefahrlichkeit von COVID-19,
insbesondere fur die gesunde Allgemeinbevolkerung, abgenommen. Auch sind
asymptomatische Infektionen haufig und bleiben meist unerkannt. Das liegt
daran, dass Menschen ohne Symptome sich nicht testen und so Infektionen bei
asymptomatischen Infizierten Ubersehen werden. Bei sehr schweren Verlaufen
kann es zu einem ARDS (Acute respiratory distress syndrome) oder anderen
Symptomen kommen, die eine Behandlung auf der Intensivstation erforderlich
machen. Die verbreitetsten Symptome bei einem normalen Verlauf sind
unspezifisch und umfassen Fieber, respiratorische Symptome wie Husten oder
Schnupfen, Abgeschlagenheit, Kopf- und Gliederschmerzen. Am haufigsten sind
nach (Peng et al., 2020) Husten (72%), Fieber (68%) und Fatigue (46%). Weitere
bekannte Symptome sind Ubelkeit, Appetitlosigkeit, Geruchs- oder
Geschmacksverlust, Erbrechen, Bauchschmerzen, Durchfall, Bindehaut-
Entzdndungen, Hautausschlage und Lymphknotenschwellungen
(Infektionsschutz, 2022). Die Inkubationszeit schwankt je nach Studie zwischen
2 und 14 Tagen. Im Mittel liegt sie bei 3 bis 7 Tagen (Chen et al., 2020).

Wahrend der ersten Pandemiezeit war COVID-19 vor allem fur altere Menschen
und Personen mit Vorerkrankungen mit einem erhéhten Risiko von schweren
Verlaufen bis hin zur Letalitat verbunden. Eine gute supportive Behandlung war
entscheidend. Die Qualitat der Gesundheitsversorgung unterschied sich stark
von Land zu Land. Zu Beginn der Pandemie, ohne vorhandene Immunitat und
bei zirkulierendem SARS-CoV-2 Wildtyp, lag die Letalitat in der niedrigsten
Altersgruppe (0-4 Jahre) bei 0,1%. Menschen uber 80 Jahren hatten dahingegen,
je nach Vorerkrankungen, ein Risiko zwischen 10% und 30% zu versterben
(Schilling, 2020). Dass bei Menschen uber 80 Jahren die Mortalitdt am hoéchsten

war, hat sich Uber den zeitlichen Verlauf der Pandemie nicht geandert. Aufgrund



von zunehmender Immunitat in der Bevdlkerung, hat die Gesamtmortalitat im

Verlauf der Pandemie abgenommen (Robert-Koch-Institut, 2024).

1.2.2 SARS-CoV-2 bei Kindern

Zu Beginn der Pandemie war die Rolle der Kinder hinsichtlich ihrer Suszeptibilitat,
Schwere der Erkrankung und Transmissibilitat unklar. Zweitweise wurde sogar
vermutet, sie seien ansteckender als Erwachsene oder wirden durch die
hoheren Zahlen an asymptomatisch Infizierten, unbemerkt das Virus
weitertragen. Dass (asymptomatische) Kinder ansteckender sind, konnte aber
nicht hinreichend belegt werden (Bi et al., 2020).

Allerdings verlief die Infektion bei Kindern in den meisten Fallen milder als bei
Erwachsenen. Kinder waren in einigen Fallen sogar asymptomatisch. Dennoch
haben sie durchschnittlich keine geringere Viruslast im PCR-Test als
Erwachsene (Jones et al., 2020). Die Mehrzahl der Kinder zeigte zu Anfang der
Pandemie einen asymptomatischen oder leichten Erkrankungsverlauf (Schilling,
2020). Insgesamt hatten Uber 90% der Kinder einen milden bis moderaten
Krankheitsverlauf (Bhuiyan et al., 2021).

Trotz im Durchschnitt etwas geringerer Symptomlast litten viele Kinder und
Jugendliche sehr unter der Pandemie bzw. den Pandemiemalinahmen. Schul-
und Kindergartenschlielfungen haben soziale Kontakte wegbrechen lassen und
zu einem Anstieg von psychischen Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen
gefuhrt (Shankar et al., 2022).

Wenn es bei Kindern zu Symptomen kommt, ist Fieber (mit 38%) das am
haufigsten beschriebene Symptom (Bhuiyan et al., 2021). Bekannte Symptome
bei Kindern sind Husten, sowie weitere respiratorische Symptome und
Abgeschlagenheit. Aber auch gastrointestinale Symptome wie Bauchschmerzen,
Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall kénnen vorkommen (Cao et al., 2020).
Jungere Kinder (0-5 Jahre) zeigen als Symptome eher Fieber und Husten. Bei
alteren Kindern sind Kopfschmerzen und Husten die fuhrenden Symptome. Bei
den wenigen schweren Verlaufen kommt es zu einer raschen

Zustandsverschlechterung mit schweren Atemproblemen. Auch ein septischer



Schock, eine metabolische Azidose oder schwere Koagulationsstorungen, die
zum Tode flhren konnen, sind mdglich (Chen et al., 2020). In einigen Fallen
zeigen sich auch bei Kindern langer anhaltende Symptome wie Geruchs- und
Geschmacksverlust, Fatigue oder Muskelschwache im Sinne von Long- oder
Post-COVID. (Borch et al., 2022).

Generell sind die Symptome, wenn sie denn auftreten, recht unspezifisch und es
lassen sich schwer Symptome oder Symptomkombinationen finden, die eindeutig
auf eine SARS-CoV-2 Infektion hinweisen (Weng et al., 2021).

1.3 Ubertragung

Das Virus wird Uber den Luftweg (bertragen. Uber die Atemwege werden
virushaltige Partikel, die beim Atmen, Husten oder Sprechen entstehen,
aufgenommen. GroRere Tropfchen konnen nur im Nahfeld Ubertragen werden,
wahrend kleinere virusenthaltende Tropfchen eine weitere Reichweite haben und
sich in Aerosolen fiir langere Zeit halten. Eine Ubertragung tiber Oberflachen ist
mdglich, aber vergleichsweise unbedeutend gegeniber dem Luftweg. Die
Ubertragung auf fakal-oralem Weg, perinatal von Mutter zu Kind oder Uiber Tiere
ist zwar nicht komplett auszuschlie3en, erscheint epidemiologisch aber

unbedeutend zu sein (Koppe et al., 2021).

Sehr haufig Ubertragt sich SARS-CoV-2 innerhalb eines Haushalts. Auch
Einrichtungen, wie Kindergarten, die nicht alle SchutzmalRhahmen umsetzen
kénnen, bieten ein Ubertragungsrisiko. Dieses liegt aber deutlich unter dem einer
Ubertragung innerhalb des Haushalts (Loss et al, 2022). Die
Basisreproduktionszahl wurde zur Zeit der Studiendurchfuhrung meist mit
Werten zwischen 2 und 3 beziffert. Allerdings sollte beachtet werden, dass bei
SARS-CoV-2 von Superspreading- Ereignissen ausgegangen wird. Oft Gbertragt
nur eine Person das Virus an eine Vielzahl von Personen, wohingegen von
anderen Personen nahezu keine Ansteckungsgefahr ausgeht. Die genauen
Mechanismen und Umstande, die Individuen zu Superspreadern machen, sind

noch nicht vollstandig geklart (Salzberger et al., 2020).
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Es wird angenommen, dass Personen in der symptomatischen Phase der
Erkrankung am ansteckendsten sind. Die Ubertragung durch asymptomatische

Virustrager ist dagegen weit weniger haufig (Byambasuren et al., 2020).

1.4 Akutdiagnostik

Da COVID-19 sich klinisch nicht signifikant von anderen respiratorischen
Infektionskrankheiten unterscheidet, wird zur Diagnose der akuten Infektion
SARS-CoV-2 mittels PCR-Test oder Antigenschnelltests nachgewiesen.

Far beide Tests wird meist ein Abstrich aus dem tiefen Naso-/Oropharynx
verwendet. Antigentests weisen virale Proteine in respiratorischen Proben nach.
Ihre Sensitivitat und Spezifitat liegen etwas unter der von PCR-Analysen. Daflr
liegen die Ergebnisse deutlich schneller vor und sie kénnen in der breiten Masse
angewendet werden. Ein negativer Test kann eine Infektion aber in manchen

Situationen nicht sicher genug ausschlie3en (Robert-Koch-Institut, 2022b).

Vor allem in den Anfangszeiten der Pandemie (erste Halfte des Jahres 2020) gab
es Knappheit bei den Testkapazitaten, so dass priorisiert werden musste, wer
getestet werden durfte. Ab Oktober 2021 kamen Antigenschnelltests zur breiten
Testung in der deutschen Bevdlkerung auf (Bundesgesundheitsministerium,
2023). Im Februar 2021 wurden dann erste Antigenschnelltests fur den

Heimgebrauch zugelassen. (Paul-Ehrlich-Institut, 2024).

1.5 Epidemiologie und Demografie

1.5.1 Weltweit

Ihren Ursprung hatte die COVID-19-Pandemie im chinesischen Wuhan, wo sich
im Dezember 2019 die ersten Menschen mit dem neuen Virus infizierten.
Zunachst als unklare Pneumonie diagnostiziert, stellte sich bald heraus, mit was
sich diese Menschen infiziert hatten. Die WHO gab der neuen Krankheit am 11.
Februar 2020 einen Namen: COVID-19 (WHO-Pressekonferenz vom
11.02.2022), verursacht durch den Erreger SARS-CoV-2. Am 11. Januar 2020
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wurde der erste Todesfall in China bestatigt. Die Stadt Wuhan wurde ab dem 23.
Januar komplett abgeriegelt. Doch bereits eine Woche spater gab es tausende
neue Falle. Im Marz 2020 hatte sich das Virus bereits weit in der Welt verteilt,
weshalb die World Heath Organization (WHO) eine Pandemie ausrief (WHO,
2020).

Weltweit gab es bisher bereits uber 775 Millionen bestatigte Falle und knapp 7
Millionen Menschen sind verstorben. In den meisten Landern entwickelt sich die
Zahl der Neuinfektionen derzeit zurlck bzw. sie wird nicht mehr erfasst. Auch
Europa zeigt eine deutliche Abnahme bei der Zahl der zuletzt berichteten
Neuinfektionen (Stand 23.04.2023) (WHO, 2023).

1.5.2 In Deutschland

Die erste SARS-CoV-2 Infektion in Deutschland wurde am 27.01.2020
festgestellt. Danach gab es zunachst nur lokal begrenzte Ausbriche. Die erste
deutschlandweite Ausbruchwelle begann im Marz 2020 und endete Mitte Mai
2020. Die Einteilung in Wellen beruht auf epidemiologischen Messwerten, wie
der Inzidenz und der Hospitalisierungsrate in den jeweiligen Zeitraumen. Erste
strikte MalRnahmen zur Kontaktbeschrankung und Hygiene erfolgten mit einem
Lockdown, Ende Méarz. Uber den Sommer 2020 nahmen die Fallzahlen in
Deutschland stark ab und erreichten Anfang Juni eine Minimal-Inzidenz von 2,8
pro 100.000 Einwohner pro Woche. Auch die MalRnhahmen zur
Pandemiebekampfung wurden gelockert. Ab Ende September kam es allerdings
wieder zu einem starken Anstieg der Inzidenzen, der zu einer Anderung der
deutschen Teststrategie fuhrte. Der Peak der zweiten Welle wurde Mitte
Dezember 2020 mit einer Inzidenz von 210/100.000 Einwohner erreicht. Zum
SARS-CoV-2 -Wildtyp kam in dieser Zeit die erste Variant of Concern (VOC), die
Alpha-Variante, hinzu. Diese ist ansteckender als der Wildtyp. Die Fallzahlen
sanken erst in den ersten Wochen von 2021 langsam. (Schilling et al., 2021). Die
dritte COVID-Welle folgte direkt auf die zweite mit Beginn Anfang Marz 2021
(Tolksdorf et al., 2021). Darauf folgte ein Sommerplateau ab Mitte Juni. Mit
Aufkommen der hochansteckenden Delta-Variante im Sommer 2021, begann ein

weiterer Anstieg der Infektionszahlen. Das Infektionsgeschehen im Herbst und
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Winter verlief mit mehreren Hohepunkten und bildete die vierte Welle. Mit fast
flieBendem Ubergang folgte die fiinfte Welle in der letzten Woche des Jahres
2021 (Schilling et al., 2022). Hier dominierte die Omicron-Variante des SARS-
CoV-2 (Jank et al., 2023). Bis April 2022 hielten sich die Infektionszahlen auf
einem recht hohen Niveau. Ende Mai erreichte die 5. Infektionswelle ihr Ende.
Ab Juni 2022 zeigten sich wieder vermehrt Neuinfektionen, die 6.Welle begann
(Tolksdorf, 2022). Im Herbst 2022 gab es noch eine letzte Infektionswelle. Ab
Mitte Oktober 2022 fielen die Fallzahlen (Corona-Pandemieradar, 2023). Zum 7.
April 2023 liefen dann auch die letzten CoronamalRnahmen auf Bundesebene
aus und die Pandemie wurde in Deutschland offiziell flir beendet erklart. Es gibt
weiterhin Falle von COVID-19 und lokal auch Haufungen (Bundesregierung,
2023).

= 7-Tage-Inzidenz

A Auslaufen der
: n Corona-
Or Ma@nahmen
Ir )
Maximum
1.000
352 500
o
.0

2021 |17.12.2021 2023 2024

Abbildung 1: Anzahl der an das RKI lbermittelten COVID-19-Félle pro 100.000 Einwohnerinnen und
Einwohner innerhalb von 7 Tagen, zeitlicher Verlauf von Beginn der Pandemie bis 04.02.2024, Quelle:
(Corona-Pandemieradar, 2023)

1.5.3 Bei Kindern

Kinder jeder Altersklasse konnen sich mit SARS-CoV-2 infizieren. Zu Beginn der
Pandemie wurde vor allem von Fallen bei Erwachsenen berichtet. Weniger als
1% der anfanglichen Falle aus Wuhan gingen auf Kinder unter 10 Jahren zurtck.
Am 8. Marz 2020 verstarb erstmals ein 10 Monate altes Kind an COVID-19, fast
2 Monate nach dem ersten Erwachsenen (Lu, 2020). Die ersten berichteten Falle
bei Kindern waren ein drei Monate altes Madchen aus Xiaogan und ein
Siebenjahriger aus Shanghai. Die Fallzahlen unter den Kindern, im Besonderen
bei Kleinkindern, stiegen erstmals merklich im Januar 2020. Das wurde darauf
zuruckgefuhrt, dass Kinder sich schlechter an Schutz- und Hygienemalinahmen

halten kdnnen. Obwohl der Anteil der infizierten Kinder anfangs gering war,
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wurde in allen Landern auch von Fallen bei Kindern berichtet (Ayittey et al.,
2021).

