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|I. EINLEITUNG

Hunde kdnnen sich mit einer Vielzahl von Krankheitserregern, wie Bakterien,
Viren und Parasiten, infizieren. Als eine der h&ufigsten Infektionskrankheiten gilt
die canine Parvovirose, uUbertragen durch das canine Parvovirus (CPV), die vor
allem Welpen und ungeimpfte Tiere betrifft (PARRISH et al., 1988; PARRISH et
al.,, 1991; BUONAVOGLIA et al., 2001; GODDARD und LEISEWITZ, 2010;
PROKSCH und HARTMANN, 2015). CPV ist hochansteckend und wird in groRRen
Mengen mit dem Kot infizierter Tiere ausgeschieden (PROKSCH et al., 2015). Die
Ansteckung erfolgt direkt durch Kontakt zu infizierten Tieren oder indirekt durch
Kontakt zu infektibsem Kot (CARR-SMITH et al., 1997; HOSKINS, 1997;
PROKSCH et al., 2015). Erkrankte Hunde zeigen gastrointestinale Symptome,
darunter Anorexie, Durchfall und Erbrechen (MACINTIRE und SMITH-CARR,
1997; DECARO et al., 2005b; GODDARD und LEISEWITZ, 2010). Haufig
kommt es bei schweren Verlaufsformen zu Komplikationen mit tddlichem
Ausgang, z. B. durch einen hypovoldmischen Schock, Invaginationen als Folge
hypo- und hypermotiler Darmschlingen oder durch Bakterientranslokation aus dem
Darm und damit einhergehender Sepsis (GODDARD und LEISEWITZ, 2010;
DECARO und BUONAVOGLIA, 2012; SYKES, 2014). Die Prognose fir
erkrankte Tiere héngt neben der Schwere des Krankheitsverlaufs und den
Komplikationen wesentlich vom Therapiemanagement ab (PRITTIE, 2004; KALLI
et al., 2010). Ohne Behandlung liegt die Uberlebensrate bei 9 %, die von intensiv
betreuten Welpen hingegen bei bis zu tiber 90 % (GLICKMAN et al., 1985; OTTO
etal., 1997; OTTO et al., 2001). Je friher eine intensive Therapie eingeleitet wird,
desto glnstiger ist die Prognose (PRITTIE, 2004). Folglich ist eine zeitnahe
Diagnose von entscheidender Bedeutung. Zum einen, um betroffene Tiere
maoglichst schnell zu therapieren, zum anderen, um sie zu isolieren, bevor wiederum
andere empfangliche Tiere infiziert werden kénnen. Als Goldstandard zur Diagnose
gilt der direkte Erregernachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(DECARO et al., 2005c; DESARIO et al., 2005; DECARO et al., 2013). Da diese
jedoch nur in kommerziellen Laboratorien durchgefiihrt werden kann und
Ergebnisse erst nach 2-3 Tagen vorliegen, sind sogenannte Point-of-care-Tests
(POC-Tests), die Parvovirus-Antigen im Kot von Hunden direkt vor Ort in der

Praxis innerhalb weniger Minuten nachweisen kdnnen, eine wichtige Alternative.
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Einige wenige dieser POC-Tests sind bereits hinsichtlich ihrer Qualitat untersucht

worden, zum Grol3teil der Tests liegen jedoch bisher keine Daten vor.

Weitere hdufige Infektionskrankheiten beim Hund, die nicht nur mittels
aufwandiger Laborverfahren, sondern auch durch POC-Tests diagnostiziert werden
konnen, sind die sogenannten canine vector-borne diseases (CVBD), zu deutsch
Vektor-lbertragene-Erkrankungen beim Hund. Zu den wichtigsten Erkrankungen
in Europa zéhlen Dirofilaria (D.) immitis, Anaplasma (A.) phagcytophilum,
Anaplasma (A.) platys, Borrelia (B.) burgdorferi, Ehrlichia (E.) canis und
Leishmania (L.) infantum (NAUCKE, 2007; CHANDRASHEKAR et al., 2010;
WOLDEHIWET, 2010; VLKOVA et al., 2011; STILLMAN etal., 2014). Wéhrend
Ixodes ricinus als Vektor von A. phagocytophilum und B. burgdorferi in
Deutschland endemisch ist, sind die Vektoren der (Gbrigen Erkrankungen
urspriunglich in stdlicheren Landern beheimatet (SCHWARZ et al., 2009;
DUSCHER et al., 2010). Da es in den letzten Jahren in Deutschland zu einem
Anstieg dieser teils lebensbedrohlichen Infektionen gekommen ist, werden
Tierdrzte immer hdufiger mit diesen Erkrankungen konfrontiert (MENN et al.,
2010). Grund dafur ist auch, dass Hunde ihre Besitzer Ofter auf Reisen ins
mediterrane Ausland begleiten (GLASER und GOTHE, 1998; MENN et al., 2010;
NAUCKE et al., 2011). AulRerdem wird eine Vielzahl an Hunden, teilweise mit
CVBD infiziert, aus dem Ausland nach Deutschland importiert (METTLER et al.,
2005; HAMEL et al., 2011). Durch die klimatischen Verdnderungen ist in den
nachsten Jahren eine Ausbreitung der VVektoren nordwaérts zu erwarten und folglich
ein weiterer Anstieg der CVBD.

Daher war es Ziel der ersten Publikation, einen Uberblick lber die aktuell
verfigbaren POC-Tests zum Nachweis von Infektionskrankheiten beim Hund zu

geben und deren Einsatzgebiete sowie Limitationen aufzuzeigen.

Ziel der zweiten Publikation war es, 8 POC-Tests zum Nachweis von Parvovirus-
Antigen im Kot von Hunden im Vergleich zum Goldstandard, der real-time PCR,
hinsichtlich der Sensitivitat, Spezifitat, positivem (PPW) und negativem (NPW)

pradiktivem Wert sowie Gesamtgenauigkeit zu evaluieren.
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Ubersicht iiber Einsatzméglichkeiten von In-house-Tests zum

Nachweis von systemischen Infektionskrankheiten beim Hund

Schliisselworter: Kanine, Schnelltest, Point-of-care-Test, Antigen, Antikorper

Zusammenfassung

Zum Nachweis von Infektionskrankheiten existieren neben den in kommerziellen Laboratorien
durchfiihrbaren Verfahren auch sogenannte Point-of-care- (POC-) oder In-house-Tests. Diese
basieren auf einem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder anderen
immunchromatographischen Testprinzipien und liefern binnen weniger Minuten direkt vor Ort
ein Testergebnis. Dieser Artikel gibt einen Uberblick tber die Qualitét der zahlreichen POC-
Tests verschiedener Hersteller zum Nachweis von Parvovirus-Antigen im Kot, Antigen von
Dirofilaria (D.) immitis im Blut sowie zum Nachweis von Antikdrpern gegen Borrelia (B.)
burgdorferi, Anaplasma (A.) spp., Ehrlichia (E.) spp., Leptospira (L.) spp. und Leishmania (L.)
infantum im Blut (einzeln oder in Kombinationen). Entscheidend fir den Nutzen der Tests sind
ihre Sensitivitdt und Spezifitdt. Auch muss das Vorhandensein von Antikorpern oder der
Nachweis von Antigen mit dem Auftreten einer klinischen Erkrankung einhergehen. POC-
Tests zum Nachweis von Parvovirus-Antigen im Kot besitzen zwar eine sehr hohe Spezifitat,
die Sensitivitat aller evaluierten Tests ist jedoch sehr niedrig. Die POC-Tests zum Nachweis
von D. immitis besitzen eine sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat. Da sie Antigen aus dem
Uterus adulter, weiblicher Tiere nachweisen, ist der Test jedoch negativ, wenn keine oder zu
wenig adulte, weibliche Dirofilarien vorhanden sind. Der POC-Test zum Nachweis von B.-
burgdorferi-Antikdrpern zeigt nur den Erregerkontakt an und nicht die klinische Erkrankung, da
das Auftreten von Antikérpern nur in seltensten Fallen mit einer Erkrankung einhergeht.
Ebenso ist der POC-Test zum Nachweis von Antikdrpern gegen A. phagocytophilum zur
Diagnose einer klinischen Anaplasmose ungeeignet, da auch diese Infektion nur selten zur
Erkrankung fthrt und wenn, dann Symptome in der Regel vor Ausbildung der Antikdrper
auftreten. Zum Nachweis von Antikdrpern gegen E. canis zeigen die POC-Tests eine sehr
hohe Sensitivitat und Spezifitat. POC-Tests zum Nachweis von Antikérpern gegen L. infantum
und Leptospira-Spezies (spp.) besitzen ebenfalls eine sehr hohe Spezifitdt und eine hohe
Sensitivitat. Jedoch kann es bei Letzteren zu positiven Ergebnissen nach einer Impfung

