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Vergleich verschiedener Untersuchungsmethoden

Nachweis von Cryptosporidium spp. und

Giardia spp. in Kotproben von Kalbern

Julia Gillhuber et al. ¥, Minchen

Bei der Erstellung eines gezielten Parasitenmanagements in der Kilberaufzucht zur Vermeidung von Durchfallerkrankungen ist es
notig, die ursachlichen Erreger zu identifizieren. Neben einer klinischen Untersuchung sind dazu zusétzlich diagnostische Tests notig.
Ziel der Studie war es, verschiedene koprodiagnostische Tests zum Nachweis von Giardia spp. und Cryptosporidium spp. in Kélber-
kotproben zu bewerten. Aktuell ist in Siddeutschland von einer Pravalenz von 7,2 % bzw. 41,3 % (Gillhuber et al. in Vorbereitung)

auszugehen.

Insgesamt wurden 340 Kotproben
von klinisch durchfallerkrankten
und klinisch gesunden Kilbern aus
Siiddeutschland  auf  Giardien
und/oder Kryptosporidien unter-
sucht. Diese Proben stammten alle
aus Einsendungen an das Diagnos-
tikzentrum der Vergleichenden Tro-
penmedizin und Parasitologie, LMU
Miinchen, setzten sich aber aus zwei
verschiedenen Panels zusammen,
denen eine unterschiedliche Proben-
vorbereitung zugrunde lag. Nach-
dem bei allen unmittelbar nach
Einsendung die Methoden Nativaus-
strich und MIFC durchgefiihrt wur-
den, wurden die ersten 170 Proben,
die 2011 gesammelt wurden, homo-
genisiert, auf eine einheitliche, pipet-
tierbare Konsistenz verdiinntund ali-
quotiert. Dagegen wurde das im Jahr
2012 gesammelte Panel aus 170 Pro-
ben nur homogenisiert und aliquo-
tiert, auf eine Verdiinnung wurde
verzichtet. Die jeweils 170 Proben
beider Panels wurden gleichzeitig
und im selben Jahr ihrer Sammlung
mit drei Schnelltests untersucht:
dem FASTest® CRYPTO Strip, zuge-
lassen fiir Rind und Igel, dem FAS-

Test® GIARDIA Strip und dem FAS-
Test® CRYPTO-GIARDIA Strip, bei-
des Prototypen, die fiir Rinder noch
nicht zugelassen sind. Zusitzlich
wurden 2012 alle 340 Proben mittels
ProSpecT  Giardia  Microplate
(ELISA), ProSpecT Cryptosporidium
Microplate (ELISA) sowie drei weite-
ren ELISAs (MEGAElisa GIARDIA,
MEGAElisa CRYPTO, MEGAElisa
CRYPTO-GIARDIA), die fiir Rinder
zugelassen werden sollen, und
mittels Direkter Immunfluoreszenz
(DIF) als dritte Referenzmethode
untersucht. Anschlieflend wurden
Sensitivitit und Spezifitit von
Schnelltests und ELISAs jeweils
gegen drei (Cryptosporidium spp.;
Nativ, MIFC DIF; 3 von 3 Methoden
positiv = positiv) bzw. zwei (Giardia
spp-; MIFC, DIF; 2 von 2 Methoden
positiv = positiv) Referenzmethoden
berechnet.

Beim Nachweis von Giardien hatten
der MEGAElisa GIARDIA eine Sen-
sitivitdt von insgesamt 92 % und eine
Spezifitit von 91 %, der ProSpecT
Giardia Microplate (ELISA) von 96 %
und 88 % und der FASTest® GIAR-
DIA Strip von 65 % und 94 %. Fiir

den Nachweis von Kryptosporidien
hatten der MEGAElisa CRYPTO, der
ProSpecT Cryptosporidium Micro-
plate (ELISA) und der FASTest®
CRYPTO Strip eine Sensitivitit von
je91%, 94 % und 977 % und eine Spe-
zifitit von je 94 %, 91 % und 82 %.
Der FASTest® CRYPTO-GIARDIA
Strip hatte beim Giardien-Nachweis
eine Sensitivitit von 60 % bei einer
Spezifitit von 97 % und beim Kryp-
tosporidien-Nachweis eine Sensiti-
vititvon 97 % bei einer Spezifitit von
87 %. Sensitivitit und Spezifitit des
MEGAElisa CRYPTO-GIARDIA
lagen bei 93 % bzw. 87 %. Die Ergeb-
nisse der beiden Panels sind in
Tabelle 1 getrennt dargestellt. Dabei
fillt besonders der grofle Unter-
schied hinsichtlich der Giardien-
Sensitivitit der beiden giardiennach-
weisenden Schnelltests auf.

