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Lolli-Methode als Grundlage einer SARS-CoV-2-Surveillance

in Kitas und Schulen

Zusammenfassung

Im Rahmen der Coronavirus Disease 2019
(COVID-19)-Pandemie sind Schlieffungen von
Kitas und Schulen eines der Instrumente zur Kon-
trolle des Infektionsgeschehens. Sie bedeuten je-
doch eine substanzielle Einschrankung fiir den All-
tag und die Entwicklung von Kindern und stellen
Eltern und Familien vor vielfiltige Herausforderun-
gen. Eine regelmifige Testung auf Severe Acute
Respiratory Corona Virus 2 (SARS-CoV-2) bei Kin-
dern und Personal kann dazu beitragen, Infektio-
nen frithzeitig zu erkennen und die Wahrschein-
lichkeit einer Ausbreitung von SARS-CoV-2 in Kitas
und Schulen zu reduzieren. Sinnvolle Testkonzepte
miissen zum einen eine einfache und sichere Pro-
benentnahme gewihrleisten und zum anderen
eine umsetzbare Probenlogistik und vorhandene
Testkapazititen berticksichtigen.

Wir stellen hier die Validierung der Lolli-Methode
und die Implementierung des Testkonzeptes in
32 Kolner Kitas vor. Das Testkonzept Lolli-Methode
basiert auf der Kombination einer einfachen Pro-
benentnahme und anschliefender PCR-Pooltes-
tung. Die Tupfer werden dabei von den Kindern wie
ein Lolli verwendet und unmittelbar nach der Pro-
benentnahme in der Einrichtung zu einem Pool zu-
sammengefiithrt. Mit diesem Screening-Verfahren
kann eine Vielzahl von Kindern regelmifig auf das
Vorliegen einer SARS-CoV-2-Infektion untersucht
werden. Die Lolli-Methode wurde im Zeitraum von
September 2020 bis Mirz 2021 an der Uniklinik
Kéln in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Viro-
logie, der klinischen Infektiologie und der Klinik
fur Kinder- und Jugendmedizin entwickelt und er-
probt. Seit April 2021 wird das Testkonzept an allen
Kitas und Schulen der Stadt K6ln und seit Mai 2021
an allen Grund- und Férderschulen in Nordrhein-
Westfalen durchgefiihrt.

Hintergrund

SARS-CoV-2-Infektionen verlaufen bei Kindern hiu-
fig asymptomatisch. Wenn Symptome auftreten, liegt
meist ein milder Verlauf vor und Todesfille durch
COVID-19 werden bei Kindern deutlich seltener als
bei Erwachsenen beobachtet.-* Dennoch kann es
auch bei Kindern in seltenen Fillen zu schwerwie-
genden Erkrankungen kommen — zum einen durch
schwere Verldufe von COVID-19 und zum anderen
durch das Auftreten eines multisystemischen Ent-
ziindungssyndroms (auch bezeichnet als Pediatric
Inflammatory Multisystem Syndrome Temporally
Associated with SARS-CoV-2, PIMS-TS).*~* Bisher
wurden in Deutschland 378 PIMS-TS Fille regis-
triert (Stand 4.7.2021).° Mégliche Langzeitfolgen (d. h.
Post-COVID-Syndrom) sind fiir Kinder beschrieben,
jedoch ist deren Hiufigkeit und Dauer noch unzurei-
chend bestimmt.""

Bei einer SARS-CoV-2-Infektion ist die im Naso-
pharynx nachweisbare Virusmenge von Kindern de-
nen von Erwachsenen dhnlich und Transmissionen
von Kindern auf andere Kinder sowie auf Erwachse-
ne wurden bereits frith im Verlauf der Pandemie
beschrieben.””” Die AHA+L-Regeln (Abstand,
Hygiene, Alltag mit Maske und Liiften) kénnen von
kleinen Kindern jedoch oft nur unzureichend einge-
halten werden. Zudem fallen infizierte Kinder auf-
grund der oft subklinischen Verliufe nicht unmittel-
bar auf. Dies erschwert die Infektionskontrolle an
Kitas und Schulen. Um Ubertragungen von SARS-
CoV-2 zu reduzieren wurden daher im Verlauf der
Pandemie Kitas und Schulen zwischenzeitlich ge-
schlossen oder nur eingeschrinkt betrieben.