Wahrend der ersten Welle in Deutschland waren nur etwas uber 3% der
gemeldeten COVID-19-Falle 14 Jahre oder junger. In der zweiten Welle (Marz
bis Mai 2020) stieg dieser Anteil auf 7,5% (Schilling et al., 2021) und erreichte im
Sommer 2020 Uber 15%. Hochstwerte zeigten sich zum Jahreswechsel
2021/2022 mit Werten von an die 30% (deutlich hdhere Werte als in einigen
Altersgruppen der Erwachsenen) (Robert-Koch-Institut, 2022a). Die steigenden
Fallzahlen bei Kindern fuhrten teilweise auch zu flachendeckenden Schul- und
KindergartenschlielBungen und Beschrankungen der sozialen Aktivitaten (Levy et
al., 2022). Mittlerweile sind diese Mallnahmen aber alle wieder aufgehoben

(Bundesregierung, 2023).

1.5.4 SARS-CoV-2 Inzidenz bei Kindern in Tubingen

FiUr die Stadt Tubingen liegen die Daten, Uber beim Gesundheitsamt Tubingen
gemeldete SARS-CoV-2 Infektionen, von Marz 2020 bis einschlie3lich Juni 2021
vor. Im Mérz 2020 gab es 3 gemeldete Falle bei Kindern, im April bereits 10. Uber
den Sommer 2020 gab es fast keine Meldungen von SARS-CoV-2 Infektionen
bei Kindern. Bis Dezember 2020 ist ein stetiger Anstieg der Meldedaten zu
verzeichnen, mit 72 Infektionen im Dezember als Hochststand des Jahres. Im
Januar und Februar des Jahres 2021 nehmen die Meldezahlen wieder drastisch
ab, im Marz und April 2021 wird ein neuer Hochststand mit 52 und 90 gemeldeten
Fallen erreicht. Im Sommer 2021 flacht die Infektionswelle wieder ab und es
werden deutlich niedrigere Zahlen gemeldet. Zwischen den Altersgruppen zeigen
sich keine signifikanten Unterschiede. Die exakten Werte fur Altersgruppe und
Monat finden sich in der Tabelle im Anhang (Meldedaten SARS-CoV-2
Infektionen bei Kindern der Stadt Tubingen, 2022 (Annex 3)). Aktuelle
Meldedaten der Stadt Tubingen liegen uns leider nicht vor. Die erste
Impfstoffzulassung flir Erwachsene erfolgte im Dezember 2020 (Paul-Ehrlich-
Institut, 2020). Fir Kinder ab 12 Jahren waren Impfungen erst ab 31.Mai 2021
moglich  (Paul-Ehrlich-Institut, 2021). Zu Testung wurden am Anfang
hauptsachlich PCR-Tests verwendet. Antigenschnelltests wurden erstmals im
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Oktober 2020 in der breiten Bevolkerung angewandt

(Bundesgesundheitsministerium, 2023).

1.6 Seropravalenz SARS-Cov-2 Antikorper

Um die Durchseuchungsrate der Bevdlkerung abzuschatzen oder bei
Einzelpersonen eine zuruckliegende SARS-CoV-2 Infektion zu detektieren, kann
man SARS-CoV-2 spezifische Antikdrper messen. Die Hauptimmunogene sind
das Spike (S) — und das Nukleokapsid (N) — Protein. Gegen beide Proteine
werden Antikorpertestungen durchgefuhrt. Vor der Einflhrung der Impfstoffe war
eine Antikorperbildung auf Kontakt mit dem Virus im Sinne einer Infektion
zuruckzufuhren. Somit lieRen Testungen einen Ruckschluss auf vergangene
Infektionen zu. Am Institut fir Tropenmedizin der Universitat Tubingen wurde ein
in-house ELISA auf Speichelbasis entwickelt, der die Konzentration der IgG-
Antikorper, die an das RBD-Protein von SARS-CoV-2 binden, misst. Dieser Test
wird auch in der Coro-Buddy-Studie verwendet, Teile derer hier vorgestellt
werden (Heinzel et al., 2021; Pinilla, Heinzel, et al, 2021).
Antikérperuntersuchungen auf Speichelbasis bieten den Vorteil der nicht
invasiven Probennahme. Zudem konnen in der Regel dadurch leichter grofiere
Massen an Probanden rekrutiert werden, wodurch die Studiendaten

aussagekraftiger werden.

Generell lassen sich mit Antikorpertests gut Personen erkennen, die eine
Infektion durchgemacht haben. Durch flachendeckende
Antikdrperuntersuchungen im Blut kam man fur SARS-CoV-2, in einer
japanischen Studie, zu dem Schluss, dass die Anzahl der tatsachlich infizierten
Personen (durch Seropositivitat bestatigt) ein Vielfaches Uber den Zahlen der
positiven Tests der Akutdiagnostik liegt (Sugiyama et al., 2022).

Bei Untersuchungen zur Antikdrperdynamik erreichen die
Antikorperkonzentrationen im Serum und Speichel wenige Tage bis Wochen
nach der Infektion ihr Maximum und sinken dann langsam ab. Noch mehr als 15

Monate nach der Infektion bleiben sie nachweisbar (Isho et al., 2020; Pinilla,
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Heinzel, et al., 2021). In der zweiten Woche nach der Infektion ist bei den meisten
Patienten mit einer Serokonversion zu rechnen. Aullerdem sind die
Antikorperkonzentrationen bei schwer Erkrankten im Durchschnitt hoher als bei
einem milden Verlauf (Okba, 2020). Einige Patienten haben zu keinem Zeitpunkt
nachweisbare Antikdrper oder diese reichen nicht zur Neutralisierung des Virus.
In einer grofRen Seropravalenzstudie in Bonn hatten nur ein Drittel der Probanden
nachweisbar neutralisierende Antikorper nach einer bestatigten SARS-CoV-2
Infektion (Aziz et al., 2021) Sowohl die Erkrankungsschwere, als auch Fieber,
Geruchs- und Geschmacksverlust korrelieren mit der Hohe des Antikorpertiters
(Schlickeiser et al., 2020).

1.6.1 Seropravalenzstudien bei Kindern

Weltweit wurden uber 200 Seropravalenzstudien bei Kindern durchgefuhrt, die je
nach Phase der Pandemie, untersuchter Region und Studienpopulation zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen flhrten. Laut einer Metaanalyse schwankten die
Schatzungen fur die Seropravalenz von SARS-CoV-2 Antikorpern bei Kindern
zwischen 7,3% wahrend der ersten Welle (Marz bis Mai 2020, Wildtyp) und
56,6% wahrend der 6. Welle (Juni bis August 2022, Omikron-Variante). Die
hochsten Schatzwerte betrafen die Gruppe der alteren Kinder, Kinder aus
unterversorgten Regionen und Landern, und Kinder, die ethnischen Minderheiten
angehoren (Naeimi et al., 2023). Deutsche Studien fanden im Durchschnitt etwas
niedrigere Seropravalenzraten bei Kindern als oben genannte weltweite
Metaanalyse. Anders als weltweit war die Pravalenz bei den jungeren Kindern (0-
2 Jahre) mit 5,4 % in Deutschland zu Beginn der Pandemie signifikant hdher, als
die der alteren Kinder (3-11 Jahre, Pravalenz 1,4%) bis sie sich schlieflich
zwischen Oktober 2020 und Februar 2021 anglichen (Sorg et al., 2022). Die
Coro-Buddy-Studie in  Tubingen verfolgte als eine der wenigen
Seropravalenzstudien einen bevdlkerungsbasierten Ansatz, um eine fur die
Allgemeinbevolkerung moglichst reprasentative Stichprobe zu untersuchen.
Hierzu wurden Speichelproben verwendet und die Antikorper in einem speziell
etablierten Speichel-ELISA gemessen. Im Juli 2020 konnten bei 3,4% (10/333)
der Grundschulkinder, die an der Studie teilgenommen hatten, SARS-CoV-2
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Antikdrper nachgewiesen werden, signifikant mehr als in der Gruppe der
Kindergartenkinder (0,5% (2/504) positiv) (Heinzel et al., 2021).

1.7 Mukosale Immunantwort bei SARS-CoV-2

Bei der Abwehr von SARS-CoV-2 Infektionen spielen Antikérper auf und in den
Schleimhauten des oberen Respirationstraktes eine entscheidende Rolle.
Dennoch wird zur Antikdrperbestimmung meist peripheres Blut verwendet. Dabei
findet die erste Abwehr von respiratorischen Viren in der Nase statt. Neben den
physikalischen Barrieren und angeborener Immunabwehr werden hier auch
schon spezifische Antikorper sezerniert. Die wichtigste Rolle spielen hier IgA-
Antikorper gegen SARS-CoV-2, die besonders in den ersten Wochen nach der
Infektion im Speichel oder im nasalen Sekret nachgewiesen werden kdnnen.
Diese werden in den immunologisch besonders aktiven Gebieten des oberen
Respirationstraktes von Plasmazellen produziert und sezerniert und spielen eine
entscheidende Rolle bei der primaren Erregerabwehr (Noh & Rha, 2024).

Aber auch IgG findet sich in mukosalen Sekreten. Die Konzentrationen sind aber
deutlich geringer als im Serum. Dennoch korrelieren Messungen aus Speichel
und Serum eindeutig miteinander. So lassen sich durch Impfungen oder Infektion
produzierte IgG-Antikdrper auch im Speichel nachweisen. IgA im Speichel steigt
nur signifikant nach einer Infektion an, nicht nach Impfungen. Bisher gibt es keine
Impfung, die an dieser ersten Verteidigungslinie ansetzen kann (Puhach et al.,
2023).

1.8 Speichel zur Antikorperbestimmung

Wenngleich Deutschland sich schon frih in der Pandemie grofe Mengen an
PCR-Tests gesichert hatte, konnten nicht alle aktiven Infektionen diagnostiziert
und von den Behdrden registriert werden. Um die Datenlage zur Durchseuchung
der Bevolkerung zu verbessern, werden AntikOrpertests verwendet, da das
Vorhandensein von SARS-CoV-2 spezifischen Antikdrpern ein Hinweis fur eine
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zuruckliegende Infektion ist. Vor der Immunisierung mittels Impfung werden
Tests zum Nachweis von Antikdrpern gegen das Spike/RBD-Antigen und N-
Antigen verwendet. Nach der Impfung konnen nur noch Tests verwendet werden,
die Antikorper nachweisen, die nicht an das Spike/RBD-Protein binden (da
dieses als Vakzinantigen verwendet wird). Zumeist kamen dann Tests auf
Antikdrper gegen das N-Protein zum Einsatz (Devi et al., 2022). Die erste
Impfstoffzulassung der Europaischen Arzneimittel-Agentur (EMA) erfolgte bereits
im Dezember 2020. Ab diesem Zeitpunkt waren Impfungen gegen SARS-CoV-2
in Deutschland mdglich (Paul-Ehrlich-Institut, 2020).

Der Antikopernachweis wurde auf freiwilliger Selbstzahlerbasis und, im Rahmen
von Studien, Interessierten angeboten. Konventionell werden dabei Antikorper im
Serum bestimmt (Bundesgesundheitsministerium Chronik, 2023; (Pinilla,
Heinzel, et al., 2021)). Dieser Ansatz erfordert jedoch Fachpersonal zur
Blutentnahme und wird nur im medizinischen Setting durchgefihrt. Zudem ist die
Blutenthahme mit Risiken und Schmerzen fur den Patienten verbunden,

wenngleich diese recht gering sind.

FUr andere Krankheiten wurde schon vor einigen Jahren herausgefunden, dass
IgG -Antikorpertestungen aus dem Speichel ahnlich prazise Ergebnisse liefern
wie Serumuntersuchungen. 2001 wurde dies beispielsweise schon fur Masern
und Rételn nachgewiesen (Nokes et al., 2001). Auch SARS-CoV-2 spezifische
Antikorper lassen sich im Speichel nachweisen. Allerdings sind die
Konzentrationen um einiges niedriger als im Serum. Um im Speichel zuverlassig
und sensitiv AntikOrper nachzuweisen, reicht es nicht aus, vorhandene ELISA
Tests zu verwenden und anstelle von Plasma Speichel aufzutragen, sondern es
mussen spezifisch angepasste Protokolle entwickelt werden, mit dem Ziel,
Kreuzreaktivitaten zu minimieren und die Sensitivitat zu erhohen. Andererseits
ist die Gewinnung von Speichelproben nicht invasiv und kann einfach und im
offentlichen Raum durchgefuhrt werden (Isho et al., 2020). In einer Nebenstudie
der Coro-Buddy-Studie konnte bereits gezeigt werden, dass bei ehemals mild
erkrankten COVID-19 Patienten SARS-CoV-2 Antikorper sowohl im Speichel (bei
72% der Probanden) als auch im Blut (bei 89%) noch nach einem halben Jahr

nachgewiesen werden konnen (Pinilla, Heinzel, et al., 2021). Auch bei einer
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Subgruppe der Coro-Buddy Kinder (1-10-Jahrige, bis Ende 2020) wurde die
Antikérpermessung im Speichel bereits angewendet. Bei 1,6% der Kinder

konnten Antikorper nachgewiesen werden. (Heinzel et al., 2021).

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Zu Beginn der COVID-19-Pandemie gab es erhebliche Unsicherheiten bezuglich
der Auswirkungen von SARS-CoV-2-Infektionen auf Kinder und Jugendliche,
bezuglich ihrer Infektionsrate, sowie ihrer Rolle bei der Virustbertragung. Um das
Infektionsgeschehen bei Kindern und Jugendlichen in Tubingen zu beobachten,
wurde zu Beginn der Pandemie die prospektive, longitudinale Seropravalenz-
Studie ,Coro-Buddy” am Institut fur Tropenmedizin des Universitatsklinikums
Tubingen unter der Leitung von PD Dr. Andrea Kreidenweiss und PD Dr. Jana
Held gestartet (Pinilla, Friessinger, et al., 2021). Um die Untersuchung an einer
fur das Stadtgebiet Tubingen moglichst reprasentativen Stichprobe
durchzufuhren, wurde die Erhebung bevolkerungsbasiert durchgefuhrt. Die 1- bis
18-Jahrigen Studienteilnehmer wurden Uber ihre Bildungsinstitutionen rekrutiert
und nicht-invasiv  beprobt (Abgabe von  Speichel). Damit die
Seropravalenzmessung Uberhaupt im Speichel moglich war, wurde eigens ein
Speichel-basierter SARS-CoV-2 Antikorper ELISA Test entwickelt, getestet und

validiert (Heinzel et al., 2021). Dieser stand fur diese Arbeit zur Verfigung.