kommen, da die Tests nicht zwischen Feld- und Impfantikdrpern unterscheiden kénnen.
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Overview on application of In-house tests for detection of systemic

infectious diseases in dogs

Key words: canine, point-of-care test, antigen, antibody

Abstract

For detection of infectious diseases, several point-of-care (POC) tests are on the market in
addition to methods performed in commercial laboratories. These POC tests are based on
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) or other immunchromatographic technologies
and present results within few minutes in veterinary practice. This article gives an overview of
the application of numerous POC tests of different manufacturers for detection of parvovirus
antigen in faeces, Dirofilaria (D.) immitis antigen in blood as well as antibodies against Borrelia
(B.) burgdorferi, Anaplasma (A.) spp., Ehrlichia (E.) spp., Leptospira (L.) spp. and Leishmania
(L.) infantum in blood (single or in different combinations). Sensitivity and specificity of these
tests are important for their usefulness in veterinary practice. Furthermore, presence of
antibodies or detection of antigen has to correlate with the presence of clinical signs. POC
tests for detection of canine parvovirus antigen have a very high specificity, sensitivity of all
evaluated POC tests, however, is very low. POC tests for detection of D. immitis antigen have
a very high sensitivity and specificity. As they detect antigen from the uterus of female adults,
test results are negative when only very few female or only male adults are present. POC tests
for detection of antibodies against B. burgdorferi only indicate contact with Borrelia spp. and
not clinical Lyme disease, as infection causes clinical signs only extremely rarely. POC tests
for detection of antibodies against A. phagocytophilum are also not suitable for diagnosis of
clinical anaplasmosis. Infections with A. phagocytophilum only lead to clinical disease in very
rare cases and in these, clinical signs occur before developing antibodies. POC tests for
detection of antibodies against E. canis have a very high sensitivity as well as specificity. POC
tests for detection of antibodies against L. infantum and Leptospira species (spp.) show a very
high specificity and a high sensitivity. However, Leptospira spp. antibody-positive results can
occur after vaccination, as the POC tests cannot distinguish between field and vaccination

strains.
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Einleitung

Zahlreiche Erreger, wie Viren, Bakterien und Parasiten, kénnen Hunde infizieren. Gerade
durch zunehmenden Tiertourismus und veranderte klimatische Bedingungen nehmen in
Deutschland Infektionen bei Hunden zu, die zu den sogenannten ,Reisekrankheiten” zahlen
(1, 2). Um infizierte Tiere adaquat zu therapieren und eine Infektion anderer empfanglicher
Tiere zu verhindern, ist eine zeitnahe und korrekte Diagnose wichtig.

Grundsatzlich gibt es zwei Mdglichkeiten zur Diagnose einer Infektionskrankheit; den direkten
und den indirekten Erregernachweis. Wahrend der Nachweis des gesamten Erregers oder
seiner Bestandteile als direkter Erregernachweis bezeichnet wird, werden beim indirekten
Erregernachweis Antikdrper nachgewiesen, die vom Wirt nach Erregerkontakt gebildet werden
(3). Beide Nachweismoglichkeiten werden in externen Laboratorien fir eine Vielzahl von
Infektionserregern angeboten; bei Einsendung liegen Ergebnisse jedoch erst mit zeitlicher
Verzdgerung vor. Gerade bei einer akut lebensbedrohlichen Infektion, wie z. B. Parvovirose
oder Leptospirose, kann dies fiir betroffene Tieren einen erheblichen Nachteil darstellen. Auch
bei Tieren, die aufgrund einer Infektion mit E. canis eine Thrombozytopenie und damit erhdhte
Blutungsneigung zeigen, ist eine zeitnahe Diagnose zur raschen Therapie unerlasslich (4). Als
Alternative gibt es Point-of-care-Tests (POC-Tests) zur Anwendung in der tierarztlichen
Praxis, deren Ergebnisse binnen einiger Minuten ausgewertet werden. Diese POC-Tests
basieren entweder auf dem Prinzip eines Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)
oder eines &hnlichen immunchromatographischen Verfahrens (Lateral-flow-Tests). Es gibt
Antikorper- und Antigen-basierte ELISAs, die dementsprechend Antigene und Antikorper
nachweisen koénnen. Antikdrper oder spezifische Antigene sind im Schnelltest fixiert und
binden an Antigen bzw. Antikrper der jeweiligen Probe. Ein zweiter, enzymgebundener
Antikérper oder ein zweites, enzymgebundenes Antigen dient als Signalantikdrper bzw.
Signalantigen, dessen enzymatische Reaktion mit der Probe zu einem Farbumschlag und
somit einem sichtbaren Punkt oder einer Linie im Falle eines positiven Testergebnisses fuhrt
(5). Lateral-flow-Tests beruhen auf einem ELISA-ahnlichen Prinzip. Mithilfe eines Latex- oder
Gold-markierten Peptids werden Antikérper oder Antigene der Probe gebunden. Die hierdurch
entstandenen Antigen-Antikérper-Komplexe wandern entlang einer Nitrozellulosemembran
und werden durch Membran-fixierte Sekundéarantikorper im Ergebnisbereich fixiert und im
positiven Fall als Bande sichtbar. Wichtige Parameter bei der Beurteilung der POC-Tests
stellen die Sensitivitat (Anteil der krank getesteten Patienten, die korrekt als solche erkannt
werden), die Spezifitat (Anteil der gesund getesteten Patienten, die korrekt als solche erkannt
werden) sowie der positive pradiktive Wert (Anteil der krank getesteten Patienten, die auch
tatsachlich krank sind) als auch der negative pradiktive Wert (Anteil der gesund getesteten

Patienten, die auch tatsachlich gesund sind) dar (6).



1. Publikation 1: Review-Artikel

99
100
101
102

103

104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

Dieser Artikel soll eine Ubersicht iiber die aktuell verfiigbaren POC-Tests zur Diagnose von
Infektionskrankheiten beim Hund geben und deren Einsatzgebiete sowie ihre Limitationen als

Hilfestellung fir die tierarztliche Praxis darstellen.