Schliefungen von Kitas und Schulen stellen ein
Risiko fiir die psychosoziale Entwicklung und die
psychische Gesundheit der Kinder dar.?*-? Eine Ver-
zbgerung des Lernfortschrittes und der Entwicklung
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von Kindern aufgrund von Schulabwesenheiten
konnte bereits vor Beginn der COVID-19-Pandemie
belegt werden.”? Wihrend es fiir die erwachsene
Bevolkerungsgruppe Impfungen zum Schutz vor
COVID-19 gibt, muss davon ausgegangen werden,
dass der Grofdteil der Kinder in den kommenden
Monaten nicht geimpft sein wird und sie somit eine
weitestgehend SARS-CoV-2-naive Population dar-
stellen.

Systematisches Testen kann einen wichtigen Bei-
trag leisten, um das Infektionsgeschehen in Kitas
und Schulen besser beurteilen zu kénnen und das
Ubertragungsrisiko von Infektionen zu reduzie-
ren.*-? Wir beschreiben nachfolgend die Lolli-
Methode als ein Verfahren, das eine einfache und
nicht-invasive Probenentnahme mit einer PCR-
Pooltestung verbindet. Die Probengewinnung be-
steht aus 3o-sekiindigem Lutschen an einem Ab-
strichtupfer wie an einem Lolli. Die Tupfer werden
direkt in der Einrichtung gesammelt und mittels
PCR-Pooltestung auf SARS-CoV-2 untersucht. Die
Lolli-Methode bietet die Moglichkeit eines breiten
Screenings auf SARS-CoV-2 bei Kindern in 6ffent-
lichen Einrichtungen.

Validierung und Implementierung
der Lolli-Methode

Methoden

Studienpopulation

Fir die Untersuchung der Wertigkeit des Materials
Tupfer-Speichel wurden Proben von 276 akut infi-
zierten Personen sowohl mit einem Naso-/Oro-
pharynxabstrich als auch mit der Lolli-Methode ge-
wonnen. Die Personen waren Studienpatientinnen
und -patienten, die im Rahmen von Beobachtungs-
studien der Uniklinik Kéln (n=165) und des Test-
zentrums des Hospital Regional de Alta Especiali-
dad ,Dr. Juan Graham Casasts“, Tabasco, Mexiko
(n=1m) rekrutiert wurden. Bei 40 Personen lag das
Alter zwischen o und 12 Jahren, bei 27 Personen
zwischen 13 und 18 Jahren und bei 206 Personen bei
uiber 18 Jahren. Bei 3 Personen war das Alter unbe-
kannt. Die Untersuchungen und die Validierung
der Lolli-Methode wurden von der Ethikkommis-
sion der Medizinischen Fakultit der Universititskli-
nik Kéln (Nummer 20-1405 und 20-1466) und dem

Hospital Regional de Alta Especialidad ,Dr. Juan
Graham Casasus*, Tabasco, Mexiko (INV/2173/PCI/
0521) genehmigt.