Ziel der Arbeit war die Bestimmung der Seropravalenz von SARS-CoV-2
Antikorpern bei Kindern und Jugendlichen 2021 nach dem ersten ,Coronawinter®,
ca. ein Jahr nach Pandemiebeginn (T3, die Daten zu T1 und T2 sind Bestandteil
einer anderen Abschlussarbeit). Diese Daten geben einen Hinweis darauf, wie
viele Kinder und Jugendliche bis zu diesem Zeitpunkt bereits eine SARS-CoV-2
Infektion durchgemacht haben, da das Gesundheitsamt nur SARS-CoV-2 Virus-
positiv getestete Personen registriert und sehr viele Infektionen, insbesondere
bei Kindern, asymptomatisch und somit unerkannt ablaufen. Zudem war vor
allem in den Anfangen der Pandemie eine breite Testung aufgrund von Knappheit
der Testressourcen noch nicht moglich.
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Des Weiteren ermdglicht die Arbeit, durch den Vergleich der Speichel- und
Serumergebnisse, die Aussagekraft von Antikbrpermessungen im Speichel zu
beurteilen und gegebenenfalls breiter angelegte Speichelantikorpertests zu
etablieren. Durch gezielte Befragungen der Probanden zu Symptomen und
positiven Testergebnissen lassen sich weitere Riuckschlisse auf die Anzahl der

unbemerkten Infektionen ziehen.
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2 Material und Methoden

21 Ethik
Ein genehmigter Ethikantrag inklusive genehmigter Amendments der
Ethikkommission des Uniklinikums Tubingen vom 24. Juni 2020 (Referenz Nr.
20-231/BO1) liegt fur die Studie vor. Alle Teilnehmenden haben ihr schriftliches
Einverstandnis zur Studienteilnahme gegeben. Bei unter 18-Jahrigen erfolgte
dies stellvertretend durch einen Erziehungsberechtigten. Zusatzlich wurden die
Altersgruppen der 6 bis <12-Jahrigen und der 12 bis <18-Jahrigen Kinder mit
altersgerechtem Informationsblatt Gber den Zweck, Ziel und Ablauf der Studie
aufgeklart und die altere Altersgruppe gab zudem schriftlich ihre Zustimmung zur

Teilnahme (siehe Annex 1).

2.2 Studiendesign und Studienpopulation

Dies ist eine prospektive, longitudinale, seroepidemiologische Studie zur
Bestimmung der SARS-CoV-2 Exposition von Kindern und Jugendlichen im
Stadtgebiet Tubingen basierend auf nicht-invasiv gewonnenen Speichelproben
und Bestimmung der SARS-CoV-2 Antikérper. Studienkirzel: Coro-Buddy
(Corona and Anti-body/buddy). Um eine moglichst reprasentative Kohorte der
Tubinger Kinder und Jugendlichen zu untersuchen, wurde ein bevodlkerungs-
basierter Ansatz gewahlt und die Studienteilnehmer wurden Uber die Kita bzw.
Schulen in die Studie aufgenommen und beprobt (und nicht beispielsweise im
Krankenhaus rekrutiert). Insgesamt haben 26 Kindertagesstatten, 6
Grundschulen und 3 weiterfuhrende Schulen in Tubingen (Stadtgebiet inklusive
Eingemeindungen) an der Coro-Buddy-Studie teilgenommen. Insgesamt sollten
1850 Kinder und Jugendliche im Alter von 1 bis 18 Jahren an der Studie
teilnehmen. Speichelproben wurden an 3 Zeitpunkten gesammelt: Zeitpunkt T1:
gleich zu Beginn der Pandemie im Zeitraum 17.07.2020 -05.08.2020, Zeitpunkt
T2: noch vor dem Winter 2020/2021 (29.09. — 09.12.2020) und Zeitpunkt T3:
nach dem Winter, im Frihjahr 2021 (16.03. -15.07.2021). Diese Arbeit fokussiert
sich auf die Erhebung und Analyse der Daten aus dem letzten
Erhebungszeitpunkt (T3).
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An diesem dritten Zeitpunkt T3 haben insgesamt 1492 Kinder im Alter von 1 bis
18 Jahren teilgenommen. Die Gruppe der Kinder ist unterteilt in
Kindergartenkinder (1-5 Jahre), Grundschulkinder (6-10 Jahre) und Kinder der
weiterfUhrenden Schulen (11-18 Jahre). Zusatzlich wurden als erwachsene
Vergleichsgruppe die Speichelproben von insgesamt 307 Lehrer*innen,
Erzieher*innen und begleitenden Eltern untersucht. Einschlusskriterien fir die
Kinder waren der Besuch einer Bildungseinrichtung im Stadtgebiet Tubingen
(Kindertagesstatte, Grundschule oder weiterfUhrende Schule), sowie das

Einverstandnis zur Studienteilnahme.

Zusatzlich wurde bei einigen, der im Speichel positiv auf Antikorper getesteten
Kinder, nach erneuter Einverstandniserklarung, noch eine Blutentnahme
durchgefuhrt, um die Ergebnisse mit denen aus dem Speicheltest zu vergleichen.

Diese fand wenige Monate nach T3 statt.

Coro-Buddy Studie T3 (Mérz bis Juni 2021)
Kinder (insgesamt): 1478

: Kmdergar?en ; Grundschult.e Weiterfiihrende Schule Erwachsene
Teilnehmende Kinder (1-5 Teilnehmende Kinder i i .
Teilnehmende Kinder Vergleichsgruppe
Jahre) (6-10 Jahre) (11-18 Jahre) (n=747) (n=307)
(n=289) (n=442) = x
A 4
SARS-CoV-2 IgG Antikorper im Speichel positiv SARS-CoV-2 IgG Antikorper im Speichel negativ

Erneute Antikorperbestimmung in Blut und Speichel
(n=25)

Abbildung 2: Flussschema zum Ablauf der Beprobung zum Zeitpunkt T3 der Coro-Buddy-Studie:
Teilnehmeranzahl nach Schulformen und Alter und Nachtestung der Antikérper im Blut und Speichel bei
positivem Ergebnis im SARS-CoV-2 IgG Speicheltest
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2.3 Fragebogen
Zusatzlich zur Probenabgabe erhielt jeder Proband einen Fragebogen mit 6
Fragen mit dem Ziel, Exposition, Erkrankung und Symptome im hauslichen
Kontext zu erfassen. Der Fragebogen wurde zu jedem der 3 Studienzeitpunkte
(durch die Erziehungsberechtigten) erhoben. Erhoben wurden die Anzahl der
Erwachsenen und minderjahrigen Personen im Haushalt; das Datum positiver
SARS-CoV-2 Tests des Probanden und/oder eines Haushaltsangehorigen der
letzten 6 Monate; erkaltungsartige Symptome der letzten zwei Monate mit
Datumsangabe; sowie Geruchs- oder Geschmacksverlust in den letzten 6

Monaten bei Personen aus dem eigenen Haushalt (Annex 2).

2.4 Studienstatte

Die Speichelproben wurden von den Teilnehmern direkt in den 35 Einrichtungen
gesammelt (Abbildung 3). Die Einrichtungen wurden zuvor angefragt und Gber
die Studieninhalte und Ziele informiert. Bei Zusage wurden ein bis zwei Termine
pro Erhebungszeitpunkt in der Einrichtung zur Probengewinnung und -sammlung
durch das Coro-Buddy-Studienteam des Instituts fur Tropenmedizin am
Universitatsklinikum TUbingen vereinbart. Die Eltern der potentiellen Probanden
erhielten vorab das Informationsmaterial und den Fragebogen, welche Ihnen
uber die Einrichtungen bereitgestellt wurden. Die Unterlagen wurden von den
Eltern/gesetzlichen Vertretern ausgefullt und am Studientag vor Probenabgabe
eingesammelt. Alle Kinder und Jugendliche bzw. deren Eltern und/oder
Erziehungsberechtigten, die in T3 positiv auf anti-SARS-CoV- 2 IgG im Speichel
getestet wurden, wurden anschlieRend direkt vom Studienteam kontaktiert und
zu einer Blutentnahme und erneuten Abgabe einer Speichelprobe ins Institut fur
Tropenmedizin Tubingen eingeladen. Diese Termine fanden 3 bis 6 Monate nach
T3 statt.
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Abbildung 3: Studienstétten im Stadtbereich Tiibingen; schwarze Linie: Umrandung der Stadtgrenzen von
Tibingen, rot: teilnehmende Kindergérten, gelb: teilnehmende Grundschulen, blau: teilnehmende
weiterfiihrende Schulen
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2.5 Probengewinnung
Die Speichelproben der Erwachsenen und der Kinder ab Grundschulalter wurden
in einfachen Plastikrohrchen (multi-purpose containers 30 mL Greiner Bio-One
ref. 201150) gesammelt, in die die Probanden ungefahr 3 mL Speichel durch
Hineintropfen abgeben sollten. Die gewlnschte Fullhéhe war durch einen Sticker
markiert. Pro Proband wurden etwa 0,5 mL bis 1 mL Speichel fir die Analyse
bendtigt. Die jungeren Kinder (1-5 Jahre) erhielten ein Oracol S14 saliva
collection device (Malvern Medical Developments, UK) zum Speichel sammeln.
Mit diesem sollte der Proband etwa zwei Minuten sanft den Zahnfleischsaum
bursten. Meistens halfen Eltern oder Erzieher*innen bei der Kkorrekten
Durchfuhrung. Eine halbe Stunde vor Probensammlung sollten alle Probanden
nicht getrunken oder gegessen haben und auch keine Kaugummis gekaut haben.
Bis zur Verarbeitung wurden alle Proben fir maximal vier Stunden auf Eis

gelagert.

2.6 Speichel- und Blutprobenverarbeitung
Die Blutproben (9 mL) wurden mittels vendser Blutentnahme in Lithium-Heparin-
Monovetten entnommen. Das Vollblut wurde bei 2500 rpm fir 10 Minuten
zentrifugiert. Das Plasma wurde anschliel3end abpipettiert und in 1 mL Réhrchen

verteilt, die bis zur Weiterverwendung bei -20°C aufbewahrt wurden.

Die Speichelproben wurden fir 6-10 Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert. Mit einer
Pipette wurde die Menge der Speichelprobe gemessen und in ein 1,5 mL
Eppendorf-Gefal®  pipettiert.  Anschlielend wurde Tri-N-Butyl-Phosphat
hinzugegeben bis eine Endkonzentration von 0,3% vorlag. Zur weiteren
Inaktivierung wurde Triton-X100 bis zur gewunschten Konzentration von 1%
hinzugegeben. Dann wurde der Inhalt des Gefalles mit einer Pipette gut
gemischt. 250 pL des jetzt inaktivierten Speichels wurden in ein Screw Cap Tube
gegeben. Zu diesem Ansatz wurden 250 uL RNA-Shield gegeben und gut
durchmischt. Der Rest des inaktivierten Speichels kam in ein zweites Screw Cap
Tube. Die Proben wurden anschliel3end bei -20°C tiefgefroren. (Heinzel et al.,
2021)

25



2.7 ELISA fir die Speichelproben
Um die Konzentration der SARS-CoV-2 RBD spezifischen IgG Antikorper sensitiv
und spezifisch in den Speichelproben messen zu kdnnen, wurde ein ELISA
Protokoll verwendet, das am Institut fur Tropenmedizin zuvor entwickelt, validiert

und evaluiert worden war (Heinzel et al., 2021).

Zum Beschichten der ELISA-Platte wurden 50 pL des im Institut fur
Tropenmedizin Tubingen hergestellten SARS-CoV-2 Wildtype RBD-Proteins (2
pg/ml RBD in 1x PBS) pro Well auf eine Costar 96 well microtiter high binding
plate (ref. 3590, Corning) gegeben. Die Platten wurden Uber Nacht bei 4°C
inkubiert und dann mit 1x PBS gewaschen und mit 200 yL der Blockierlosung
(Condor Bioscience GmbH) fur 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem
Plattformschuttler (700 rpm) versetzt. Die nachfolgenden Waschvorgange
wurden insgesamt dreimal mit PBS/0,1% Tween20 wiederholt. Die Speichel- und
Kontrollproben wurden im Verhaltnis 1:3 bis 1:27 mit der Blockierldsung in einer
nicht-bindenden ELISA Platte (Greiner bio-one; REF: 65090, for sample pre-
dilution) verdiinnt. 100 pL von der verdinnten Probe wurden auf die ELISA Platte
Ubertragen und fur 1 Stunde inkubiert. Bei 1:20.000 verdinntem biotinylierten
Anti-Human-IgG (Ref. 109-065-008, Jackson Immuno Research Laboratories)
und 1:1000 verdunntem Avidin-HRP (Biolegend Ref. 405103) wurden IgG-
Antikorper erfasst. Beide Reagenzien wurden in 1x ROTI-Blockpuffer (Roth)
geldst und eine Stunde und 30 Minuten inkubiert. Zur Sichtbarmachung wurden
100 puL TMB-Substratlésung hinzugefligt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
50 pyL 1M HCI gestoppt. Die Platte wurde bei 450 nm und 620 nm mit einem
Photometer (CLARIOstar, BMG LABTECH) ausgelesen. Die Konzentrationen
des SARS-CoV-2 IgG im Speichel wurden durch den Vergleich mit purem
Human-IgG (Standard), das als Verdlinnungsreihe auf denselben Platten (ref.
31154, ThermoFisher) war, ermittelt. Der Trennwert fur IgG-Positivitat im
Speichel liegt bei diesem Test bei 6,3 ng/mL. Spezifitdt und Sensitivitat dieses
Tests liegen bei 100% und 87%. (Heinzel et al., 2021).
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2.8 ELISA fir das Blutplasma
Zur Detektion von SARS-CoV-2 IgG-Antikérpern im Plasma wurden zwei
unterschiedliche ELISA angewendet: Zum einen ein etablierter in-house SARS-
CoV-2 RBD ELISA (Pinilla, Heinzel, et al., 2021) und der kommerzielle, CE-
zertifizierte EUROIMMUN SARS-CoV-2 1gG ELISA (ElI 2606-9601 G).
Unterschieden haben sich die beiden Tests in der Probenverdiinnung und dem
IgG nachweisenden Antikorper. Beim in-house ELISA wurde das Plasma von
1:100 bis 1: 62500 in einer funfschrittigen Verdunnungsreihe mit der
Blockierldsung verdunnt. Fir den IgG Nachweis wurde ein HRP gekoppelter anti-
humanes IgG Antikdrper verwendet (ref. 109-036-097, Jackson Immuno
Research Laboratories). Dieser Antikorper wurde mit 1x ROTI-
Blockierungspuffer im Verhaltnis 1:5000 verdunnt und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur und 700 rpm inkubiert. Die 1IgG Konzentration wird in ug/mL

angegeben.