1. Nachweis von Antigen caniner Parvoviren im Kot

Die canine Parvovirose ist eine hochkontagiose Durchfallerkrankung beim Hund, die vor allem
bei Welpen auftritt und bei diesen haufig todlich verlauft (7). Erreger sind die caninen
Parvovirus-Subtypen CPV-2a, -2b und -2c (8-10). Eine Infektion erfolgt meist oronasal durch
Kontakt zu infizierten Tieren oder deren Kot (11, 12). Um infizierte Hunde mdglichst schnell zu
isolieren, bevor diese andere empfangliche Tiere infizieren, und den Hunden die notwendige
Intensivtherapie zukommen zu lassen, ist eine schnelle und zuverlassige Diagnose
unerlasslich.

Als Goldstandard gilt die real-time-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) aus Kot (13-15). Diese
kann jedoch nur in spezialisierten Laboren durchgefihrt werden, weshalb das Ergebnis in der
Regel erst nach 2-3 Tagen vorliegt. Alternativ dazu sind zahlreiche POC-Tests verflgbar, die
CPV-2a-, -2b- und -2c-Antigen im Kot binnen weniger Minuten nachweisen kénnen (16). Diese
POC-Tests wurden bereits in verschiedenen Studien hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und

Spezifitat evaluiert (Tabelle 1).

Tabelle 1 Vergleich verschiedener Point-of-care-Tests zum Nachweis von Antigen caniner

Parvoviren im Kot von Hunden

Table 1 Comparison of different point-of-care tests for detection of canine parvovirus antigen

in faeces of dogs
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Test/Studie Sensitivitat Spezifitat Proben- Referenz-
in % in % anzahl methode

Snap® Parvo*

Schmitz et al., 2009 18 100 100 PCR
80 (CPV-2a)
Decaro et al., 2010 78 (CPV-2b) n. a. 201 real-time-PCR
77 (CPV 2¢)
Proksch et al., 2015 49 n. a. 80 real-time-PCR
Walter-Weingartner et al., 2021 31 100 150 real-time-PCR

Fassisi® Parvo®
Walter-Weingartner et al., 2021 26 100 150 real-time-PCR

Primagnost® Parvo H + K®

Walter-Weingartner et al., 2021 24 100 150 real-time-PCR
FASTest® PARVO Card*

Schmitz et al., 2009 16 100 100 PCR

Walter-Weingartner et al., 2021 23 100 150 real-time-PCR

Vetexpert Rapid Test CPV Ag®®

Walter-Weingartner et al., 2021 34 100 150 real-time-PCR

Anigen Rapid CPV Aq Test Kit®

Walter-Weingartner et al., 2021 33 100 150 real-time-PCR

ImmunoRun® Parvovirus
Antigen Detection Kit’

Walter-Weingartner et al., 2021 30 100 150 real-time-PCR
WITNESS® Parvo®

Schmitz et al., 2009 26 95 100 PCR
Decaro et al., 2013 65 100 150 real-time-PCR
Walter-Weingartner et al., 2021 30 100 150 real-time-PCR

1 IDEXX, Westbrook, USA; 2 Fassisi, Géttingen, Deutschland; * Dechra-Albrecht, Aulendorf,
Deutschland; * Megacor, Lindau, Deutschland; ° Vetexpert, Wien, Osterreich; ¢ Bionote,
Dongtan, Siidkorea, ” Biogal, Ghaled, Israel; & Zoetis, Parsippany, USA

PCR, Polymerase-Kettenreaktion; n. a., nicht angegeben

Die Sensitivitat, der in diesem Fall entscheidende Parameter, lag in den Studien nur zwischen
15,8 % und 80,4 % im Vergleich zur PCR (13, 15-18). Eine Studie von Schmitz et al. (2009)
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verglich den IDEXX Snap® Parvo, den FASTest® Parvo Strip und den WITNESS® Parvo bei 3
Gruppen von Hunden (Hunde mit akutem hamorrhagischem Durchfall, Hunde mit chronischem
Durchfall, Hunde ohne gastrointestinale Symptome) mit der PCR. Alle PCR-positiven
Kotproben der Hunde mit chronischem Durchfall oder ohne gastrointestinale Symptome waren
in den POC-Tests falsch-negativ (17). In einer Studie von Proksch et al. (2015) zeigte der
IDEXX Snhap® Parvo bei 51,3 % der PCR-positiven Hunde ein falsch-negatives POC-
Testergebnis. Hunde mit falsch-negativen POC-Testergebnissen waren signifikant kirzer
erkrankt, setzten signifikant seltener Kot ab und hatten signifikant hdhere Antikérper im Serum
sowie eine signifikant niedrigere Viruslast im Kot im Vergleich zu Hunden mit korrekt-positivem
POC-Testergebnis (19).

Als Grund fur die niedrige Sensitivitdt der einzelnen POC-Tests werden verschiedene
Ursachen diskutiert. Zum einen fiihren Kotproben mit geringen Viruslasten zu falsch-negativen
Testergebnissen, was die vergleichsweise niedrige Sensitivitat in der Studie von Schmitz et
al. (2009) und Walter-Weingartner et al. (2021) erklart. Hier wurden nicht nur Kotproben von
Hunden mit akuter Durchfallsymptomatik, sondern auch Kotproben chronisch kranker
(Schmitz et al. (2009) und Klinisch gesunder Hunde (Walter-Weingartner et al. (2021) mit
geringerer Viruslast eingeschlossen, welche mit den Schnelltests nicht erkannt wurden.
Folglich eignen sich die POC-Tests nicht als Screeningtests fiir eine Ausscheidung von
Parvoviren bei klinisch gesunden Hunden. Die vergleichsweise hohe Sensitivitat in einer
Studie von Decaro et al. (2010) Iasst sich mit dem Vorselektieren der verwendeten Kotproben
erklaren, da nur Proben mit einer hohen Viruslast (iiber 10° DNA Kopien/g Kot) in die
Untersuchung eingeschlossen wurden (16).

Weiterhin scheint auch der Zeitpunkt der Durchfiihrung des POC-Tests einen Einfluss auf die
Sensitivitat zu haben. In experimentellen Studien startete die Virusausscheidung Gber den Kot
3—4 Tage nach Infektion (20, 21), wobei die Viruslast 4—7 Tage nach Infektion am hochsten
war (9, 20). Somit ist es méglich, dass in sehr friihen Krankheitsstadien infizierte Tiere lediglich
per PCR und nicht per POC-Test ermittelt werden kdnnen. Bei solchen Patienten lohnt es sich,
den POC-Test nach einigen Tagen zu wiederholen. Eine weitere Ursache fiir falsch-negative
POC-Testergebnisse ist das Vorhandensein von Serum-Antikérpern, die in den Darm
Ubertreten und dort an das Antigen binden, weshalb das Antigen folglich nicht mehr durch die
POC-Tests erkannt werden kann (19).

Zu berticksichtigen sind, trotz der sehr hohen Spezifitdt der POC-Tests, mdgliche positive
Testergebnisse nach einer Impfung mit modifizierten Lebendimpfstoffen gegen Parvovirose.
Jedoch existiert keine Studie, die positive POC-Testergebnisse infolge einer Ausscheidung
von Impfvirus belegt. Im Gegenteil zeigten Decaro et al. (2014), dass bis zu 22 Tage nach
Impfung zwar positive PCR-Ergebnisse auftraten, der WITNESS® Parvo jedoch bei allen

Hunden ein negatives Testergebnis zeigte (22). Eine mégliche Ursache hierfir ist, dass nach
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Impfung lediglich geringe Virusmengen ausgeschieden werden, die aufgrund der niedrigen
Sensitivitat der POC-Tests nicht nachgewiesen werden kénnen (19, 22). Zur eindeutigen
Diagnosestellung ist in solchen Fallen die Sequenzierung zur Unterscheidung von Impf- und
Feldvirus notwendig.