Probenentnahme

Bei 122 Probandinnen und Probanden wurden die
Proben morgens direkt nach dem Aufstehen (vor
dem Friihstiick und dem Zihneputzen) entnom-
men. Bei 154 Probandinnen und Probanden wur-
den die Proben im Verlauf des Tages entnommen.
Die Probengewinnung bestand aus 30-sekiindigem
Lutschen an einem Abstrichtupfer wie an einem
Lolli und erfolgte nach Anleitung durch medizini-
sches Personal. Die Tupfer-Speichel-Proben wur-
den anschlieffend in einem Plastikréhrchen ohne
Transportmedium aufgenommen und verschlos-
sen. Als Kontrolle wurde ein Naso-/Oropharynxab-
strich entnommen, der fiir den Transport ins Labor
in 2 ml Transportmedium aufgenommen wurde.
Die Tupfer-Speichel-Proben wurden im Labor
in ein mit 1,5 ml Phosphate Buffered Saline (PBS)
gefiilltes 2 ml Probengefift gesteckt und fiir 20 Se-
kunden auf und ab bewegt. Die Naso-/Oropharynx-
abstriche wurden fiir 20 Sekunden gevortext. Fiir
den Nachweis von SARS-CoV-2 wurde von jeder
Probe 1 ml weiterverarbeitet. Von 40 Probandinnen
und Probanden wurden Tupfer-Speichel-Proben so-
wohl morgens als auch eine Stunde nach dem
Frithstiick enthommen und wie oben beschrieben
untersucht.

SARS-CoV-2-Detektion

Eine SARS-CoV-2-spezifische RT-PCR wurde am
Institut fiir Virologie der Uniklinik K6ln mittels
COBAS 6800 (Roche Diagnostics) oder Alinity m
(Abbott) durchgefiithrt. Im Hospital Regional de
Alta Especialidad ,Dr. Juan Graham Casasus® wur-
de die RT-PCR mittels Quantstudio 5 (Thermo-
fisher) unter Verwendung der Quick-RNA-Viral-
Kits (Zymo Research) fiir die RNA-Isolierung und
GeneFinder™ COVID-19 Plus RealAmp fiir den
SARS-CoV-2-Nachweis durchgefiihrt.

Implementierung der Lolli-Methode

Die Lolli-Methode wurde als Testprogramm in der
Zeit vom 8. Mirz bis 9. Mai 2021 in 32 Kélner Kitas
implementiert und auf Machbarkeit gepriift. Die
Kitas nahmen freiwillig an dem Testprogramm teil.
Ebenso war die Teilnahme an der Testung fiir die
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Kinder und das Personal freiwillig. Eine schriftliche
Einverstindniserklirung zur Teilnahme am Test-
programm wurde vor der ersten Testung eingeholt.

Probenverarbeitung von Pools wihrend des
Testprogramms

Im Rahmen des Testprogramms wurden die Proben
bereits in den Kitas gepoolt. Hierzu wurden die Tup-
fer aller Kinder einer Kita-Gruppe jeweils in einem
50 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt. Die Réhr-
chen wurden verschlossen, zeitnah ins Labor trans-
portiert und hier mit 3 ml PBS befiillt. Anschlie-
Rend wurden die Proben fiir 20 Sekunden gevortext
und die oben beschriebene SARS-CoV-2-Analyse
durchgefiihrt.

Ergebnisse

Nachweis von SARS-CoV-2 mittels Tupfer-
Speichel-Probe

Bei 99 von 122 akut mit SARS-CoV-2 infizierten Pro-
bandinnen und Probanden, die morgens vor dem
Frithstiick und vor dem Zihneputzen getestet wur-
den, konnte SARS-CoV-2 mittels Tupfer-Speichel-
Probe detektiert werden. Die mittlere gemessene
Viruslast lag bei den Tupfer-Speichel-Proben mit
2,24 x103 Kopien/ml signifikant niedriger als bei den
Naso-/Oropharynxabstrichen (7,17x104 Kopien/ml;
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test, p<o,0001). Die
mittels Tupfer-Speichel-Proben nicht als SARS-
CoV-2-positiv erkannten Probandinnen und Proban-
den wiesen in der Regel eine niedrige Viruslast im
korrespondierenden Naso-/Oropharynxabstrich auf.
Infizierte Personen mit mittlerer und hoher Virus-
last wurden jedoch sehr sicher erkannt. Proben, bei
denen im Naso-/Oropharynxabstrich eine Viruslast
von iiber 10° Kopien/ml gemessen wurde, konnten
zu 100 % mittels Tupfer-Speichel-Probe erkannt
werden. Proben mit Viruslasten zwischen 103 und
10° Kopien/ml wurden mit einer Sensitivitit von
01,2% detektiert. Die Sensitivitit aller Proben, die
von Personen mit einer Viruslast von tiber 103 Ko-
pien/ml im Naso-/Oropharynxabstrich gewonnen