Die Plasmaproben wurden zusatzlich mit dem EUROIMMUN SARS-CoV-2
ELISA Kit analysiert, welches IgG, dass an die S1- Untereinheit des Spike-
Proteins von SARS-CoV-2 bindet, nachweist. Der Test wurde gemal den
Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt. Die Plasmaproben wurden in einem
mitgelieferten Probenpuffer verdinnt. AnschlieRend wurden sie in die mit Antigen
beschichteten Mikrotitervertiefungen gegeben und 1 Stunde lang bei 37 °C
inkubiert. Die Platten wurden gewaschen, eine konjugierte Ldsung wurde
zugegeben und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach einem zweiten Waschschritt
wurde die Substratlosung aufgetragen und 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Schlieldlich wurde eine 0,5 M Schwefelsaure-Stopplésung zugegeben.
Die Absorption der Probenvertiefungen wurde sofort bei 450 nm und 630 nm mit
dem CLARIOstar-Mikroplattenlesegerat (BMG) gemessen. Die mit der optischen
Dichte (O.D.) bei 630 nm erzeugten Werte wurden von denen der O.D. bei 450
nm subtrahiert. Die Daten wurden gemaly den Empfehlungen des Herstellers
ausgewertet und die Ergebnisse als Verhaltnis angegeben. Der Cut-off-Wert flr
SARS-CoV-2-1gG-Positivitat liegt bei einem Wert von = 1,1, fir eine mittlere
Antikorperkonzentration bei einem Wert von 0,8 bis 1,1. Negativ wird die Probe

bei einem Wert < 0.8 gewertet.
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2.9 Analyse der Daten

Die Daten wurden mit RStudio (Version 2023.06.0+421) unter Verwendung von
R (Version 4.3.1) und Graph Pad Prism (Version 9.1) mit einem 95%
Konfidenzintervall (p-Werte<0,05) analysiert. Die Grafiken wurden mit R, Graph
Pad Prism und Biorender erstellt. Deskriptive Analysen (Gesamtzahl und Anteil)
wurden zur Beschreibung der Symptome, der berichteten friiheren Infektionen
und zur Quantifizierung der Merkmale der Studienpopulation verwendet. Die
Pravalenz und Konfidenzintervalle wurden fur die einzelnen Altersgruppen
geschatzt, unter Verwendung der Rogan-Gladen-Schatzmethode und dem von
Reiczigel et al. im R-Paket epiR Version 2.0.60 bereitgestellten Code. Die
angepasste Pravalenz wurde unter Berucksichtigung der Testparameter
Spezifitat von 100 % und Sensitivitat von 87 % berechnet (Heinzel et al., 2021).
Die Verteilung der Antikdrperkonzentration pro Gruppe wurde mit dem Wilcoxon-
Rangsummentest analysiert. Die Korrelation zwischen Speichel und Plasma in
der kleinen Gruppe positiver Kinder wurde mit dem Spearman-Rangkorrelations-
Rho-Koeffiziententest berechnet. Fur alle statistischen Analysen wurde die
Signifikanzschwelle auf 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienpopulation

Am dritten Beobachtungszeitpunkt T3 (Marz 2021 bis Juni 2021) der Coro-
Buddy-Studie wurden Speichelproben von insgesamt 1492 Kinder genommen
und 1478 Speichelproben konnten analysiert werden. Darunter waren 289
Kindergartenkinder, 442 Grundschulkinder und 747 Schuiler und Schulerinnen

weiterfuhrender Schulen (siehe Tabelle 1).

Insgesamt wurden zu T3 fast 2% der Gesamtbevdlkerung im Tubinger
Stadtgebiet (Einwohnerzahl: 92.170) untersucht. Hauptaugenmerk der Coro-
Buddy-Studie sind Kinder und Jugendliche. Mit 1.478 untersuchten Kindern von
insgesamt 13.438 in Tubingen lebenden Minderjahrigen umfasste die Stichprobe
rund 11 % aller Tubinger Kinder und Jugendlichen (siehe Tabelle 2).

Tabelle 1: Charakteristika der Studienpopulation zum Zeitpunkt der 3. Erhebung innerhalb der Coro-
Buddy-Studie (Mérz - Juni 2021)

Altersgruppe Anzahl Mannlich, n | Weiblich, Alter in
Teilnehmer, (%) n (%) Jahren,
n Median
(range)
Kita 289 150 (52) 139 (48) 4 (1-5)
Grundschule 442 222 (50) 220 (49) 8 (6-10)
Weiterfuhrende
Schule 747 314 (42) 433 (58) 13 (11-18)
Gesamt Kinder 1478 686 (47) 792 (54) 10 (1-18)
Gesamt
Erwachsene 307 68 (22) 239 (78) 42 (19-72)
Gesamt 1785 754 (42) 1031 (58) 15 (1-72)
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Tabelle 2: Zensus Stadtgebiet Tibingen im Vergleich zur Population der Coro-Buddy-Studie

Zensus Coro-Buddy Anteil Teilnehmer an
Tubingen (n) | Teilnehmer an T3 Bevolkerung
(n) Tubingen (%)
Gesamt 92.170 1.794 2%
> 18 Jahre 78.732 307 0,4 %
0 - 18 Jahre 13.438 1.478 1 %
6 -18 Jahre 8.581 1.062 12 %
1 -6 Jahre 4.857 425 9%

3.2 Vorbemerkung zu geimpften und genesenen Studienteilnehmern

Einige der alteren Kinder (ab 12 Jahren) und Erwachsenen waren zum Zeitpunkt
T3 bereits gegen SARS-CoV-2 geimpft. Alle Probanden bei denen die erste
Impfdosis zum Zeitpunkt der Speichelsammlung langer als zwei Wochen
zurucklag, wurden im Folgenden als geimpft betrachtet. Das traf auf 153 von 307
(51,1%) erwachsenen Probanden und auf 166 von 1478 (11%) Kindern zu. 587
von 747 (78%) Schulern der weiterfuhrenden Schulen (11-18-Jahrige) waren
noch nicht geimpft und sind in die weiteren Betrachtungen mit eingeflossen. Da
es auch durch die Impfung und nicht nur durch eine Infektion zur
Antikorperbildung gegen SARS-CoV-2 kommt, wurden die Geimpften aus den
nachfolgenden Analysen zum AntikOrpernachweis ausgeschlossen.

Des Weiteren wird zur sprachlichen Vereinfachung im Folgenden von
,Genesenen® gesprochen, wenn bei ungeimpften Personen SARS-CoV-2

Antikorper nachgewiesen wurden.
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3.3 Seropravalenz und Meldedaten

Far diese Studie wurde ein ELISA-Test entwickelt, um IgG im Speichel zu
quantifizieren, das spezifisch fur das RBD-Protein von SARS-CoV-2 (Wildtyp) ist.
Der Trennwert fur die SARS-CoV-2-IgG-Positivitat im Speichel wurde auf 6,3
ng/ml festgelegt.

Speichelproben von 1478 Kindern wurden mittels des genannten ELISA Tests
untersucht und bei insgesamt 50 der 1 bis 18-jahrigen (3,8%) wurden SARS-
CoV-2 Antikdrper nachgewiesen — sie hatten also eine Infektion in den
vorausgehenden Monaten durchgemacht. (siehe Tabelle 3). Die geschatzte
Seropravalenz, korrigiert um die Sensitivitat (87%) und Spezifitat (100%) des
Speichel-ELISA Tests, betrug zum Zeitpunkt T3 im Fruhjahr 2021 fur alle Kinder
und Jugendliche im Stadtgebiet Tubingen 4,3% (95% CI: 3,3-5,7%). Innerhalb
der Altersgruppen gab es zu T3 keine signifikanten Unterschiede in der SARS-
CoV-2 Exposition. Seropravalenz a) in der Altersgruppe Kita (1-5 Jahre): 2%
(95% CI: 0.8-4.6%); b) Grundschulkinder (6-10 Jahre): 4,4% (95% ClI: 2,8-7%);
c) Schuler weiterfuhrender Schulen (11-18 Jahren): 5,5% (95% CI: 3,8-7,8),
p=0.07.

Erganzend wurde die Anzahl der dem Gesundheitsamt Tlbingen im Zeitraum
Marz 2020 bis Juni 2021 gemeldeten SARS-CoV-2 Falle bei Kindern und
Jugendlichen aus dem Stadtgebiet Tubingen analysiert (siehe Annex 3). Die
Meldedaten basieren auf einem positiven SARS-CoV-2 PCR-Test (die Meldung
eines positiven Antigentests musste zu diesem Zeitpunkt noch mit einem
positiven PCR-Test bestatigt werden). Obwohl die Daten seit Beginn der
Pandemie erhoben wurden, liegt die Anzahl der Test-positiven nur bei 1,3%
(siehe Tabelle 3). Innerhalb der Altersgruppen gab es mit 1,6% die meisten PCR-
Positiven unter den 11-18-Jahrigen. Hingegen liegt die geschatzte SARS-CoV-
2 Exposition bei 4,3% im Fruhjahr 2021. Dies zeigt, dass die Exposition
gegenuber SARS-CoV-2 hoher war als die gemeldeten PCR-diagnostizierten

Falle des Gesundheitsamts. (Tabelle 3)

Am hochsten war die Pravalenz von IgG-Antikdrpern im Speichel in der Gruppe

der Erwachsenen mit 6,5%. Bei den Schulern der weiterfuhrenden Schulen lag
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sie bei 5,5%, bei den Grundschulern bei 4,4% und bei den Kindergartenkindern
bei 2%.

Tabelle 3: Anteil und Prévalenz der SARS-CoV-2-IgG Antikérper (IgG Positive) im Speichel bei
Teilnehmern der Coro-Buddy-Studie verglichen mit den SARS-CoV-2 PCR-Meldedaten des
Gesundheitsamt Tiibingen in den korrespondierenden Altersgruppen aus demselben
Untersuchungsgebiet. * Gesamtzahl der Teilnehmer in den entsprechenden Altersgruppen in Coro-Buddy,
# Gesamtzahl der Gemeldeten im Stadtgebiet Tiibingen in der entsprechenden Altersgruppe

Gesamt Kita Grund- Weiterf.
(1-18 Jahre) | (1-5 Jahre) schule Schulen
(6-10 Jahre) (1118
Jahre)
IgG Positive 50/1.318 5/289 17/442 28/587
Coro-Buddy, (3,8%) (1,7%) (3,8%) (4,8%)
n/N* (%)
IgG Pravalenz, % 4,3 2 4,4 5,5
(95% Cl1%) (3,3-5,7%) (0,8-4,6) (2,8-7) (3,8-7,8)
Stadtgebiet
Tubingen
Meldedaten PCR | 176/13.644 47 36 93
Positive 1,3 1,2 0,9 1,6
Stadtgebiet (1.3) (1.2) (©.9) (1.6)
Tubingen, n/N*
(%)

3.4 Erkaltungsahnliche Symptome
Mithilfe eines Fragebogens (siehe Annex 2) wurden die Studienteilnehmer zu
erkaltungsartigen Symptomen in den zwei Monaten vor Probennahme befragt.
Dazu gehorten insbesondere Fieber (>37,5°C), Halsschmerzen, Husten und
Schnupfen. 39 % der Erwachsenen und 26 % der Kinder gaben Symptome an.
Innerhalb der Gruppe der Kinder gab es Unterschiede. Etwa 49 % der
Kindergartenkinder hatten in den letzten zwei Monaten erkaltungsartige
Symptome gehabt — also grob zur Zeit der Wintermonate. Bei den alteren Kindern

und Jugendlichen waren es nur etwa 9,5 % (siehe Tabelle 4).
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Die Auswertung der Fragebogenangaben, ergab, dass insgesamt 25% der
Personen mit grippeahnlichen Symptomen in den vorausgehenden zwei
Monaten (also grob zur Winterzeit) im Speichel nachweisbare Antikorper gegen
SARS-CoV-2 hatten. Andersherum hatten 26% der Kinder und Jugendlichen und
40% der Erwachsenen, die positiv fur SARS-CoV-2 Antikérper im Speichel
getestet wurden, grippedhnliche Symptome in den vorausgehenden zwei
Monaten angegeben. Je alter die Studienteilnehmer, desto eher war bei
angegebenen Symptomen auch der AntikGrpernachweis im Speichel positiv. Von
den Kindern wurde am haufigsten als Symptom Schnupfen angegeben (neun
Nennungen), danach folgten Halsschmerzen (finf Nennungen) und Husten und

Fieber (jeweils vier Nennungen) (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Angabe von Symptomen in den letzten 2 Monaten und SARS-CoV-2 Antikérperstatus (IlgG
Positive im Speichel)

G Erkiltungs- | '9C F;:’if't“’e Anteil
9% artige . Symptomatische
Positive, berichteten Py
Symptome, n an IgG Positiven
n o Symptomen, o
(%) n %o
KiTa 5 141 (48,7) 3 60 (3/5)
Grundschule 17 105 (23,7) 4 23 (4/17)
Gymnasium 28 71 (9,5) 6 22 (6/28)
Gesamt
Kinder 50 317 (21,4) 13 26 (13/50)
Gesamt
Erwachsene 10 39(2555) 4 40 (4/10)
Gesamt 110 673 (37,7) 16 25 (16/110)

3.5 Virusnachweis und SARS-Cov-2 Antikorper im Speichel

35 Teilnehmer haben im Fragebogen angegeben in den vorausgehenden sechs
Monaten einen positiven SARS-CoV-2 Test gehabt zu haben. Die genaue Testart
(PCR/Antigentest) wurde nicht standardmafig abgefragt. In der Gruppe der
Kinder und Jugendlichen meldeten 25 (1,7%) einen positiven Test (auf
Nachfrage: 11 PCR-Tests, bei 14 Testart nicht bekannt). 14/25 (56 %) waren
SARS-CoV-2 IgG positiv (siehe Tabelle 5). Der zeitliche Abstand zwischen
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berichtetem Virusnachweis und IgG Speicheltest betrug in der Gruppe der
Antikoérper-Positiven im Mittel 114 Tagen. Bei Teilnehmern mit positivem
Antikorpertest gibt es grofle Unterschiede in den Antikorpertitern. Eine
Korrelation des 1gG Titers zum zeitlichen Abstand der Akutdiagnostik liel3 sich

nicht finden.