In Summe erweisen sich die POC-Tests zum Nachweis von Parvovirus-Antigen als sinnvolle
Alternative zur PCR. Ein positives Schnelltestergebnis kann eine Infektion sehr zuverlassig
nachweisen. Aufgrund der geringen Sensitivitdt der POC-Tests sollte bei verdachtigen Tieren
mit einem negativen POC-Testergebnis und bei Tieren mit chronischem Durchfall aber in
jedem Fall eine PCR zur Bestatigung der Diagnose und Vermeidung einer Ansteckung anderer

Tiere durchgefihrt werden.

2. Nachweis von Dirofilaria-immitis-Antigen im Blut

D. immitis ist ein Parasit, der durch Stechmiicken Ubertragen wird und bei Hunden die
schwerwiegende Herzwurmerkrankung verursachen kann (23). In Europa ist er in stdlichen
(Italien, Spanien, Portugal, stdliche Regionen Frankreichs, Griechenland und der Tirkei)
sowie in 6stlichen Landern (Rumanien, Bulgarien, Ungarn, Serbien, Kroatien, Tschechien und
Albanien) endemisch (24-36).

Der Nachweis von D. immitis erfolgt als direkter Erregernachweis entweder durch das
Detektieren von Mikrofilarien mikroskopisch direkt in Blutausstrichen oder nach Anreicherung
mittels Knott- oder Filtermethode, mittels real-time-PCR, mittels Antigennachweis in
kommerziellen Laboratorien oder aber als POC-Tests (37). Allerdings sind, je nach Studie, bei
11-48 % der infizierten Hunde keine Mikrofilarien im Blut nachweisbar (okkulte Infektion) (38-
40).

Der Nachweis mittels POC-Test basiert auf der Detektion von Antigen aus dem Uterus adulter
Weibchen mittels ELISA oder Lateral-flow-Tests (41, 42). Den POC-Tests wurde in
zahlreichen Studien sowohl eine exzellente Sensitivitat als auch Spezifitat bescheinigt (Tabelle
2) (23, 43-46). In einer Studie von Henry et al. (2018) wurden 5 POC-Tests (Anigen Rapid One
Step® [Bionote]), SNAP®4Dx Plus Test Kit [IDEXX], WITNESS® Heartworm Canine
Heartworm Antigen Test Kit [Zoetis], VetScan® Canine Heartworm Rapid Test [Abaxis] und der
Solo Step® CH Canine Heartworm Antigen Test [Heska]) hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat
bei unterschiedlichen Wurmlasten verglichen (39). Bereits ab einer Wurmlast von 1 adulten
Weibchen besalen alle 5 Schnelltests eine Sensitivitdt von mindestens 94 %, bei einer
Wurmlast von mindestens 6 adulten Weibchen lag die Sensitivitat bei 98 % und héher (39).
Um die Anzahl an falsch-negativen POC-Testergebnissen zu reduzieren, kénnen die Proben
vor der Analyse einer Hitzebehandlung unterzogen werden. Hierdurch koénnen

komplexgebundene Antigene geldst und folglich detektiert werden (47).
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204  Tabelle 2 Vergleich kommerzieller Point-of-care-Tests zum Nachweis von Dirofilaria-immitis-
205 Antigen im Vergleich zu Sektion und in Laboratorien durchgefihrtem Enzyme-Linked
206  Immunosorbent Assay im Blut von Hunden
207
208 Table 2 Comparison of commercially available point-of-care tests for detection of Dirofilaria
209  immitis antigen compared to necropsy and laboratory enzyme-linked immunosorbent assay in
210 blood of dogs
211
Test/Studie Sensitivitdt ~ Spezifitdt Probenanzahl Referenzmethode
in % in %
SNAP® 4 DX Plus*
Stillmann et al., 2014 99 99 360 ELISA/Sektion®
Chandrashekar et al., 2010 99 100 355 ELISA/Sektion®
SNAP® RT*
Starkey et al., 2017 91 99 150 ELISA
Atkins et al., 2003 84 97 240 Sektion
VetScan CHAT®?
Atkins et al., 2003 78 97 240 Sektion
Solo Step CH®®
Atkins et al., 2003 79 97 240 Sektion
Witness® Heartworm Antigen test Kit*
Starkey et al., 2017 97 96 150 ELISA
212
213 ! IDEXX, Westbrook, USA; ? Abaxis, Union City, USA; ° Heska, Loveland, USA; * Zoetis,
214  Parsippany, USA; ® als Referenzmethode fiir negative Proben: ELISA, als Referenzmethode
215  fir positive Proben: Sektion
216  ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
217
218  Folglich liefern die POC-Tests sehr zuverlassige Ergebnisse zum Nachweis einer Infektion mit
219 D. immitis. Mit negativen Testergebnissen muss lediglich gerechnet werden, wenn nur
220 mannliche Adulte, eine zu geringe Anzahl von weiblichen Adulten oder nur frihe
221  Dirdfilarienstadien (in den ersten 5 Monaten nach einer Infektion) vorhanden sind (48). In

222

diesem Fall sollte bei Verdacht der POC-Test nach 56 Monaten wiederholt werden.
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3. Nachweis von Antikorpern gegen Borrelia burgdorferi im Blut

Infektionen mit Bakterien der Gruppe B. burgdorferi sensu latu, die durch Ixodes-Zecken
Ubertragen werden, kommen beim Hund haufig vor, verlaufen allerdings fast immer
symptomlos (43).

Zur Diagnose einer Borrelien-Infektion stehen zahlreiche direkte und indirekte
Nachweisverfahren zur Verfligung, wobei der Western Blot zum Nachweis von Antikérpern als
Goldstandard gilt (49-51). Direkte Verfahren, wie Erregerkultur und PCR, sind wenig
aussagekraftig, da die Bakterienlast gerade im Blut haufig nur sehr gering ist (51, 52). Neben
dem Western Blot stehen als Antikorper-basierte Nachweisverfahren noch der
Immunofluoreszenztest (IFT) sowie diverse ELISAs, auch als POC-Tests, zur Verfligung.
Nachteile des IFT stellen die mangelnde Standardisierung des Testverfahrens, die
Kreuzreaktivitat mit anderen Antikérpern, z. B. gegen Leptospira spp., und die fehlende
Mdoglichkeit der Unterscheidung zwischen Feld- und Impfantikérpern dar (53, 54).
Herkémmliche ELISA-basierte Verfahren (auch als POC-Tests) konnen ebenfalls nicht
zwischen Feld- und Impfantikorpern unterscheiden. AulRerdem treten bei diesen Testverfahren
noch Wochen bis Monate nach einer antibiotischen Therapie positive Testergebnisse auf (52).
Ein positiver Antikorpertest zeigt somit generell nur den Kontakt zu Borrelia spp. an und
diagnostiziert nicht die Erkrankung (55).