Beim Nachweis von Giardien weisen
der FASTest® GIARDIA Strip und
der FASTest® CRYPTO-GIARDIA
Strip in beiden Panels gute Spezi-
fititen auf. Eine gute Sensitivitit bei-
der Tests zeigt sich nur beim Panel
2011, das auf eine pipettierbare Kon-
sistenz verdiinnt wurde, nicht aber

Tab. 1: Sensitivitdt und Spezifitat verschiedener Tests zum Nachweis von Giardia spp. und Cryptosporidium spp. in Kotproben.

Genus und Test

Sensitivitat (%)

Spetifitat (%)

2011 (n=170) 2012 (n=170) ges. (n=340) 2011 (n=170) 2012 (n=170) ges. (n=340)

Giardia

FASTest® GIARDIA Strip 85 57 65 94 93 94
FASTest® CRYPTO-GIARDIA Strip 92 49 60 96 98 97
MEGAElisa GIARDIA 100 (n=169)" 89 (n=168)" 92 (n=337)" 90 (n=169)" 92 (n=168)" 91 (n=337)"
ProSpecT Giardia Microplate 100 94 96 87 89 88
Cryptosporidium

FASTest® CRYPTO 100 95 97 82 83 82
FASTest® CRYPTO-GIARDIA Strip 100 95 97 85 89 87
MEGAElisa CRYPTO 93 89 9 95 92 94
ProSpecT Cryptosporidium Microplate 98 89 94 94 88 91
Cryptosporidium/Giardia

MEGAElisa CRYPTO-GIARDIA 96 90 93 82 93 87

“Testung bei grenzwertigem Ergebnis nicht in Auswertung miteinbezogen.

bei den unverdiinnten Proben von
2012. Dies zeigt, wie stark die Pro-
benvorbereitung Einfluss auf eine
wissenschaftliche Studie, die immer
aufidealen Laborbedingungen basie-
ren sollte, haben kann. Sowohl bei
den Schnelltests als auch bei den drei
MEGAElisas werden Oberflichenan-
tigene, die von den Kryptosporidium-
Oozysten bzw. den Giardia-Zysten/
Trophozoiten abschilfern, nachge-
wiesen. Je fliissiger eine Probe im
Nativzustand ist bzw. durch Verdiin-
nen wird (entsprechend Panel 2011),
umso homogener sind die Krypto-
sporidien bzw. Giardien darin verteilt
und umso mehr Oberflichenanti-
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gene konnen in Losung gehen. Ein
moglicher Grund fiir die grofRen Sen-
sitivititsunterschiede der giardien-
nachweisenden Schnelltests im
Vergleich zu den geringen Abwei-
chungen kryptosporidiennachwei-
sender Schnelltests konnte in den
GroRenunterschieden der Krypto-
sporidien-Oozysten im Vergleich zu
den Giardien-Zysten/Trophozoiten
begriindet liegen. Je kleiner der Erre-
ger ist, umso homogener ist die
Verteilung in der Nativprobe und
damit auch in der Pufferlosung.
Zusitzlich darf nicht vergessen wer-
den, dass der FASTest® CRYPTO
Strip bereits fiir das Rind zugelassen
ist, wihrend es sich bei den beiden
anderen Schnelltests um Prototypen
handelt. Der eher geringe Sensitivi-
titsunterschied der beiden Panels
bei den Giardien-ELISAs
methodenbedingt durch die verlin-
gerte Inkubationszeit, Antigen-Anti-
korper-Bindung in horizontaler Fliis-
sigkeitsphase sowie Waschschritte
im Vergleich zur finf-mintitigen
Schriginkubation mittels Schnell-
test erklart werden. Beim Nachweis
von Kryptosporidien hatten der FAS-
Test® CRYPTO Strip sowie der FAS-
Test® CRYPTO-GIARDIA Strip die
hochste Sensitivitit, beide sind somit
vor Ort ohne groflen Zeit- und Kos-
tenaufwand einsetzbar. Alle funf
durchgefithrten =~ ELISAs  hatten
durchweg gute Ergebnisse in Sensi-
tivitit und Spezifitit. Insgesamt stel-
len diese Tests eine Alternative (alle
ELISAs, FASTest® CRYPTO Strip)
bzw. eine Erginzung (Schnelltests)
in der Diagnostik von Giardia spp.
und Cryptosporidium spp. dar, kén-
nen aber die mikroskopische Unter-
suchung nicht ersetzen.

kann

Danksagung

Wir danken MEGACOR Diagnostik GmbH
fiir die finanzielle Unterstiitzung und im
Besonderen Frau Dr. Kern (MEGACOR Diag-
nostik GmbH), Frau Fischer (R-Biopharm
AG) und Frau Déffinger (R-Biopharm AG) fiir
die tolle Zusammenarbeit.

* weitere Autoren: Christiane Schrodl, Kurt
Pfister, Miriam Scheuerle

KONTAKT

Julia Gillhuber

Vergleichende Tropenmedizin und
Parasitologie | Tierarztliche Fakultat
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Leopoldstralle 5 | 80802 Minchen
Julia.Gillhuber@tropa.vetmed.
uni-muenchen.de