102 von 154 (66,23%) Probandinnen und Probanden,
die im Verlauf des Tages untersucht wurden, konn-
ten mittels Tupfer-Speichel-Probe als positiv erkannt
werden. Die mittlere gemessene Viruslast lag mit
5,87 x103 Kopien/ml signifikant niedriger als bei den

Viruslast des korres- Sensitivitat der Lolli-Methode (%)
pondierenden Naso-/

Oropharnynxabstrichs Morgens Im Tagesverlauf
(Viruskopien/ml) (n=122) (n=154)
>10° N/A 100
108-10° 100 88
107-10% 100 88
106-107 100 76
10°-10° 96 76
10*-10° 94 68
10°-10* 82 35
102-10° 56 20
10'-102 50 0

<10 0 0

Tab. 1| Sensitivitit der Lolli-Methode in Abhingigkeit von der
korrespondierenden Viruslast im Naso-/Oropharynxabstrich
und dem Zeitpunkt der Probenentnahme

Naso-/Oropharynxabstrichen (7,30 x105 Kopien/ml;
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test, p<o,0001). Tupfer-
Speichel-Proben, die im Tagesverlauf entnommen
wurden, zeigten im Vergleich mit den morgendlich
entnommenen Proben insgesamt eine niedrigere
Sensitivitat.

Im Rahmen eines SARS-CoV-2-Screenings in Kitas
und Schulen bietet sich eine Probenentnahme zu
Beginn des Kita- oder Schultages in den Einrichtun-
gen an. Diesen Zeitpunkt haben wir auf eine Stunde
nach dem Friithstiick geschitzt. Um die Sensitivitit
von Tupfer-Speichel vor bzw. eine Stunde nach dem
Frithstiick und Zihneputzen festzustellen, wurden
40 Probenpaare zu jeweils diesen zwei Zeitpunkten
entnommen und miteinander verglichen. Bei 39
von 40 Probenpaaren gelang der Nachweis von
SARS-CoV-2 zu beiden Zeitpunkten, wihrend bei
einem Probenpaar nur vor dem Friihstiick SARS-
CoV-2 detektiert wurde. Die mittlere Viruslast lag
vor dem Fithrstiick bei 2,58 x103 Kopien/ml, eine
Stunde danach bei 1,17 x103 Kopien/ml (Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang Test, p=0,012). Obwohl ein signi-
fikanter Unterschied zwischen den gemessenen
Viruslasten besteht, ist die Differenz beider Mes-
sungen als eher gering zu erachten (Faktor 2,21).
Aus der durchgefiihrten Validierung schliefen wir,
dass sich die Lolli-Methode fiir den SARS-CoV-2-
Nachweis im Rahmen von Screening-Untersuchun-
gen gut eignet. Die Sensitivitit ist morgens hoher
als im Verlauf des Tages.
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Einsatz der Lolli-Methode zum SARS-CoV-2-
Screening in 32 Kélner Kitas

Das Testkonzept umfasst eine regelmifige Testung
(2-mal/Woche) aller Kinder und des Personals ei-
der Proben einer Kita-Gruppe bzw. Schulklasse er-
folgt wie oben beschrieben direkt bei Abnahme der
Proben vor Ort. Die Proben werden dann ins Labor
transportiert und mittels SARS-CoV-2-RT-PCR un-
tersucht. Liegt ein negatives Ergebnis vor, wurde bei
keiner der getesteten Personen SARS-CoV-2 nach-
gewiesen. Im Falle eines positiven Ergebnisses, liegt
bei mindestens einer Person eine SARS-CoV-2-
Infektion vor. In diesem Fall werden die Eltern der
teilnehmenden Kinder durch die Einrichtung infor-
miert und die Kinder am Morgen des Folgetages
einzeln nachgetestet. So kénnen die Kinder, die mit
SARS-CoV-2 infiziert sind, zeitnah (idealerweise am
selben Tag) erkannt werden.