Seit einiger Zeit gibt es POC-Tests auf Basis eines ELISAs zum Nachweis von Antikérpern
gegen das spezifische Peptid Csim Blut (IDEXX SNAP® 4 DX, IDEXX SNAP® 4 DX Plus).
Dieses Peptid ist eine von 6 nicht variablen Regionen innerhalb der zentralen Domane des
VISE-Proteins der Borrelien und 16st eine starke Immunantwort beim Hund aus (56). Ein
entscheidender Vorteil des Cs-ELISA ist die fehlende Kreuzreaktion mit Antikérpern gegen
andere Spirochaten, wie z. B. Leptospiren (57). Weiterhin kommt es zu keiner Kreuzreaktion
mit Impfantikdrpern, da Ce-Antikorper nur bei einer Feldinfektion mit Borrelien gebildet werden
(58). Somit liefert dieser POC-Test auch bei gegen Borreliose geimpften Hunden zuverlassige
Ergebnisse. Ce-Antikdrper werden bereits 3 Wochen nach Exposition gebildet und fallen im
Gegensatz zu anderen Antikérpern nach einer Therapie binnen 3 Wochen wieder ab (57, 59),
weshalb dieser POC-Test auch zur Therapieverlaufskontrolle genutzt werden kann. Da der
chronischen, klinischen Symptomatik einer Infektion mit Borrelia spp. die Bildung von
Antikérpern immer vorangeht (54), schliet ein negatives Cs-ELISA-POC-Testergebnis eine
klinische Borreliose definitiv aus. Somit ist der Cs-ELISA-POC-Test zum Ausschluss einer
klinischen Borreliose geeignet, jedoch nicht zur Diagnose der Krankheit, da eine Infektion
meist asymptomatisch verlauft. In zahlreichen Studien wurde die Aussagekraft des Cs-ELISA-
POC-Tests SNAP® 4 DX Plus (IDEXX) zum Nachweis von Antikérpern gegen Borrelia spp.
evaluiert (Tabelle 3) (23, 43).
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Tabelle 3 Vergleich verschiedener Point-of-care-Tests zum Nachweis von Antikdrpern gegen

Borrelia burgdorferi im Blut von Hunden

Table 3 Comparison of different point-of-care tests for the detection of Borrelia burgdorferi

antibodies in blood of dogs

Test/Studie Sensitivitat Spezifitat Proben- Referenz-
in % in % anzahl methode
SNAP® 4 DX*
Stillmann et al., 2014 97 99 375 IFT
Barth et al., 2014 84 99 200 wB
Goldstein et al., 2014 99 96 464 wWB
Chandrashekar et al., 2010 99 100 404 IFT
AcuPlex® 42
Goldstein et al., 2014 79 73 464 WB

YIDEXX, Westbrook, USA; 2 Antech, Fountain Valley, USA

IFT, Immunofluoreszenztest; WB, Westernblot

Im Vergleich zu einem anderen POC-Test, dem AcuPlex® 4 (Antech Diagnostics) zum
Nachweis von Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi, zeigte der IDEXX SNAP® 4 DX in einer
Studie von Goldstein et al. (2014) sowohl eine hdhere Sensitivitat als auch eine hohere
Spezifitat (60). In einer europaischen Studie von Barth et al. (2014) lagen die Sensitivitat und
die Spezifitat des IDEXX SNAP® 4 DX verglichen mit dem Western Blot etwas niedriger als in
den vorherigen amerikanischen Studien (51). Eine denkbare Ursache hierfir ist das
Vorhandensein unterschiedlicher Borrelia-Stamme in Amerika und Europa. Wahrend in
Amerika nur B. burgdorferi sensu strictu vorkommen, gibt es in Europa vorwiegend andere
Stamme (u. a. B. garinii, B. afzelii). Moglicherweise werden Antikorper gegen diese Stamme
durch den POC-Test nicht so sicher detektiert (51).

4. Nachweis von Antikdrpern gegen Anaplasma spp. im Blut

Hunde kénnen von verschiedenen Anaplasma spp. infiziert werden, wie A. phagocytophilum
und A. platys. A. phagocytophilum, Ubertragen durch Ixodes-Zecken, ist endemisch in
Deutschland und infiziert vor allem die neutrophilen Granulozyten (61, 62). A. platys,
Ubertragen durch Rhipicephalus sanguineus, tritt hingegen in Europa nur in stidlichen Landern,

wie Frankreich, Italien, Griechenland und Spanien, auf und befallt die Thrombozyten (62-67).
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Hierdurch kann es zur caninen cyclischen Thrombozytopenie mit einer einhergehenden
schweren Blutungsneigung kommen (68, 69). Die meisten Tiere jedoch entwickeln nach
Exposition mit Anaplasma spp. keine klinischen Symptome. So besitzen sehr viele Tiere
Antikérper gegen Anaplasma spp. ohne zu erkranken. Dennoch gibt es selten Falle von
Hunden mit klinischer Symptomatik (68, 70-72). Warum nur wenige Hunde erkranken, ist noch
nicht vollstandig geklart. Es wird diskutiert, ob durch genetische Variationen einige
Erregerstamme von A. phagocytophilum pathogener sind als andere (73). A. platys ist
pathogener als A. phagocytophilum, aber auch hier existieren Stdamme mit unterschiedlicher
Pathogenitat, die daher auch unterschiedlich ausgepragte klinische Symptome verursachen
kénnen (66, 70).

Eine Diagnose kann sowohl mittels direktem oder indirektem Erregernachweis gestellt werden.
Die PCR aus Blut als direktes Nachweisverfahren gilt als sensitiv und spezifisch (74, 75). Sie
ist in der Lage, den Erreger bereits in sehr frihen Stadien der Infektion nachzuweisen; bei
experimentell mit A. phagocytophilum infizierten Hunden gelang dies bereits 2 Tage nach
Infektion (76). Weiterhin kann eine akute Anaplasmeninfektion durch Morulae im Blutausstrich
4-14 Tage nach Infektion nachgewiesen werden (77). Da Morulae jedoch nicht bei allen
Infektionen mit Anaplasma spp. vorkommen, gelten sie nur im positiven Fall als beweisend.
Auch kann durch den Nachweis von Morulae nicht zwischen einer Infektion mit Anaplasma
spp. und anderen Rickettsien unterschieden werden (73, 74).

Der indirekte Erregernachweis hat groRe Nachteile. Klinische Symptome treten, wenn sie
vorkommen, bereits in der akuten Phase der Infektion nach einer Inkubationszeit von 1-2
Wochen auf (74). In einer experimentellen Studie wurden Antikérper gegen A.
phagocytophilum mittels IFT 10-14 Tage und mittels eines POC-Tests (IDEXX SNAP® 4 DX)
erst 17-30 Tage nach Infektion detektiert (76). Folglich haben Hunde zum Zeitpunkt klinischer
Symptome in der Regel noch keine nachweisbaren Antikorper. Dies fiihrt zu negativen
Testergebnissen in Antikorpertests bei klinisch erkrankten Hunden (73, 78). Dasselbe Problem
liegt auch bei Infektionen mit A. platys vor (79).