3.6 Familienanamnese und SARS-CoV-2 Antikorperpravalenz

Auf dem Fragebogen zur Studie wurde auch nach positiven SARS-CoV-2 Tests
bei Haushaltsangehdrigen in den vorausgehenden 6 Monaten gefragt und bei 20
Studienteilnehmern wurde ein Haushaltsmitglied positiv getestet. Die Art des
Testes (PCR-Test, Antigenschnelltest, Antikorpertest) ist nicht bekannt.
Auffallend ist, dass sowohl die erwachsenen Teilnehmer als auch die 11- bis 18-
Jahrigen von keinem einzigen positiven Test in der Familie berichteten. Bei den
Grundschulkindern hatten 4/6 Kinder, die von einem positiven Test in der Familie
berichteten, auch SARS-CoV-2 Antikorper im Speichel. Bei Kindergartenkindern

waren es 2/14 (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Ubersicht Zusammenhang positiver SARS-CoV-2 Test in den letzten 6 Monaten oder positiver
SARS-CoV-2 Test im Haushalt und Ergebnis der SARS-CoV-2 IgG Antikérperdiagnostik im Speichel

Positiver Positiver Positiver Positiver
SARS- SARS-CoV-2 | SARS-CoV-2 | Antikorper Test
CoV-2 Test bei Test und und pos. SARS-
Test, Haushaltsmit | Antikorper CoV-2 Test bei
n (%) gliedern Test, Familienmitglied,
n (%) n (%) n (%)
6 14 1 2
KiTa (2,0) (3,3) (17,0) (4,0)
11 6 7 4
Grundschule (2,5) (2,0) (64,0) (8,0)
9 0 6 0
Gymnasium (1,2) (0) (67,0) (0)
25 20 14 6
Gesamt Kinder (1,7) (1,5) (58,0) (12,0)
Gesamt 10 0 3 0
Erwachsene (3,2) (0) (30,0) (0)
35 20 18 6
Gesamt (1,9) (1,3) (52,0) (0,4)

34



3.7 Antikorper-Konzentrationen
Die gemessenen SARS-CoV-2 Antikérperkonzentrationen lagen bei den Kindern
zwischen 6,63 ng/mL und 131,13 ng/mL (range), der Median betrug 26,43 ng/mL.
Die meisten Kinder hatten eher niedrig positive Werte. Die Grundschulkinder
hatten mit 32,8 ng/mL (Median) gemittelt die héchste Konzentration an 1gG-

Antikorpern im Speichel.

Zusatzlich wurden die Antikorperkonzentrationen der positiv getesteten Kinder
unter Bertcksichtigung der Angabe von erkaltungsartigen Symptomen in den
letzten 2 Monaten betrachtet. Symptomatische Kinder zeigten ein
durchschnittlich hoheres Antikorperlevel von 35,37 ng/mL im Vergleich zu denen

die keine Symptome angegeben hatten (23,74 ng/mL).

Die erwachsene Vergleichsgruppe erreichte mit 30,98 ng/mL einen ahnlichen

Median.
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Abbildung 4: Verteilung der SARS-CoV-2 Antikérperkonzentrationen (IgG-positiv), schwarz gepunktete cut-
off-Linie bei 6,3 ng/mL; Unterteilung nach Kindergartenkindern (0-5 Jahre), Grundschulkindern (6-10 Jahre)
und Gymnasialkindern (11-18 Jahre); angegeben ist der Median und die 25%- und 75%-Perzentile

3.8 Bestatigung im Blut
Von 25 Kindern mit positivem Speichel-lgG und einem Kind mit negativem
Speichel-IgG, das jedoch selbst angab, mit SARS-CoV-2 infiziert zu sein, wurden
3 bis 4 Monate nach T3 Plasmaproben und eine weitere Speichelprobe
entnommen. Bei 8 Kindern mit positivem IgG-Speichel wurde angegeben, vor der
zusatzlichen Probenentnahme gegen COVID-19 geimpft worden zu sein. Das
Plasma wurde mittels kommerziellem SARS-CoV-2 ELISA und inhouse Plasma-
ELISA und der Speichel mit dem etablierten Speichel-ELISA untersucht. In 24
von 25 Proben wurde die SARS-Cov-2 IgG Positivitat bestatigt, d.h. sogar 3 bis
4 Monate nach urspringlicher Speichelnahme waren noch immer Antikorper
nachweisbar (siehe Tabelle 6). Vier Monate nach der T3-Probennahme gab es
nur einen Teilnehmer (5,8%) der Antikorper-negativ im Speichel und Plasma
wurde. Zwei Teilnehmer (11,1%) verloren vier bzw. funf Monate nach T3 nur das
Speichel-IgG. Die IgG-Konzentrationen in den gepaarten Plasma- und
Speichelproben korrelieren miteinander (Pearson's Produkt-Moment-Korrelation
r = 0,57, [95% Konfidenzintervall (Cl): 0,10-0,83; p=0,013], unter Verwendung
des hauseigenen ELISA-Tests (siehe Abbildung 5). Die Analysen ergaben eine
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Spezifitdt und Sensitivitat des Speichel-ELISA von 100 % bzw. 88 % (95 %-Cl:
65 %-98 %). Alle geimpften Kinder wiesen SARS-CoV-2-Antikdrper in Speichel

und Plasma auf (siehe Tabelle 7).

Tabelle 6: Ergebnisse der Nachuntersuchung nach T3 im Plasma und Speichel bei weiterhin ungeimpften
Kindern; rot markiert sind Felder die den cut-off unterschreiten (<6,3 ng/mL im Speichel und <0,8 ug/mL im
Plasma, bei EUROIMMUN <0,8 Verhéltnis von Extinktion der Patientenprobe zu Extinktion des Kalibrator )
und somit negativ sind; Werte (iber dem cut-off sind griin geférbt; die In-house Tests (Speichel und
Plasma IgG-In-house) richten sich gegen das RBD Protein, der EUROIMMUN-Test gegen das S-Protein

Speichel Blut
Proband ng/mL
1 3
2 4
3 5
4 3
S 5
6 4
7 4
8 3
9 3
10 3
11 4
12 3
13 4
14 4
15 3
16 3
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Abbildung 5: Korrelation von IgG-Konzentration im Plasma und Speichel; r=0,57

Tabelle 7: SARS-CoV-2 Antikérperergebnisse bei nach T3 gegen SARS-CoV-2 geimpften Kindern in der
Nachuntersuchung wenige Monate spéter; rot markiert sind Felder die den cut-off unterschreiten (<6,3
ng/mL im Speichel und <0,8 ug/mL im Plasma, bei EUROIMMUN <0,8 Verhéltnis von Extinktion der
Patientenprobe zu Extinktion des Kalibrator); Werte (iber dem cut-off sind griin geférbt; die In-house Tests
(Speichel und Plasma IgG-In-house) richten sich gegen das RBD Protein, der EUROIMMUN-Test gegen
das S-Protein

IgG im
Speichel
(nach
Impfung)
(ng/mL)

Faktor der Zunahme
des Speichel IgG zu
T3

EUROIMMUN

Ergebnis
T3 Speichel
Proband ng/mL

129,7

26,0

27,8

86,0

18,6

14,6

2,7
103,4
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3.9 SARS-CoV-2 Antikorper bei geimpften Kindern

Zusatzlich wurden Speichelproben von 160 geimpften Kindern analysiert. Von
diesen waren 97 (61%) Kinder positiv fur SARS-CoV-2 RBD-spezifisches IgG im
Speichel (Median 42,5 ng/mL, Range 7-5584 ng/mL). Die Analysen ergaben
erhdhte Speichel-lgG-Konzentrationen bei Geimpften im Vergleich zu
Genesenen (p<0,01). Die COVID-19-Impfung bei genesenen Kindern fuhrte zu
einem bemerkenswerten und signifikanten Anstieg der SARS-CoV-2 RBD
reaktiven IgG-Konzentrationen im Speichel (Median 532 ng/ml, Range 247-1441
ng/ml) (siehe Abbildung 6) und im Plasma (Median 1690 pug/ml, Range 11-103
ug/ml) (siehe Abbildung 7). Bei ungeimpften Genesenen blieben die
Antikorperspiegel im Speichel (Median 21,4 ng/ml, Range 7,7-175,9 ng/ml) und
Plasma (Median 41,4 ng/ml, Range 10,5-102,8 g/ml) deutlich niedriger. Die IgG-
Konzentrationen im Speichel waren um das 0,0009-fache niedriger als im Plasma
und stiegen bei den geimpften Rekonvaleszenten im Speichel um das 22,1-fache
und im Plasma um das 57,1-fache. Daruber hinaus waren die IgG-
Konzentrationen bei geimpften Genesenen hdher als bei nicht infizierten
Geimpften (p=0,0003).
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Abbildung 6: Vergleich Antik6rperkonzentration im Speichel bei Kindern, die an T3 genesen (convalescent,
n =50), geimpft (vaccinated, n =160) oder genesen und geimpft waren (convalescent vaccinated, n =8)
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Abbildung 7: Vergleich Antikérperkonzentration im Plasma bei Kindern, die an T3 genesen (convalescent,
n=17) oder mindestens einmal geimpft und genesen (vaccinated convalescent, n=8) waren.
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3.10 Untersuchung auf Ausbruchscluster

Um einen moglichen Hinweis auf Haufungen von SARS-CoV-2 Infektionen in
bestimmten Einrichtungen, die im Fall der Kindergarten und Grundschulen
zumeist das entsprechende Wohngebiet/Stadtgebiet der Teilnehmer
reprasentieren, zu bekommen, wurde die Anzahl der genesenen Kinder fur die
einzelnen Einrichtungen bestimmt. In 13 der insgesamt 35 Einrichtungen gab es
genesene Kinder: in 6/16 Kindergarten, 3/4 Grundschulen und 3/3
weiterfuhrenden Schulen. Pro Einrichtung gab es zwischen 1 und 16 seropositive
Kinder, wobei sich auch die Anzahl der teilnehmenden Kinder pro Einrichtung
stark unterschied. In einem Kindergarten waren 20% (3/15) der teilnehmenden
Kinder seropositiv, wovon 2 Kinder Geschwister waren. In einigen Einrichtungen
gehen die betroffenen Kinder teilweise in dieselbe Klasse oder haben ebenfalls
betroffene Geschwister in der Einrichtung. Oftmals haben die Genesenen

innerhalb einer Einrichtung aber auch keine bekannte Verbindung zueinander.
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Tabelle 8: Auflistung Félle von Genesenen nach Einrichtungen; K=Kindergarten, Gr=Grundschulen, Gy=

Gymnasien
Anzahl Falle
L Einrichtung pro
Einrichtung untersuchte Bemerkung

Kinder, n (%)
K1 1 von 17 (5,9%)
K2 3 von 15 (20%) 2 Kinder sind Geschwister
K3 1 von 11 (9,1%)
K4 2von 17 (11,8%) |2 Kinder sind Geschwister
K5 2 von 17 (11,8%)
K6 1 von 31 (3,23%)

2 Kinder gehen in dieselbe
Gr1 4 von 59 (6,8%) Klasse
Gr2 5 von 65 (7,7%)
Gr3 2 von 58 (3,5%)
Gr4 1 von 47 (2,1%)
2 Kinder gehen in dieselbe

Gy1 8 von 197 (4,1%) |Klasse
Gy2 16 von 265 (6%)
Gy3 6 von 119 (5%)
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4 Diskussion

4.1 Einfuhrung

Die Rolle der Kinder im pandemischen Geschehen war oft unklar und wurde vor
allem zu Beginn stark diskutiert. Dass COVID-19 bei Kindern milder verlauft, ist
mittlerweile bekannt. Zeitweise wurde vermutet, dass die haufig asymptomatisch
und somit unbemerkt SARS-CoV-2 infizierten Kinder das pandemische
Geschehen beschleunigen konnten. Einzelne Malnahmen, wie Schul- und
KindergartenschlieBungen, zielten speziell auf die Minderjahrigen ab. Um das
zuruckliegende Infektionsgeschehen bei Kindern exemplarisch flr eine
mittelgroRe Stadt zu untersuchen, wurde im Fruhjahr 2021 (Zeitpunkt T3 der
Coro-Buddy-Studie) Speichel von insgesamt 1478 Kindergarten- und
Schulkinder aus Tubingen auf SARS-CoV-2 IgG Antikdrper untersucht.
Insgesamt lag die Seropravalenz in der Gruppe der Kinder und Jugendlichen bei
4,3%, die Meldedaten uber den Gesamtzeitraum Fruhjahr 2020 bis Frihjahr 2021
lagen bei 1,3%. Erwartungsgemaly hatten also etwas mehr Kinder und
Jugendliche eine Infektion durchgemacht, als registriert worden waren. Jedoch

ist die GroRenordnung vergleichbar.

Bei Nachmessungen der Kinder mit positivem Antikdrperergebnis nach einigen
Monaten blieben fast alle Kinder positiv. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass
das Plasma-IgG (In-house Test) mit dem Speichel-IgG korreliert.
Zwischenzeitlich geimpfte Kinder zeigten sehr hohe Antikorperwerte im Speichel,

aber auch im Plasma.

4.2 Diskussion der Methoden

Im Fokus der Studie stand die SARS-CoV-2 Exposition von Kindern und
Jugendlichen, die Uber ihre Bildungseinrichtungen in die Studie aufgenommen
und beprobt wurden. Auch eine andere Antikdrperstudie griff schon auf das gut
geeignete Schulsetting zurtck (Dobano et al., 2021). Ein Vorteil der Studie ist der
Fragebogen, der die Moglichkeit bietet, weitere epidemiologische Merkmale zu

untersuchen. Zudem erstreckt sich die gesamte Studie Uber mehrere Zeitpunkte
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und Jahre. Vergleichbare Pravalenzstudien sind teilweise nur auf kirzere
Zeitraume angelegt (Dobano et al., 2021). Zwar ist die Nichterfassung von
Vorerkrankungen der Teilnehmenden, die sich auf die Immunantwort und
Antikorperbildung  auswirken  konnten, limitierend, hat aber auf

Bevolkerungsebene keine grole Relevanz.

Durch die Gewinnung der Speichelproben direkt in den Einrichtungen, wurde den
Probanden die Studienteilnahme vereinfacht und die Hurden zur Teilnahme
abgebaut, was die Reprasentativitat begunstigt. Speichel als Probenmaterial ist
zudem relativ einfach zu gewinnen und bendétigt kein medizinisches
Fachpersonal im Vergleich zu Blutentnahmen. Zudem ist die Spende von
Speichel fur den Probanden schmerzfrei, was vor allem bei Kindern, als
Hauptzielgruppe der Studie, einen entscheidenden Vorteil bietet. Mit dem Oracol
kommen selbst die jlingsten Kinder schon gut klar, bzw. es ist Eltern oder
Erzieher*innen einfach maoglich zu helfen und es kann eine ausreichende Menge
Speichel gesammelt werden. Mit Hinblick auf zukunftige epidemiologische
Untersuchungen tut sich hier eine groBe Chance flr groRangelegte
epidemiologische Studien auf. Im Gegensatz zur Blutenthahme muss man die
Probanden dafur aber auf mogliche Storfaktoren hinweisen (kurz vorher zu sich
genommene Speisen und Getranke oder Kaugummi kauen), um diese zu
verhindern. Wenige andere SARS-CoV-2 Pravalenzstudien haben bisher

Speichel statt Blut zur Antikdrperbestimmung genutzt.