der Zeit vom 8. Mirz bis 9. Mai 2021 in 32 Kitas im-
plementiert und auf Machbarkeit tiberpriift. Insge-
samt nahmen 1.792 Kinder und 513 Erzieherinnen
und Erzieher an der freiwilligen Testung teil

Insgesamt wurden 2.021 PCR-Pooltestungen und
373 Einzel PCRs durchgefiihrt. 18.530 Proben von
Kindern und 5.737 Proben vom Personal wurden un-
tersucht. Die Pooluntersuchungen ergaben u Nach-
weise von SARS-CoV-2. Nach Auflésung der Pooltes-
tungen konnten insgesamt 13 Indexfille (12 Kinder,

Bewertung und Limitationen

Testqualitiat und Akzeptanz der Lolli-Methode

Die Lolli-Methode verbindet eine weitestgehend
nicht-invasive Probenentnahme mit einer PCR-Pool-
testung. Im Vergleich zu einem Naso-/Oropharynx-
abstrich ist die Sensitivitit zwar reduziert, jedoch
werden mittlere und hohe Viruslasten weiterhin
sehr sicher erkannt und die Testung zeigt sich im
Vergleich zu Antigen-Schnelltesten sensitiver.”-*
Fiir ein breites SARS-CoV-2-Screening mit dem
Ziel, Ubertragungen zu verhindern stellen sich die
Testqualititen der Lolli-Methode damit als sehr vor-
teilhaft dar. Des Weiteren wurde das Testkonzept
von den Kindern, den Familien und dem Personal

Pool-PCR negativ

40

Proben werden mittels Lolli-Methode z.B. im
Morgenkreis entnommen und in einem
gemeinsamen GefaR pro Kitagruppe gesammelt.

Ein Transportdienst bringt die Proben ins Labor.

RT-qgPCR

Im Labor wird eine Pool RT-qPCR der bereits in
der Kita gepoolten Proben durchgefiihrt.

Einzelproben werden einzeln getestet.

£y

Die Kinder bleiben am nachsten Tag zu Hause. (

Dort entnehmen die Eltern eine neue Einzelprobe
und bringen diese in die Kita.

Pool-PCR positiv

Abb. 1| Schematische Darstellung der Durchfithrung der Lolli-Methode als Testkonzept.
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Abb. 2 | Implementierung der Teststrategie in 32 Kélner Kitas.

A) Abbildung der Alters- und Geschlechtsstruktur der teilnehmenden Kinder und des teilnehmenden Personals.
B) Abbildung der Teilnahmequote am Testprogramm. Die Kuchendiagramme auf der linken Seite zeigen die durchschnittliche
Teilnahmequote von Kindern und Personal. Die Teilnahmequoten der einzelnen Kitas werden auf der rechten Seite pro Kita

fiir Kinder und Personal abgebildet.

C) Darstellung des Verlaufes der Anzahl der durchgefiihrten PCRs (oben) und der insgesamt untersuchten Proben pro Woche
(unten), differenziert nach Pool- und Einzel-PCRs sowie nach Kindern und Personal.
D) Darstellung der identifizierten Indexfille pro Woche, differenziert nach Kindern und Personal (oben).

Abbildung des Positivenanteils bei Kindern (unten).

sehr gut angenommen. Damit bestitigte sich die
hohe Akzeptanz der Probenentnahme mittels Lolli-
Methode, wie bereits im Rahmen der Schulstudie
des bundesweiten Forschungsnetzwerkes ,Ange-
wandte Surveillance und Testung“ (B-FAST)* und
auch in dem Pilotprojekt Schul-Observation auf
Corona (SCHOCO), welches an 22 Schulen in Kéln
durchgefiihrt wurde.