Zur In-house-Diagnostik stehen zahlreiche POC-Tests zur Verfligung, evaluiert wurden bisher
nur der IDEXX Snap® 4DX und der 4DX Plus, die Antikdrper gegen das
Hauptoberflachenprotein p44 von Anaplasmen nachweisen (80). Aufgrund der Kreuzreaktivitat
konnen mit dem 4 DX Plus zusatzlich zum Nachweis von Antikdrpern gegen A.
phagocytophilum auch Antikrper gegen A. platys detektiert werden (23). Die Sensitivitat und
Spezifitat des IDEXX Snap® 4 DX wurde bereits in verschiedenen Studien evaluiert; die des
Snap® 4 DX Plus in einer Studie (23, 43, 60, 81). (Tabelle 4)
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Tabelle 4 Vergleich des IDEXX SNAP® 4 DX und 4 DX Plus zum Nachweis von Anaplasma-
phagocytophilum- und -platys-Antikérpern im Blut von Hunden mit der Polymerase-

Kettenreaktion und Immunofluoreszenztest

Table 4 Comparison of IDEXX SNAP® 4 DX and 4 DX Plus for the detection of Anaplasma
phagocytophilum and Anaplasma platys antibodies in blood of dogs with polymerase chain

reaction and immunofluorescence assay

Test/Studie Sensitivitat Spezifitat Probenanzahl Referenzmethode
in % in %
SNAP® 4 DX*
Anaplasma phagocytophilum
Barth et al., 2014 100 57 200 PCR
Chandrashekar et al., 2010 99 100 455 IFT

SNAP® 4 DX Plus!
Anaplasma phagocytophilum

Stillmann et al., 2014 93 99 386 IFT

Goldstein et al., 2014 92 89 464 IFT

SNAP® 4 DX Plus*
Anaplasma platys
Stillmann et al., 2014 89 99 373 IFT

LIDEXX, Westbrook, USA

IFT, Immunofluoreszenztest; PCR, Polymerase-Kettenreaktion

In den Studien von Chandrashekar et al. (2010), Stillmann et al. (2014) und Goldstein et al.
(2014) wurde der IFT als Referenzmethode verwendet. Die Sensitivitdten der POC-Tests sind
zwar verglichen mit dem IFT sehr hoch, allerdings besteht auch bei dem IFT als
Referenzmethode das oben beschriebene Problem des Auftretens klinischer Symptome vor
Antikorperbildung und somit vor Detektierbarkeit durch beide Testverfahren. In einer Studie
von Barth et al. (2014) wurde der IDEXX SNAP® 4 DX zum Nachweis von A. phagocytophilum
mit der PCR als Referenzmethode verglichen (81). Die Sensitivitdt des SNAP® 4 DX betrug
hier zwar 100 % im Vergleich zur PCR, jedoch waren in dieser Studie insgesamt nur 4 Hunde
PCR-positiv. Hier zeigen sich ebenfalls sehr gut die Limitationen der indirekten Verfahren und
somit auch der POC-Tests bezuglich der Spezifitat. Zahlreiche Hunde zeigten positive
Ergebnisse im IDEXX SNAP® 4 DX, obwohl sie PCR-negativ und klinisch gesund waren (81).
Eine mogliche Erklarung hierfir ist ein langer vorausgegangener Kontakt zu A.
phagocytophilum und das Auftreten persistierender Antikdrper. Wie lange Antikérper nach

einer Infektion im Blut zirkulieren, ist bisher noch nicht geklart. Nach experimentellen
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Infektionen mit A. phagocytophilum wurden Antikérper noch nach 6 Monaten (bis zum
Studienende) nachgewiesen (82), bei naturlich infizierten Hunden Uber einen Zeitraum von
einem Jahr (78).

Verbunden mit der ohnehin nur geringen Anzahl an Hunden, die nach einer Infektion klinische
Symptome einer Anaplasmose zeigen, kann ein positiver POC-Test also keinesfalls als Beleg
einer Erkrankung angesehen werden. Aufgrund des oben beschriebenen akuten Auftretens
von klinischen Symptomen noch vor Antikérperbildung kann ein negativer POC-Test eine
Infektion sowohl mit A. phagocytophilum als auch mit A. platys nicht ausschlieRen. Daher sind
die POC-Tests nicht geeignet zum Ausschluss einer Anaplasmose. Zum Nachweis einer
Infektion mit A. phagocytophilum sind sie ebenfalls nicht geeignet. Da eine Infektion mit A.
platys jedoch haufiger und dann mit schwereren Symptomen einhergehen kann, sollte ein

positives POC-Testergebnis fir A. platys weiter abgeklart werden.

5. Nachweis von Antikérpern gegen Ehrlichia canis im Blut

E. canis ist ein obligat intrazellulares Bakterium, das durch Rhipicephalus-sanguineus-Zecken
Ubertragen wird (23, 43). In Europa ist Rhipicephalus sanguineus sudwarts von
Zentralfrankreich in allen Mittelmeerlandern einschlieBlich Portugal verbreitet (83). Nach einer
Inkubationszeit von 2—4 Wochen kann die Infektion mit E. canis mit einem akuten und einem
chronischen Stadium verlaufen (4, 84). Im chronischen Stadium kénnen sich schwere klinische
Symptome erst spat (nach Monaten bis Jahren) manifestieren (4, 84). Als direkte
Nachweismethoden stehen die PCR sowie der Nachweis von Morulae zur Verfligung; beide
Verfahren gelten im positiven Fall als beweisend. Morulae kénnen jedoch nur in 4 % der
Blutausstriche infizierter Hunde gefunden werden (85). Die PCR gilt als sehr sensitive
Methode. Jedoch kann die PCR nur in spezialisierten Laboratorien durchgefiihrt werden und
ein Ergebnis liegt erst nach einigen Tagen vor.

Als Goldstandard des Antikérpernachweises gilt der IFT (86). Antikérper gegen E. canis
koénnen frihestens 7 Tage nach Infektion detektiert werden, wobei einige Hunde auch 28 Tage
nach Infektion noch Antikorper-negativ sind (86, 87). Ein Nachteil ist, dass bis zu einem Jahr
trotz einer erfolgreichen Therapie noch Antikdrper nachgewiesen werden konnen (88).
AuRerdem kann es zu Kreuzreaktionen mit anderen Rickettsien kommen (89), und der IFT
kann, wie die PCR, nur in kommerziellen Laboratorien durchgefiihrt werden.

Zur Anwendung in der Praxis stehen zahlreiche ELISA-basierte POC-Tests zum Nachweis
von Antikérpern zur Verfiigung. Eine Sonderstellung nehmen die IDEXX® SNAP-Tests ein, die
Antikérper gegen die dufleren Membranproteine p30 und p31 von E. canis detektieren
(IDEXX® Snap 3 DX, 4 DX und 4 DX Plus). Der IDEXX® Snap 4DX Plus weist im Gegensatz

zum 4DX nicht nur Antikdrper gegen E. canis, sondern auch zusatzlich Antikérper gegen das
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Membranprotein p28 von E. ewingii nach (43, 90-92). Die Qualitat diverser POC-Tests wurde
in zahlreichen Studien untersucht (Tabelle 5) (23, 43, 93-95).

Tabelle 5 Vergleich kommerzieller Point-of-care-Tests zum Nachweis von Antikdrpern gegen

Ehrlichia canis im Vergleich zum Immunofluorezenztest im Blut von Hunden

Table 5 Comparison of commercially available point-of-care tests for detection of Ehrlichia

canis antibodies compared to immmunofluorecence assay in blood of dogs

Test/Studie Sensitivitat Spezifitdt Probenanzahl Referenzmethode

in % in %

VetScan® FLEX4 Rapid Test!

Liu et al., 2018 61 100 154 IFT
SNAP® 3DX?

Harrus et al., 2002 71 100 67 IFT

Bélanger et al., 2002 79 100 97 IFT
SNAP® 4 DX?