Zur Analyse der Speichelproben wurde ein eigens sorgfaltig entwickelter und
validierter inhouse SARS-CoV-2 RBD IgG Speichel ELISA verwendet. Die
Testparameter zeigen eine hohe Sensitivitat und Spezifitat. Die RBD-Region ist
hoch konserviert und sehr spezifisch und verspricht damit auch bei mutierten
SARS-CoV-2 Varianten noch eine gute Empfindlichkeit des IgG Nachweises. Die
Mehrheit aller neutralisierenden Antikérper greift die RBD-Region (an der S1-
Untereinheit) an (Okba, 2020). Fur Kreuzreaktivitaten stellt eher die S2-
Untereinheit ein Problem dar. Diese wird daher in unseren Tests nicht verwendet.
Auch kommt es vor, dass eine infizierte Person nicht alle Antikdrperklassen
bildet, obwohl sie nachweislich mit SARS-CoV-2 infiziert war. (Dobano et al.,

2021) Das gilt es bei der Verwertung der Messwerte zu beachten. Es existieren
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sowohl IgA als auch IgG basierte ELISAs. Da IgG aber langer nachweisbar ist (in
der Regel mind. 6 Monate nach Infektion), wird es flr Seropravalenzstudien
bevorzugt. IgA ist hingegen etwa 6-10 Wochen nach Infektion nicht mehr
nachweisbar (Okba, 2020). Andere Seropravalenzstudien bestimmen daher
gleich eine Vielzahl von verschiedenen Antikdrpern. Die Vergleiche haben aber
gezeigt, dass die allermeisten Probanden IgG gegen das S-Protein gebildet
hatten, sofern Uberhaupt Antikorper nachweisbar waren (Dobano et al., 2021;
Keuning et al., 2021). Insofern sind die hier bestimmten Antikorper eine gute
Wahl.

FUr die Nachanalyse der in T3 positiv getesteten Kinder im Blut, wurden zwei
verschiedene etablierte ELISA verwendet: Ein kommerzieller und ein In-House
Assay (Pinilla et al. 2021). Durch die doppelte Testung mit verschiedenen Tests,
werden falsche Ergebnisse in einem Test leichter aufgedeckt. Durch den
zeitlichen Verzug von 3-5 Monaten bis zur Blutuntersuchung ware es denkbar,
dass die Antikorperkonzentration unter den Cut-Off Wert absinken oder im
Gegenteil sogar durch erneute Infektion oder Impfung steigen konnte. Aus

diesem Grund wurden erneut parallel gewonnene Speichelproben gemessen.

Generell ist bei den verwendeten Methoden zu beachten, dass kein
Neutralisationstest gemacht wurde. Es werden also nur Aussagen zur
Virusexposition, d.h. zu durchgemachten Infektionen getroffen. Ob und wie gut
diese SARS-CoV-2 Antikorpern prospektiv vor einer Reinfektion schiutzen, kann
nicht gesagt werden und musste anhand von Virusneutralisationstests untersucht

werden.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Studienpopulation

Die grol’e Anzahl der 1-18-Jahrigen Probanden aus einem klarumfassten
Studiengebiet (Stadtgebiet Tubingen) ermdglicht es, auf einem Konfidenzniveau
von 95%, Aussagen, mit einer Fehlerspanne von 3%, uber die Tubinger Kinder
zu treffen. Insgesamt wurden in Coro-Buddy 11% der 1-18-Jahrigen im Tubinger
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Stadtgebiet untersucht, und auch die Altersgruppen 1-5-Jahrige, 6-10-Jahrige
und 11-18-Jahrige sind einigermallen gleich verteilt. Um strenggenommen
reprasentativ zu sein, hatten die Studienteilnehmer Uber das Einwohnerregister
zufallig ausgewahlt werden mussen. Dies war jedoch zeitlich und logistisch nicht
umsetzbar. Daher wurde in der Studie ein anderer Ansatz gewahlt, der eine
annahrend reprasentative Stichprobe zuldsst. Uber die Rekrutierung und
Beprobung der Studienteilnehmer uber ihre Bildungsinstitutionen in einem
klargefassten Studiengebiet hat man sich der Reprasentativitat genahert. Andere
Studien wahlten oft keine bevdlkerungsbasierten Ansatze (Probensammlung
bspw. in einem Krankenhaus) und sind somit weniger reprasentativ fur die

Allgemeinbevolkerung.

Die Geschlechter der Teilnehmer sind in allen Altersgruppen ungefahr gleich
verteilt. Nur bei den alteren Teilnehmern nehmen etwas mehr Madchen (58%)
als Jungen (42%) teil. In einer Studie von Sorg et al. zeigt sich, dass das
Geschlecht keinen Einfluss auf die Bildung von Antikorpern, sowie die Gefahr der
Infektion mit SARS-CoV- 2 hat (Sorg et al., 2022).

Die erwachsene Vergleichsgruppe hingegen ist aus vielen Grunden nicht
reprasentativ. Die Teilnehmeranzahl ist zu gering, um valide Aussagen zu treffen
und durch die Art der Rekrutierung sind bestimmte Gruppen, wie Erzieher*innen
und Lehrer*innen in der Stichprobe Uberreprasentiert. Diese hatten vermutlich
berufsbedingt mehr Kontakte als ein durchschnittlicher Erwachsener und
dadurch ein hoheres Infektionsrisiko. Die Erwachsenen werden nicht weiter
diskutiert.

Weiterhin ist davon auszugehen, dass alle Probanden mit positivem Antikorper-
Ergebnis Kontakt zu SARS-CoV-2 hatten. Impfungen, v.a. der Kinder, waren zum
Studienzeitpunkt noch hdchst selten und fur Kinder unter 12 Jahren war noch
kein Impfstoff zugelassen (zwischen Marz und Juni 2021). Zudem wurden alle

Antikorper-positiven nach moglichen Impfungen im Vorfeld gefragt.
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4.3.2 Erkaltungsartige Symptome

Nicht verwunderlich ist, dass uber 20% der Teilnehmer erkaltungsartige
Symptome in den vorausgehenden zwei Monaten, also Wintermonaten,
angegeben hatten. Erkaltungen sind haufig und es gibt eine Vielzahl an Erregern,
die diese auslésen koénnen. SARS-CoV-2 Infektionen koénnen mit
erkaltungsartigen Symptomen einhergehen. Je junger die Kinder, desto haufiger
wurden Symptome berichtet. Kinder, die zur KiTa gehen, sind noch in der
Ausbildungsphase des Immunsystems und hatten viel eher die Mdglichkeit mit
Immunogenen in Kontakt zu kommen, da fur ihre Altersgruppe, im Gegensatz zu
den Schulen, keine Maskenpflicht galt. Zudem achten Kleinkinder viel weniger
auf HygienemalRnahmen und stecken auch vieles in den Mund. Ein klarer
Indikator fur eine durchgemachte SARS-CoV-2 Infektion kdnnen zurlckliegende
Symptome nicht sein, wie sich am Anteil der symptomatischen SARS-CoV-2
Genesenen (26% der Kinder) zeigt. Dieser liegt im Mittel nur leicht dber dem
Anteil der Kinder mit Symptomen (21,4%) in der Gesamtpopulation. Das weist
zudem darauf hin, dass viele SARS-CoV-2 Infektionen asymptomatisch verlaufen
sind. Naturlich ist aber auch nicht ausgeschlossen, dass die Infektion zum
Messzeitpunkt schon langer als zwei Monate zuruck lag und daher keine
Symptome angegeben wurden.

Die haufigsten Symptome unter den genesenen Kindern (Schnupfen, Husten und
Fieber) passen gut zu COVID-19, sind aber recht unspezifisch und kdnnen auch
bei anderen Erkaltungskrankheiten auftreten.

4.3.3 SARS-CoV-2 Antikorperpravalenz im Speichel

Interessanterweise sind die Kleinkinder, trotz fehlender Maskenpflicht, die
Gruppe mit dem geringsten Anteil an SARS-CoV-2 Genesenen (etwa 2%). Der
Anteil steigt ,uber 4,4% bei den Grundschulkindern, bis auf 5,5% bei den alteren
Kindern. Dieser Verteilung konnten unterschiedliche Faktoren zugrunde liegen.
Zum einen konnten jungere Kinder weniger empfanglich fur SARS-CoV-2 sein.
Das konnte daran liegen, dass Kleinkinder viel in Kontakt mit anderen
Erkaltungsviren kommen und sich dadurch eine Kreuzreaktivitat bildet, die vor

SARS-CoV-2 zu einem gewissen Mal} schitzt (Khan et al., 2021). Zum anderen
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haben junge Kinder durchschnittlich weniger Kontakte als altere Kinder.
Hauptsachlich halten sie sich in der Familie auf und die Kindergartengruppen
sind kleiner als Schulklassen. Eine andere Maoglichkeit, warum kleine Kinder
weniger haufig betroffen sind, ist, dass das Vorhandensein anderer
Krankheitserreger in den Schleimhauten von kleinen Kindern, die Vermehrung
von SARS-CoV-2 durch Interaktion und auch Konkurrenz der Viren
untereinander begrenzen konnte (Brodin, 2020). Eine chinesische Studie
beschrieb, dass Kinder im Allgemeinen etwas weniger empfanglich fur SARS-
CoV-2 Infektionen seien. Diese Unterschiede wurden aber oft durch ein
intensiveres Kontaktverhalten wieder ausgeglichen (Zhang et al., 2020). Es
konnte herausgefunden werden, dass Kleinkinder (bis 4 Jahre) in ihren nasalen
Sekreten hohe Level an antiviralen Zytokinen aufweisen. Diese konnten SARS-
CoV-2 direkt am Eintrittsort bekdmpfen und auch den milderen Krankheitsverlauf
erklaren (Wimmers et al., 2023). Es gibt also viele Moglichkeiten, warum
Kleinkinder eventuell etwas weniger empfanglich fur SARS-CoV-2 sind.
Letztendlich ist der in dieser Studie nachgewiesene Unterschied zu den alteren

Kindern aber nicht signifikant.

Sorg et al. stellte fur einen ahnlichen Zeitraum (Marz - Mai 2021) wie T3 der Coro-
Buddy-Studie eine Seropravalenz von etwa 10% im Plasma bei Kindern in
Deutschland fest, wobei aber die Studienpopulation aus hospitalisierten Kindern
bestand (Sorg et al., 2022). Eine Studie aus Dresden fand eine Seropravalenz
von 6,8% nach der zweiten Welle (Armann et al., 2021). Tubingen hatte also im
Bundesdurchschnitt eine eher niedrige Pravalenz von SARS-CoV-2 Antikorpern
nach der zweiten Welle. Insgesamt fligen sich die Ergebnisse der Coro-Buddy-
Studie mit einer geschatzten Seropravalenz von 4,3% bei Kindern gut in diese

Ergebnisse ein.

Um Ruckschlisse auf eine mogliche Dunkelziffer bei den Coronameldedaten zu
ziehen, wurden die Ergebnisse der Studie auch mit den Meldedaten des
Gesundheitsamts Tubingen verglichen. Aus den gemeldeten Zahlen seit
Pandemiebeginn wurde die Seropravalenz in Tubingen bei den 1-18-Jahrigen auf
1,3% geschatzt. Die Coro-Buddy-Studie kommt fur dieselbe Altersgruppe auf

eine Pravalenz von IgG-Antikérpern im Speichel von 4,3%. Das spricht fur eine
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gewisse Dunkelziffer, also Infektionen, die unbemerkt verlaufen sind oder nicht
gemeldet wurden. Das ist gut vereinbar mit der Tatsache, dass Kinder in der
Regel recht leicht erkranken oder sogar in einigen Fallen asymptomatisch sind.
Die Dunkelziffer halt sich im erwarteten Rahmen und liegt nicht deutlich Gber den

gemeldeten PCR-Tests der Stadt Tubingen.

Bei den Kindergartenkindern gibt es den geringsten Unterschied zwischen der
geschatzten Pravalenz fur Tubingen und den Ergebnissen der Coro-Buddy-
Studie. Eine mdgliche Erklarung ware die verstarkte Teststrategie einige Monate
nach Beginn der Pandemie. In den ersten Monaten der Pandemie erkrankten
vermehrt altere Kinder und Erwachsene. (Schilling et al., 2021) Allerdings gab es
noch keine flachendeckenden regelmafigen Testungen, sodass sicher einige der
alteren Kinder unerkannt erkrankten. Als dann auch jlingere Kinder mehr und
mehr betroffen waren, wurden regelmalige Testungen in Kindergarten und

Schulen etabliert, sodass weniger Infektionen unerkannt bleiben konnten.

Die Dunkelziffer betragt also das 3,3-fache der gemeldeten Falle in Tubingen und
liegt damit im Rahmen der Dunkelzifferschatzungen des RKI in Deutschland nach
der ersten Welle von der 2,8-fachen Anzahl der Falle (Fiedler et al., 2021). Auch
eine Untersuchung des RKI geht von einem Untererfassungsfaktor von 4-5 zu
Anfang der Pandemie aus. Zum Zeitpunkt von T3 durfte er laut dieser
Untersuchung deutschlandweit immer noch bei 2 gelegen haben (Neuhauser et
al., 2021). In Tubingen lag die Dunkelziffer also etwa auf dem Bundesniveau. In
Tubingen lief parallel zum Zeitraum von T3 das Tibinger Modellprojekt ,Offnen
mit Sicherheit”. Im Gegensatz zum Rest von Deutschland durfte der Einzelhandel
wieder o6ffnen. Daflr wurde verstarkt unsystematisch getestet. Anscheinend
wurden dennoch nicht signifikant mehr Infektionen bei Kindern entdeckt als im
Rest von Deutschland. Erklarbar ist das dadurch, dass sich an den kostenlosen
Teststationen in grol3er Mehrheit Erwachsene testen lielien, um die Erlaubnis zu

erhalten, im Einzelhandel einkaufen zu gehen (Land Baden-Wurrtemberg, 2021).

Trotz dieser gewissen Dunkelziffer widerspricht das Ergebnis dieser Studie mit
nur 4,3% infizierten Kindern nach Uber einem Jahr Pandemie der geflhlten

Wahrnehmung zu dieser Zeit. Nach dieser war eine Infektion sehr wahrscheinlich

49



und Uberall bestand die Gefahr sich zu infizieren. Diese niedrigen Ergebnisse
sind eventuell auch den vorrausgehenden Lockdowns zu verdanken, in denen
Schulen und Kindergarten teilweise ganz geschlossen wurden (Marz-Mai 2020,
Dezember 2020 - Februar 2021 und teilweise auch noch danach). Aul3erdem
galten strenge Regeln: Maskenpflicht in Schulen und in Kindergarten (dort nur far
die Erzieher*innen) und Gruppenquarantane bei einzelnen Infektionen in Klassen
oder Kindergartengruppen. Es konnte nachgewiesen werden, dass
Schulschliellungen in jedem Fall einen messbaren Effekt auf die Verbreitung des
Coronavirus hatten (Levelu, 2022). Eine norwegische Studie stellte dies trotzdem
infrage, da sie zu dem Schluss kam, dass konsequente Testkonzepte und gute
Praventionsmallnahmen dieselben Erfolge erzielten, wie Schulschliefungen
(Rotevatn et al., 2022). Im Endeffekt ist es wahrscheinlich die Kombination der
verschiedenen MalRnahmen gewesen, die die Infektionszahlen zu dieser Zeit auf

noch recht niedrigem Niveau gehalten hat.