Logistik und Testkapazitaten

Um das Testkonzept erfolgreich durchfithren zu
kénnen, miissen verschiedene Voraussetzungen
erfullt sein. Dazu zdhlt eine schnelle Testung und
Ergebnismitteilung, idealerweise am selben Tag,
damit positive PCR-Pooltestungen bereits am Folge-
tag aufgeldst werden konnen. Die Machbarkeit des
Testprogramms ist zudem von der Verfiigbarkeit
des Materials (Tupfer und 50 ml Zentrifugenrshr-
chen) sowie den PCR-Testkapazititen abhingig. Die
Organisation und Durchfithrung umfassen die Ma-

teriallieferung und Probenabholung und stellt ei-
nen hohen, aber nach unseren Erfahrungen gut
durchfiihrbaren Aufwand dar. So wurde das Lolli-
Testkonzept bereits in ca. 7oo Kitas in Koln etabliert
und wird seit Mai 2021 an allen Grund- und Férder-
schulen Nordrhein-Westfalens durchgefithrt (ca.
735.000 Kinder).

Konsequenzen positiver Testergebnisse

Das positive Testergebnis einer PCR-Pooltestung
kann die beteiligten Kinder, Lehrkrifte und Eltern
in eine durch Unsicherheit geprigte Situation ver-
setzen. Daher sind eine schnelle und sichere Pool-
auflésung sowie eine gute Kommunikation der Er-
gebnisse von grofler Bedeutung.

Nachdem eine SARS-CoV-2-Infektion bei einem
oder mehreren Kindern erkannt wurde, iiberneh-
men die zustindigen Gesundheitsimter und leiten
die notwenigen Maffnahmen zur Infektionskont-
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rolle ein. Aufgrund der weitreichenden Konsequen-
zen, die Quarantinemafinahmen fur Kinder und
Familien bedeuten, scheint es sinnvoll, die Mog-
lichkeiten, die eine systematische Testung bietet,
auch hinsichtlich angepasster Quarantinemafinah-
men zu Uberpriifen. Gegebenenfalls kann eine re-
gelhafte oder intensivierte (bis hin zur tiglichen)
Testung wihrend der Inkubationszeit ermdéglichen,
Kontaktpersonen engmaschig zu tiberwachen und
damit das Risiko weiterer SARS-CoV-2-Ubertragun-
gen zu reduzieren.

Wissenschaftliche Begleitung und

zentrale Datenerfassung

Ein flichendeckendes SARS-CoV-2-Testprogramm
profitiert sowohl von einer zentralen Datenerfas-
sung als auch von einer wissenschaftlichen Beglei-
tung. Eine koordinierte Datenerfassung und die eng-
maschige wissenschaftliche Begleitung erlauben,
das Testprogramm optimal einzusetzen und belast-
bare Aussagen zum Infektionsgeschehen in den je-
weiligen Einrichtungen treffen zu kénnen. Auf Basis
dieser Erkenntnisse kénnen zudem Aussagen zur
Ansteckungsrate von Kindern in Kitas und Schulen
abgeschitzt und die Wirksamkeit bzw. Notwendig-
keit nicht-pharmazeutischer Mafnahmen in den
Einrichtungen bewertet werden. Eine rechtzeitige
Absprache mit den Testlaboren erméglicht es, die
notwendigen Daten zeitnah zu erfassen. Die aus
Sicht der Autorinnen und Autoren relevanten und zu

Fazit

Die Lolli-Methode verbindet eine einfache Proben-
entnahme mit einer PCR-Pooltestung. Untersu-
chungen an 122 Personen am Morgen zeigten bei
Viruslasten tiber 103 Viruskopien/ml im Naso-/
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