Chandrashekar et al., 2010 96 100 340 IFT

SNAP® 4DX Plus?
Liu et al., 2018 97 94 154 IFT

Stillmann et al., 2014 98 92 369 IFT

! Abaxis, Union City, USA; 2ldexx, Westbrook, USA

IFT, Immunofluoreszenztest

POC-Tests zum Nachweis von Antikérpern gegen E. canis sind sinnvolle Alternativen zu
anderen, deutlich zeitaufwendigeren Testverfahren, gerade um bei kritischen Patienten
schnell eine kausale Therapie verabreichen zu kénnen. Allerdings bestatigt ein positives POC-
Testergebnis den Kontakt mit dem Erreger, nicht aber die klinische Manifestation. Da klinisch
apparente Infektionen aber haufiger auftreten als beispielsweise bei einer Infektion mit
Anaplasma phagocytophilum oder Borrelia spp., korreliert der Nachweis von Antikérpern
deutlich besser mit dem Auftreten von klinischen Symptomen. Aufgrund der lange
bestehenden Antikorpertiter eigenen sich die POC-Tests, wie andere E. canis-Antikorpertests

auch, nicht zur Kontrolle eines Therapieerfolgs (88).
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6. Nachweis von Antikdrpern gegen Leishmania infantum im Blut
Die canine Leishmaniose wird in Europa durch den obligat-intrazellularen einzelligen Erreger
Leishmania infantum verursacht und durch Sandmicken der Gattung Phlebotomus spp.
Ubertragen (96, 97). Die Leishmaniose ist in den Landern des Mittelmeerraumes Zypern,
Griechenland, Albanien, Kroatien, Italien, Malta, Frankreich und Portugal endemisch (98-105).
Aufgrund veranderter klimatischer Bedingungen kommt es zu einer vermehrten Ausbreitung
von Leishmanien sowie ihrer Vektoren in nordlichere Regionen Europas (106, 107). In
Deutschland treten inzwischen Sandmucken der Gattung Phlebotomus spp. auf und auch
einzelne autochtone Falle von caniner Leishmaniose sind beschrieben (108-110). Eine
Infektion mit L. infantum kann schwerwiegend bis todlich verlaufen (111). Haufig kommt es
auch zu persistierenden subklinischen Infektionen (112).

Als Nachweis von L.-infantum-Infektionen gibt es zum einen die PCR als direkten
Erregernachweis, die jedoch zeitaufwendig ist und nur in spezialisierten Laboratorien
durchgefiihrt werden kann (111). Zum anderen gibt es fir den Antikérpernachweis den IFT,
Labor-ELISA sowie POC-Tests. Allerdings bilden infizierte Tiere Antikorper oft erst nach 3
Monaten, in einzelnen Féllen erst 1-3 Jahre nach einer natirlichen Infektion aus (113, 114).
Einige infizierte Tiere bilden nie Antikorper (112, 114). Zur Durchfihrung direkt in der Praxis
stehen POC-Tests zum Nachweis von Antikdrpern im Blut zur Verfligung. Zahilreiche dieser
POC-Tests wurden bereits evaluiert (Tabelle 6) (96, 115-119).

Tabelle 6 Vergleich kommerzieller Point-of-care-Tests zum Nachweis von Antikérpern gegen
Leishmania infantum im Vergleich zu Immunofluorezenztest und Labor-basiertem Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay im Blut von Hunden

Table 6 Comparison of commercially available point-of-care tests for detection of antibodies
against Leishmania infantum compared to immmunofluorecence assay and laboratory

enzyme-linked immunosorbent assay in blood of dogs
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Test/Studie Sensitivitat Spezifitdt Proben- Referenz-
in % in % anzahl methode

FASTest LEISH®*

Villanueva-Saz et al., 2019 100 99 244 ELIII§'I€‘ *

Villanueva-Saz et al., 2022 100 98 150 LAY
Uranotest Leishmania®?

Villanueva-Saz et al., 2022 96 100 150 E'-I'FS? *
Uranotest Leishmania 2.0°?

Villanueva-Saz et al., 2022 97 98 150 ELI'E? *
Speed Leish K®2

Villanueva-Saz et al., 2022 97 98 150 EL:E.?‘ *

Solano-Gallego et al., 2014 64 100 203 ELISA

Ferroglio et al., 2013 96 100 250 IFT
WITNESS L eishmania®*

Villanueva-Saz et al., 2022 84 95 150 E"I'Ef *

Rodriguez-Cortés et al., 2013 58 100 60 E'E,'gg *
DFV Test Leishmania®®

Villanueva-Saz et al., 2022 59 100 150 FLSAY
Snap® Canine Leishmania Antibody Test kit®

Athanasiou et al., 2014 89 100 109 IFT

Rodriguez-Cortés et. Al., 2013 66 100 60 E'E,'gg *

) 91 (IFT) 99 (IFT) IFT +

Ferroglio et al., 2007 93 (WB) 98 (WB) 234 WB
ImmunoRun Antibody Detection kit®”

Athanasiou et al., 2014 86 100 109 IFT
INGEZIM® LEISHMACROM?®

Rodriguez-Cortés et al., 2013 75 100 60 E'E,'gg *

! Megacor, Lindau, Deutschland; 2Uranovet, Barcelona, Spanien; *BIO VETO TEST, La Seyne
sur Mer, Frankreich; ¢ Zoetis, Parsippany, USA; ° Divasa, Barcelona, Spanien; ¢ IDEXX,
Westbrook, USA; 7 Biogal, Kibbuz Ghaled, Israel; ® Eurofins Technologies, Madrid, Spanien

ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; IFT, Immunofluorezenztest; PCR,

Polymerase-Kettenreaktion; WB, Western Blot
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Generell stellen die POC-Tests zum Nachweis von Antikdrpern gegen Leishmania infantum eine

zeitsparende Alternative zu anderen Nachweisverfahren dar. Der einzige aktuell in Deutschland

verfiigbare Impfstoff, LetiFend® (Leti Pharma, Madrid, Spanien), basierend auf rekombinantem

Protein, interferiert geman einer aktuellen Studie nicht mit den in dieser Studie evaluierten POC-

Tests (Kalazar Detect™, SNAP® Leishmania, Speedleish K™, Witness® Leishmania und Uranotest

Leishmania); folglich kommt es nach einer Impfung mit diesem Impfstoff nicht zu positiven POC-

Testergebnissen (120). Aufgrund der niedrigen Sensitivitat einiger POC-Tests und der Tatsache,

dass nicht alle infizierten Tiere Antikorper ausbilden, kann ein negatives POC-Testergebnis eine

Leishmaniose nicht ausschlieBen und verdachtige Tiere sollten mittels PCR und/oder nach einer

gewissen Zeit erneut mittels ELISA oder IFT auf AntikOrper getestet werden.

7. Nachweis von Antikoérpern gegen Leptospira spp. im Blut

Die Leptospirose beim Hund kann durch etwa 300 verschiedene pathogene Serovare der
Bakterien Leptospira interrogans und Leptospira kirschneri ausgelost werden (121). Die
Erkrankung kann asymptomatisch verlaufen, manchmal treten aber auch schwerwiegende,
teils tédliche, Verlaufsformen mit Leber-, Nieren- und Lungenbeteiligung auf (122, 123).

Eine Diagnose kann durch direkte Nachweismethoden, wie Kultur aus Blut, Urin oder
Organmaterial und PCR aus Blut, Urin, Sperma, Liquor oder Organmaterial erfolgen (124-
128). Die Kultur gilt als sehr aufwendig und besitzt nur eine niedrige Sensitivitat (128), die PCR
ist nur am Anfang der Infektion und vor Therapiestart positiv. Als indirekte Nachweisverfahren
stehen in spezialisierten Laboratorien neben dem Mikroagglutinationstest (MAT) als
Goldstandard auch ELISA-basierte Verfahren zur Verfigung (129, 130). Eine Unterscheidung
von Antikdrpern infolge einer vorangegangenen Impfung und Antikdrpern aufgrund einer
Infektion selbst ist mittels MAT kaum mdglich (131). Folglich ist das einmalige Vorhandensein
von Antikorpern nicht aussagekraftig, weshalb zur Diagnose einer akuten Infektion ein
vierfacher Titeranstieg innerhalb von 1-3 Wochen notwendig ist (132), da Antikorpertiter nach
einer langer zuriickliegenden Impfung oder einer chronischen Infektion sich in der Regel nicht
verandern (130). Da Leptospirose eine Zoonose ist, ist aber eine zeitnahe und zuverlassige
Diagnose essentiell (133).