4.3.4 Vergleich Akutdiagnostik und Antikorperergebnis

Die Ergebnisse der teils selbst durchgefuhrten Akutdiagnostik (pos. SARS-CoV-
2 Test bis zu sechs Monate vor T3) wurden mit denen unserer
Antikodrperdiagnostik verglichen. Positiv getestet hatten sich in den letzten sechs
Monaten insgesamt 0,9% der Kinder. Die geschatzte Pravalenz hingegen lag bei
4,3%. Bei 25 Kindern mit positivem SARS-CoV-2 Test hatten nur 14 Kinder
nachweisbare Antikorper im Speichel. Man kdnnte mutmalen, dass der Test bei
den Antikorper-negativen Teilnehmern schon weiter zurlicklag und daher schon
keine Antikorper mehr nachweisbar waren. Das lasst sich durch unsere Daten
aber nicht nachvollziehen. Um herauszufinden, wie wahrscheinlich es ist, dass
der initiale Test falsch positiv war, wurden die Probanden mit Abweichung
zwischen Akutdiagnostik und Antikoérpertest nachtraglich nach der Testart
gefragt. 6 der Kinder hatten einen PCR-Test gemacht, der allgemein als sehr
verlasslich in Hinblick auf Sensitivitat und Spezifitat gilt. Bei den restlichen
Probanden konnte die Testart nicht herausgefunden werden.

Weitere Erklarungen flr eine ausbleibende Antikdrperbildung trotz Infektion

waren das Vorliegen einer Immundefizienz oder von Krankheiten, die die
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Immunabwehr beeinflussen. Diese Faktoren wurden in der Coro-Buddy-Studie
allerdings nicht erhoben, da sie in einer so grof3en Population an Relevanz
verlieren. Zudem sind vor allem Schnelltests recht unsicher und koénnen
gelegentlich falsch positive Ergebnisse anzeigen. Vor allem fur die Testung bei
Asymptomatischen sind sie wenig geeignet (Kern et al., 2021). Eine weitere
Erklarung ware, dass bei einigen Individuen im Blut gebildete Antikdrper
eventuell nur in zu geringen Mengen in den Speichel transferiert wurden. Auch
konnte die Immunantwort sehr lokal beschrankt gewesen sein. Wenn die Abwehr
beispielweise bereits zu grolden Teilen in der Nase stattgefunden hat, wie es bei
Kindern vermutet wird (Wimmers et al., 2023), sind eventuell keine Antikdrper

mehr im Blut nachweisbar.

4.3.5 Ansteckung innerhalb der Familie

Die Familienanamnese hat wenig Aussagekraft in Hinblick auf zurlckliegende
SARS-COV-2 Infektionen. Generell wurde im Fragebogen wenig Uber positive
Tests im Familienumfeld berichtet. Von den Erwachsenen und den alteren
Kindern (11-18) gab kein einziger Teilnehmer an, dass in den letzten 6 Monaten
jemand aus der Familie positiv auf SARS-CoV-2 getestet wurde. Bei den
Kindergartenkindern gab es mit 14 positiven Familienanamnesen die meisten
Falle innerhalb der Familie. Nur in 2 Fallen war aber auch das Indexkind genesen
und hatte somit auch Kontakt zu SARS-CoV-2.

Generell findet aber ein groRer Teil der Ubertragungen im eigenen Haushalt statt
(Loss et al., 2022). Asymptomatische oder wenig symptomatische Infektionen
von Haushaltsmitgliedern, die zur Ubertragung auf das Indexkind gefiihrt haben

konnten, kdnnen nicht ausgeschlossen werden.

4.3.6 Konzentration der SARS-CoV-2 Antikorper

Bei den Probanden der Coro-Buddy-Studie wurden interindividuell stark
unterschiedliche Antikorperkonzentrationen im Speichel festgestellt. Die meisten
Probanden hatten moderat positive Werte. Nur einige wenige Probanden
erreichen wirklich hohe Konzentrationen. Den Unterschieden kénnen mehrere

Ursachen zugrunde liegen. Die Zeit, die seit der Infektion vergangen ist, hat
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Einfluss auf die Hohe des Antikorperspiegels, wenngleich nachgewiesen wurde,
dass die Antikdrperlevel bis zu 15 Monate nach der Infektion auf einem stabilen
Niveau bleiben konnen (Pinilla, Heinzel, et al., 2021). Des Weiteren spielt die
individuelle Situation des Immunsystems eine grof3e Rolle. Da viele Faktoren,
wie zum Beispiel Immundefizienz, Zeit seit Kontakt mit dem Virus, Intensitat der
Erkrankung, Medikamenteneinnahme etc., einen Einfluss auf die Hohe des
Antikorperspiegels haben konnten, war auch zu erwarten, dass die
Antikdrpermenge sich zwischen den Probanden stark unterscheidet (Epaulard et
al., 2022; Melton et al., 2023; Pinilla, Heinzel, et al., 2021).

Da andere Autoren uber hohere Antikorperspiegel bei asymptomatisch/leicht
infizierten Probanden berichteten (Dobano et al., 2021; Keuning et al., 2021),
wurden auch die Antikdrperkonzentrationen der genesenen Kinder mit und ohne
Symptome in den letzten 2 Monaten verglichen. Symptomatische Kinder zeigten
in dieser Studie hohere Antikorperwerte (durchschnittlich 35,4 ng/mL; 95% KI:
15,2 ng/mL - 55,5 ng/mL). Nicht symptomatische Kinder hatten durchschnittlich
23,7 ng/mL (KI 95%: 16,3 ng/mL - 31,1 ng/mL) SARS-CoV-2 Antikdrper im
Speichel. Die Unterschiede sind also nicht signifikant. Zudem ist durch den
Studienaufbau nicht klar, ob die berichteten Symptome tatsachlich von einer
COVID-19 Erkrankung stammen. Aullerdem kann die (eventuell
symptomatische) COVID-19 Erkrankung auch schon weiter als 2 Monate

zuruckliegen.

Insgesamt sind Aussagen zu Antikdrperdynamiken bei der alleinigen Analyse von
T3 nicht moglich, da weder der genaue Infektionszeitpunkt bekannt ist und auch

kein zeitlicher Verlauf analysiert werden kann.

4.3.7 Vergleich Blut- und Speicheldiagnostik

Um die Korrektheit der Ergebnisse aus dem Speichel zu Uberprufen, wurden
einige der positiv getesteten Kinder wenige Monate nach dem Studienzeitpunkt
T3 auf SARS-CoV-2 Antikorper im Blut untersucht. Bis auf eine Ausnahme hatten
alle Kinder auch im Blut nachweisbare Antikorper. Bei zwei Probanden waren die
Blutergebnisse positiv, wahrend die Speichelergebnisse in der Zwischenzeit

negativ geworden waren. Zwischen dem Abstand zum positiven Test und der
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genauen Antikorperhdhe lie3 sich mit den vorliegenden Daten kein
Zusammenhang finden. Ob die gemessenen Konzentrationen nach T3 gefallen
oder gestiegen sind, war unterschiedlich. Andere Studien berichten von einem
signifikanten Abfall der AntikOrperkonzentrationen nach etwa einem halben Jahr
(Cui et al., 2022). Bei unseren Probanden sind aber keine Ausgangswerte der
Antikorperkonzentration direkt nach der Infektion bekannt und die individuelle
Antikdrpernohe wird von vielen weiteren Faktoren mitbestimmt. Auch
unbemerkte Reinfektionen zwischen T3 und dem Nachuntersuchungszeitpunkt
sind nicht auszuschlieRen. Die Blutuntersuchung bekraftigt aber nochmal die
Korrektheit der positiven Ergebnisse im Speichel in T3. Aulerdem zeigt sie, dass
Antikorper auch noch Monate nach der Infektion im Speichel nachweisbar sind
(Pinilla, Heinzel, et al., 2021).

4.3.8 Einfluss von Impfungen auf die Antikérpermenge

Ziel der Nachbestimmungen im Blut war es, die positiven Antikdrperergebnisse
von T3 im Blut zu bestatigen. Bis zum Kontrolltermin hatten sich aber schon
einige der Kinder impfen lassen. Die Antikorperkonzentrationen im Speichel
schossen bei allen geimpften Kindern stark in die Hohe. So stiegen sie bei den
geimpften Genesen im Speichel um das 22,1-fache und im Plasma um das 57,1-
fache. Dieser starke Anstieg der Antikdrperkonzentration nach Impfung wurde
auch schon bei erwachsenen Probanden beobachtet. Die |lgG-Konzentration im
Speichel stieg einen Monat nach der ersten Impfstoffdosis auf das 46-fache an.
(Pinilla, Heinzel, et al., 2021). Zudem hatten geimpfte Genesene hdhere I1gG-
Konzentrationen im Speichel als nicht infizierte Geimpfte. In anderen Studien
wurde auch nachgewiesen, dass genesene Geimpfte deutlich hohere und
stabilere Antikorperspiegel im Blut hatten als Geimpfte, die vorher noch keine
Infektion durchgemacht hatten. Die Impfung wirkt nach einer Infektion wie ein
Booster (Takahashi et al., 2023; Yorsaeng et al., 2023). Wir konnten diesen Effekt

nun auch im Speichel nachweisen und nicht nur fur die Plasma-1gG Antikorper.

4.3.9 Clusterbildung

Der Anteil an Genesenen unterschied sich zwar zwischen den Einrichtungen,

jedoch konnten zwischen den Genesenen innerhalb einer Einrichtung oft keine
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eindeutigen Verbindungen gefunden werden. Das schlie3t natirlich nicht aus,
dass es nicht doch Verbindungen zwischen den Genesenen gab, wie zum
Beispiel der Besuch einer gemeinsamen Veranstaltung aullerhalb der
Einrichtung, der zur Infektion fuhrte. Zudem war die Anzahl der Proben pro
Einrichtung oft viel zu gering, um qualifizierte Aussagen Uber madgliche

Infektionscluster innerhalb der Einrichtung treffen zu kdnnen.

4.3.10 Zusammenfassung der Erkenntnisse

Zusammenfassend zeigt sich also, dass die Anzahl der an SARS-CoV-2
infizierten Kinder vermutlich nur geringfligig Uber der Anzahl, der gemeldeten
Falle in Tlbingen liegt. Es ist also eher unwahrscheinlich, dass asymptomatisch
erkrankte Kinder das Infektionsgeschehen in Tlbingen zum Zeitpunkt der
Studiendurchfuhrung stark beschleunigt haben. Auch zeigen sich zwischen den
verschiedenen Altersgruppen keine gravierenden Unterschiede, obgleich es
Unterschiede in der Harte der durchgefuhrten MalRnahmen zur
Pandemiebekampfung gab. Weiterhin hat sich gezeigt, dass weder
erkaltungsartige Symptome noch eine positive Familienanamnese stark auf das
Vorhandensein von SARS-CoV-2 Antikorpern hinweisen. Selbst ein positiver
SARS-CoV-2 Test flhrt nicht zwingend zur (langanhaltenden) Antikorperbildung.
Die Ergebnisse koénnen gut auf Stadte mit einer a&hnlichen

Bevolkerungszusammensetzung und Pandemiedynamik Ubertragen werden.

Der Vergleich mit den doch immer noch deutlich etablierteren Antikorpertests auf
Plasmabasis zeigt, dass Speichel ebenso gut zur AntikOrperbestimmung
geeignet ist und fur kommende epidemiologische Studien eine gute Erganzung
zur Blutbestimmung, wenn nicht sogar einen Ersatz, darstellt. Speichel als
Medium bietet namlich den Vorteil der schnellen und unkomplizierten
Gewinnung, so dass Massenscreenings einfacher werden. Durch die
Globalisierung und das starke Bevolkerungswachstum wird dies sicher nicht die
letzte Pandemie gewesen sein, der sich die Menschheit stellen muss. Umso
wichtiger ist es, Werkzeuge an der Hand zu haben, die es ermoglichen
Ausbreitungsdynamiken schnell und sicher zu erkennen und auch die Zahl der

unregistrierten Infektionen gut schatzen zu konnen. Nur dann kann man mit
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geeigneten Einddmmungsmalinahmen reagieren, die an den richtigen Punkten

ansetzen.

4.4 Ausblick

Mittlerweile wurde der Notstand aufgrund der SARS-CoV-2 Pandemie von der
WHO im Mai 2023 fur beendet erklart. Jedoch zirkuliert SARS-CoV-2 weiterhin
weltweit und fuhrt zu lokalen Ausbrichen. Dank zunehmender Immunisierung
und abnehmender Gefahrlichkeit des Virus sind die Infektions- und Todeszahlen
weltweit am Sinken. Ein Grofteil der deutschen Bevodlkerung weist Antikorper
gegen SARS-CoV-2 auf. Die grolle Gefahr ist erstmal gebannt. Es gibt in
Deutschland nur noch kleinere endemische Ausbriche. Etwa 3 Jahre hat die
Pandemie das offentliche Leben in Deutschland verandert. Retrospektiv gilt es
jetzt zu analysieren, welche InfektionsschutzmalRnahmen sinnvoll waren und
Strategien fur zukunftige Pandemien zu entwickeln. Dazu gehdren zum Beispiel

auch Mittel und Wege zum Abschatzen der Durchseuchungsrate.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass sich mithilfe von einfach
anzuwendenden Speicheltests, grolde Screenings zur Detektion von Antikorpern
durchfuhren lassen. Die daraus gewonnenen Informationen Uber die Pravalenz
der Erkrankung in der Bevdlkerung kénnen wiederum verwendet werden, um
geeignete Infektionsschutzmalnahmen ausfindig zu machen. Fur Tldbingen
zeigte sich so etwa, dass die Pravalenz verhaltnismalig niedrig war. Allerdings
gab es trotzdem eine gewisse Anzahl an unentdeckten Infektionen. Hier lag das
Niveau etwa im Bundesdurchschnitt. Ein Zusammenhang mit der Tubinger
Teststrategie und den MaRnahmen in den Kindergarten und Schulen kann nicht

eindeutig beurteilt werden, ist aber vor allem bei letzterem wahrscheinlich.

Erganzend zu dieser Studie ware es naturlich interessant zu wissen, wie sehr die
gemessenen Antikorperkonzentrationen vor Reinfektionen schitzen. Daflr
waren weitere Untersuchungen am Immunsystem und der antikGrpervermittelten

Abwehrreaktion notig.
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Abschlie3end bleibt zu hoffen, dass diese neuen Erkenntnisse in folgenden Epi-

oder Pandemien gut und sinnvoll eingebracht werden kénnen.
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5 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, Auskunfte Uber die epidemiologische Situation bei
Tubinger Kindern nach der zweiten SARS-CoV-2 Welle geben zu kdnnen. Dazu
wurden im Rahmen des dritten Zeitpunkts der Coro-Buddy-Studie
Speichelproben von insgesamt 1478 Kindern und 307 Erwachsenen in
Kindergarten und Schulen in Tubingen gesammelt. Die Proben wurden mittels
In-House ELISA auf IgG-Antikorper gegen das RBD-Protein der S1-Untereinheit
von SARS-CoV-2 untersucht.

Bei 50 Kindern und 10 Erwachsenen konnte eine relevante Menge an Antikorpern
nachgewiesen werden. Die geschatzte Pravalenz von Antikorpern bei Kindern
lag damit bei 4,3%. Weder kurzzeitig zuruckliegende erkaltungsartige Symptome,
noch eine positive Familienanamnese fur SARS-CoV-2, waren starke
Pradiktoren flr ein positives Antikdrperergebnis. Durch eine Nachuntersuchung
im Blut von positiv getesteten Probanden, konnte gezeigt werden, dass die
Antikorper ebenso im Blut nachweisbar waren. Auch Monate nach der Infektion
waren noch relevante Mengen IgG-Antikérper in Speichel und im Plasma
nachweisbar. Nach einer Impfung stiegen die Antikorperlevel sowohlim Speichel
(um das 22,1-fache) als auch im Plasma (um das 57,1-fache) enorm an. Eine
Infektion in Kombination mit einer Impfung fuhrt zu hoheren Antikdrperspiegeln
als die alleinige Impfung ohne vorangehende Infektion. Die Studie konnte keine
Ausbruchscluster aufdecken, fand daflr aber eine nicht zu vernachlassigende
Dunkelziffer im Vergleich zu den in Tubingen gemeldeten Fallen (176/13644
Kinder, 1,3 %).

Infektionen bei Kindern in Tubingen wurden also insgesamt nicht immer
zuverlassig erkannt. In unserer Studie waren passend dazu 37 von 50 genesenen
Kindern asymptomatisch (74%). Die Pravalenz war im deutschlandweiten
Vergleich in der Coro-Buddy-Studie T3 (Marz bis Juli 2021) leicht niedriger
(50/1478, 4,3% der Kinder), passte aber zu den Ergebnissen anderer deutscher
Studien. Zudem erwies sich Speichel als zuverlassiges Medium flr

Antikorperuntersuchungen und kann somit ebenso wie Plasma zur Bestimmung

S7



der Pravalenz von Krankheiten oder auch zum Nachverfolgen von Impfungen

verwendet werden.

58



Anhange

Annex 1: Einverstandniserklarung zur Coro-Buddy-Studie
Annex 2: Fragebogen zur Coro-Buddy-Studie

Annex 3: Meldedaten SARS-CoV-2 Infektionen bei Kindern der Stadt Tubingen

59



Annex 1

EBLROIARD KARLS

UNIVERSITAT
TUBINGEN

Univarsitdtsklinikum
= Tibingen

It

FORMULAR 1:
Information, Aufkldrung

Coro-Buddy — Lingsschnittstudie zur
Pravalenz von Antikérpern gegen SARS-CoV-2
in Tiibinger Kindern

Studienteilnehmer ID:
{WIRD VOM STUDIENTEAM AUSGEFULLT)

BITTE ALLE GRAUEN FELDER AUSFULLEN!

Vor- und Nachname des Kindes:

Geburtsdatum des Kindes:

Mame der Emrichtung:

MName der Eltern/Erziehungsberechtigten:
Adresse der ElternfErziehungsherechtigten
Strafe und Hausnummer:

Wohnort:

Telefonnummer:

Emailadresse:

Sehr geehrte Bltern, sehr gechrte Erzichungsherechtigte,

Das neue Coronavimus (SARS-CoV-2) wurde im Dezember 2019 in der chinesischen Stadt Wuhan
identifiziert und breitet sich auf der ganzen Waealt aus. Dieses Virus verursacht die Erankheit COVID-19. Die
Krankheit kann asymptomatisch (ohne Symptome] oder mit Grippe-Fhnlichen Symptomen wie Fieber,
Husten und Gliederschmerzen werfaufen. In  einigen FSllen kann es awch zu schlimmen
Lungenentzindungen kommen. Schwere Verldufe finden eher bei dlteren und/oder vorerkrankten
Personen statt. Kinder und Jugendliche haben meist nur milde oder sogar gar keine Symptome.

Aufgrund der Beobachtung, dass Kinder und Jugendliche eher seltener krank werden, wird vermutet, dass
sie unbemerkt zur Verbreitung des Virus beitragen konnten. Deshalb auch die SchlieBung von Kita,

Coro-Buddy_Consent for parents v2.14_LALL20ZD Seite 1 von &
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EBLROARD KARLS

UNIVERSITAT
TUBINGEN

FORMULAR 2:
Einwilligungserikdarung zur Teilnahme an der Studie:

——— Univarsitdtsklinikum
— Tibingan

Coro-Buddy — Langsschnittstudie zur Privalenz von Antikérpern gegen SARS-
CoV-2 in Tiibinger Kindern

Zutreffendes bitte ankreuzen:

]:I Mit der Teilnahme meines Kindes [Vor- und MNachname)
an der 5Swmdie Coro-Buddy bin ich
einverstanden. Ich bestatige mit meiner Unterschrift, dass ich das Ziel der Studie verstanden
habe und mit meinem Kind ausreichend dariber gesprochen habe.

]:l Ich miéichte iiber das Ergebnis meines Kindes (per Post, Email oder Anruf) informiert werden.

Vor- und Nachname eines Elternteils/Erzishungsberechtigten in DRUCKBUCHSTABEM

COrt, Datum Unterschrift eines Elternteils/Erzichungsberechtigten

Vor und Machname des Untersuchers in DRUCKBUCHSTABEN

Ort, Datum Unterschrift des Untersuchers

muq_mmmm_ﬂi_wuuﬂm Smite £ vom E
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EBLROIARD KARLS

UNIVERSITAT
TUBINGEN

FORMULAR 3:
Information und Einwilligungserkidrung zum Datenschutz

== Univarsitatsklinikum
—  Tibingan

Information zum Umgang mit in einer Studie erhobenen Daten:

Im Rahmen der Stwdie Coro-Buddy — Langsschnititstudie zur Pravalenz von Antikorpemn gegen SARS-
Co¥-2 in Tubinger Kindem® werden personenbezogene Daten [Mamen, Geburtstag, Adresse, Name
kita/Kindergarten/Schule] erhoben und wverarbeitet. Die Dokumentation lhrer Daten uwnd deren
Archivierung erfolgt pseudonymisiert in einer geschutzten elektronischen Datenbank, zu der nur befugte
Mitarbeiterimnen wnd Mitarbeiter einschlieBlich auf das Berufs- und Datengeheimnis verpflichteter
Coktorandinnen und Doktoranden Zutritt haben. Alle beteiligten Mitarbeiter unterfiegen der
Schweigepflicht. Die im Rahmen der S5Studie erhobenen Datem kdnnen awch fir kinftige
Forschungsworhaben der Klinik baw. des Instituts genutzt und weiterverarbeitet werden.

Die Verarbeitung und Nutzung der pseudomymisierten Daten erfolgt auf Erhebungsbdgen und
elektronischen Datentragem im Regelfall fir die Daver von 10 Jahren, soweit der Zweck der Stedie, z. B.
bei Einbringung in eine Datenbank und bei Langzeitstudien keine langere Speicherdaver erfordert

Die im Verlauf dieser Studie gewonnenen Informationen konnen fir wissenschaftliche Zwedke auch an
Kooperationspartner im Geltungsbereich der Europdischen Datenschutz- Grundverordnung umd an
Kooperationspartner auBerhalb des Euwropdischen Wirtschaftsraumes, dh. in Lander mit geringerem
Datenschutzniveau {dies gilt auch fir die USA} Gbermittelt werden. Soweit lhre Daten in Linder mit
geringerem Datenschutzniveau Ubermittelt werden, wird der Verantwortliche alle erforderlichen
lMaBnahmen treffen, um das Datenschutzniveau zu gewshrieisten. Sollte dies nicht mdglich sein, werden
lhre Daten lediglich dann dbermittelt, wenn 5ie in die vorgeschlagene Datenidbermittiung ausdriicklich
einwilligen, nachdem 5ie ilber die fur S5ie bestehenden mdglichen Risiken einer derartigen
Datendbermittlung unterrichitet wurden.

he Forschungsergebnisse aus der Stwdie werden in anonymisierter Form in Fachzeitschriften oder in
wissenschaftlichen Datenbanken vercffentlicht. Bei der Veroffentlichung der Forschungsergebnisse wird
lhre Identitdt nicht bekannt. Die Prifdrzte wor Ort konnen jedoch mit Hilfe einer Patientenliste bei
Ruckfragen die Daten zu lhrer Person zurdckflihren.

Sie kénnen jederzeit Auskunft Gber lhre gespeicherten Daten anfordern sowie die Ubertassung einer
kostenlosen Kopie verlangen und haben das Recht, fehlerhafte Daten berichtigen zu lassen. Sie kinnen
auch jederzeit verlangen, dass thre Daten geldsdht oder anonymisiert werden, so dass ein Bezug zu threr
Person nicht mehr hergestellt werden kanne Diese Rechte sind mach & 13 des
Landesdatenschutzanpassungsgesetzes bzw. § 27 des Bundesdatenschutzanpassungsgesetzes insoweit
beschrankt, als diese Rechte voraussichtlich die Verwirklichung der jeweiligen Forschungszwecke
unmidglich machen oder ernsthaft beeintrachtigen und die Beschrankung fir die Erfillung der jeweiligen
Forschungszwecdke notwendig ist. Das Redht auf Auskunft besteht dariber hinaus nicht, wenn die Daten
fiir Zwecke der wissenschaftiichen Forschung erforderlich sind und die Auskunfiserteilung einen
umverhdlmismaBigen Aufwand erfordern wiirde.

Der Studienieiter/die Studienleiterin ist fur die Datenverarbeitung und die Einhaltung der gesetzlichen
Datenschutzbestimmuneen verantwortlich.

Bei Beschwerden kdnnen 5ie sich an den Datenschutzbeauftragten des Universitdtsklinikums Tabingen
oder den Landesdatenschutizbeauftragten des Landes Baden-Wiirttemberg wenden.

Coro-Budty_ Consent for parents w24 14JUL2a20 Seite 3 von &
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Annex 2

EBLRAAARD BARLS

UNIVERSITAT
TUBINGEN

=— Univarsitatsklinikum
—  TObingan

FORMULAR 4:
Fragebogen zu:

Coro-Buddy — Lingsschnittstudie zur
Prdvalenz von Antikdrpern gegen SARS-CoV-2
in Tibinger Kindern

Studienteilinehmer 1D:
(WIRD VOM STUDIENTEAM AUSGEFDILLT)

BITTE ALLE GRAUEN FELDER AUSFULLEN!

Vor- und Nachname des
Kindes/Studienteilnehmers:

Geburtsdatum:

Mame der Emrichtung:

Datum der Befragung:

Sehr geehrte Eltern, sehr geehrte Errichungsberechtigte, sehr geehrte Studienteilnehmer,

unsere Erhebungen zur Abschitzung des Anteils der Kinder, die schon mit SARS-COV-2 infiziert waren,
machten wir gerne mit & Fragen bzw. Informationen zu potentiellen SARS-COV-2 Kontakten innerhalb
eines Haushalts sowie zu Anzeichen mdglicher durchlittener Infektionen bzw. Erkdltungen ergdnzen.
Letzteres dient uns auch dazu, den Anteil potentieller falsch positiver AntikGrper, verursadcht durch
Erkaltungsviren, abzuschatzen.

Hierzu bitten wir Sie den Fragebogen anbei woilstandig auszufillen. Zur zeitlichen Aktualisierung der
Informationen werden wir |hnen diesen Fragenbogen auch nochmal zum zweiten wund dritten
Speichelsammeltermin zukommen lassen - mit der Bitte diesen dann emeut auszufillen.

Alie Daten werden psesdonymisiert abgespeichert und vertraufich behandelt. Sehen Sie bitte auch die
Informationen zum Umgang mit in einer Studie erhobenen Daten im Informationsformular.

Herzlichen Dank fir thre Teilnahme und lhre Unterstiitzung!

WICHTIG: Die folgenden Fragen beziehen sich auf den Haushalt, in dem das Kind/der
Studienteilnehmer dberwiegend wohnt.

Cora-Budgy_Frageoogen vid 18 UL2020 Seite 1von 2
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EBERHARD KARLS

UNIVERSITAT
TUBINGEN

lStudienteilnehmer D: | ............. | Datum der Befragung: I_._./_ R |

~—— Universitatsklinikum
:E Tiibingen

1.  Wie viele Personen (inkl. lhrem Kind/Studienteilnehmer) leben in lhrem Haushalt ?
BITTE ANKREUZEN: 2: O oder 3: O oder 4: O oder 5: 0 oder 6: 0 oder __: O

2. Wie viele Personen sind in diesem Haushalt

a) erwachsen (218 Jahre alt): ___ BITTE ANZAHL ANGEBEN
b) minderjahrig (< 18 Jahre alt): ___ BITTE ANZAHL ANGEBEN

3.  Wurde lhr Kind/der Studienteilnehmer in den letzten 6 Monaten positiv auf Corona (auch als
SARS-COV-2 oder COVID-19 bezeichnet) getestet?

a) BITTE ANKREUZEN: Ja: O oder Nein: O
b) Falls JA: Kdnnen Sie bitte das (ungefahre) Datum angeben? __._ ./

e

4. Zeigte lhr Kind/der Studienteilnehmer in den letzten 2 Monaten erkaltungsartige Symptome?

a) BITTE ANKREUZEN: Ja: O oder Nein: O
b) Falls JA: BITTE DAS (UNGEFAHRE) DATUMANGEBEN: __._ [ _ [
c) Falls JA: BITTE ZUTREFFENDES ANKREUZEN: Fieber (> 37,5°C):00
Halsschmerzen: O
Husten: O
Schnupfen: OJ

Sonstiges [J:

5. Wurde in den letzten 6 Monaten sonst jemand aus lhrem Haushalt positiv auf Corona (auch als
SARS-COV-2 oder COVID-19 bezeichnet) getestet?

a) BITTE ANKREUZEN: Ja: O oder Nein: O

b) Falls JA: Erwachsene (218 Jahre alt): __ BITTE ANZAHL ANGEBEN
Minderjahrige (< 18 Jahre alt): ___ BITTE ANZAHL ANGEBEN

c) Konnen Sie bitte das (ungefdhre) Datum angeben?

S SR S

6. Hatte jemand in den letzten 6 Monaten aus lhrem Haushalt starken Geschmacks und/oder
Riechverlust?
a) BITTE ANKREUZEN: Ja: O oder Nein: O

b) Falls JA: Erwachsene (218 Jahre alt): __ BITTE ANZAHL ANGEBEN
Minderjahrige (< 18 Jahre alt): ___ BITTE ANZAHL ANGEBEN
c) Koénnen Sie bitte das (ungefahre) Datum angeben?

T Sy S

Coro-Buddy_Fragebogen_v1.1_14 JUL2020 Seite 2von 2
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