Als POC-Tests zur Anwendung direkt in der Praxis sind einige ELISA- oder
Immunchromatographie-basierte Testverfahren kommerziell erhaltlich (134, 135). Die POC-
Tests kdénnen entweder 1gG- (ImmunoComb® der Firma Biogal, Kibbutz Galed, Israel), IgM-
(WITNESS® Lepto der Firma Zoetis, Berlin, Deutschland; Primagnost® Lepto H der Firma
Dechra, Aulendorf, Deutschland; FASTest® LEPTOSPIRA IgM der Firma Megacor, Lindau,
Deutschland; Test-it ™ device der Firma Royal Tropical Institute/Life Assay Diagnostics, Cape
Town, South Africa) oder IgG- und IgM-Antikérper (SNAP® Lepto der Firma IDEXX,
Westbrook, USA) nachweisen. IgM-Antikorper werden bereits innerhalb der ersten Woche
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nach einer Infektion gebildet, erreichen ihr Plateau ca. 2 Wochen nach der Infektion und sinken
danach wieder, wohingegen IgG-Antikorper erst 2 Wochen nach der Infektion ansteigen, ihr
Maximum ca. 4 Wochen nach Infektion erreichen und tber viele Monate bestehen bleiben
(136, 137). Somit eignen sich besonders POC-Tests zum Nachweis von IgM-Antikérpern zur
Diagnose einer akuten Leptospirose. Die Sensitivitat und Spezifitat einiger POC-Tests wurden
bereits in verschiedenen Studien untersucht (Tabelle 7) (138-142). Auch die POC-Tests
kénnen nicht zwischen Antikérpern infolge einer Infektion und Impfantikérpern unterscheiden.
Der WITNESS® Lepto war nach einer Impfung gegen Leptospirose 4 Wochen nach Impfung
bei 64 % der Hunde und 12 Wochen nach Impfung noch bei 24 % der Hunde positiv; 26
Wochen nach einer Impfung gegen Leptospirose waren alle untersuchten Proben negativ
(138). Diese Interferenz ist auch aufgrund der empfohlenen kurzen Intervalle far
Wiederholungsimpfungen (1x pro Jahr) bei Hunden mit klinischen Symptomen immer wieder
problematisch (130).

Tabelle 7 Vergleich verschiedener Point-of-care-Tests zum Nachweis von Antikdrpern gegen

Leptospira spp. im Blut von Hunden

Table 7 Comparison of different point-of-care tests for detection of antibodies against

Leptospira spp. in blood of dogs
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Test/Studie Sensitivitat Spezifitat Proben- Referenz-
in % in % anzahl methode

WITNESS® Lepto*

Kodijo et al., 2016 98 88 135 MAT

Lizer et al., 2017 76 98 37/15° MAT + PCR

Gloor et al., 2017 76 100 69  MAT + PCR + Spirochétennachweis

Troia et al. 2018 79 98 98 MAT + PCR
SNAP® Lepto?

Troia et al. 2018 87 75 98 MAT + PCR
Test-it ™ device®

Abdoel et al., 2011 100 95 130 IgM/IgG-spezifischer ELISA

Gloor et al., 2017 82 91 118 MAT + PCR + Spirochatennachweis
ImmunoComb®

96 94 137 MAT

Dey et al., 2007

1 Zoetis, Parsippany, USA; 2 IDEXX, Westbrook, USA; ® Lifeassay Diagnostics, Kapstadt,
Stdafrika; * Biogal, Ghaled, Israel; ® 37 Proben zu Ermittlung der Sensitivitat, 15 Proben zur
Ermittlung der Spezifitat

IgM/IgG, Immunglobulin  M/G; ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; MAT,

Mikroagglutinationstest; PCR, Polymerase-Kettenreaktion

Auch wenn die POC-Tests nicht in der Lage sind, zwischen Impf- und Feldantikdrpern zu
unterscheiden und keinen Hinweis auf das infizierende Serovar geben, eignen sie sich
aufgrund ihrer raschen Durchfuhrbarkeit und ihrer hohen Sensitivitdt sowie Spezifitat bei
Tieren, bei denen die Impfung langer zuriick liegt, gut zur Diagnose einer Leptospirose. Bei
positiven POC-Testergebnissen ist immer die Impfhistorie des Tieres zu beachten. Tiere mit
klinischen Symptomen und negativem POC-Testergebnis sollten einige Tage spater erneut
oder mit einer anderen Methode getestet werden.

Fazit fur die Praxis
POC-Tests sind eine zeit- und kostensparende Alternative zu den herkdmmlichen Tests in
kommerziellen Laboratorien. Hinsichtlich ihrer Qualitat und ihrer Nutzung unterscheiden sie

sich je nach Infektionserreger jedoch deutlich (Tabelle 8).
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Tabelle 8 Vor- und Nachteile verschiedener Point-of-Care-Tests zum Nachweis systemischer Infektionskrankheiten fiir den Einsatz in der Praxis

Table 8 Advantages and disadvantages of different point-of-care tests for detection of systemic infectious diseases for use in clinical practice

POC-Test

zum Nachweis von

Vorteile

Nachteile

Parvovirus

(Antigen im Kot)
Dirofilaria immitis
(Antigen im Blut)
Borrelia burgdorferi
(Antikorper im Blut)

Anaplasma phagocytophilum

(Antikorper im Blut)

Ehrlichia canis

(Antikorper im Blut)

Leishmania infantum

(Antikorper im Blut)

Leptospira spp.
(Antikorper im Blut)

sehr hohe Spezifitat

sehr hohe Sensitivitat

sehr hohe Spezifitat

geeignet zum Ausschluss
Borreliose

sehr hohe Sensitivitat

sehr hohe Spezifitat

sehr hohe Sensitivitat
sehr hohe Spezifitat

hohe Sensitivitat

hohe Spezifitat

geringe Sensitivitat, daher im negativen Fall nicht
aussagekraftig

negative Ergebnisse bei Infektionen ausschliellich
mit mannlichen oder jungen Dirofilaria-Stadien

(< 5 Monate)

ungeeignet zur Diagnose Borreliose

ungeeignet zur Diagnose oder zum Ausschluss

Anaplasmose, nicht zu empfehlen

keine Bildung von Antikdrpern bei einigen infizierten

Tieren

positive Ergebnisse kurz nach Impfung gegen

Leptospirose
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Abstract: A real-time polymerase chain reaction (QPCR) is considered the gold standard for the
laboratory diagnosis of canine parvovirus (CPV) infection but can only be performed in specialized
laboratories. Several point-of-care tests (POCT), detecting CPV antigens in faeces within minutes,
are commercially available. The aim of this study was to evaluate eight POCT in comparison
with qPCR. Faecal samples of 150 dogs from three groups (H: 50 client-owned, healthy dogs, not
vaccinated within the last four weeks; S: 50 shelter dogs, healthy, not vaccinated within the last
four weeks; p = 50 dogs with clinical signs of CPV infection) were tested with eight POCT and
qPCR. Practicability, sensitivity, specificity, positive (PPV) and negative predictive values (NPV),
as well as overall accuracy were determined. To assess the differences between and agreement
among POCT, McNemar’s test and Cohen’s Kappa statistic were performed. Specificity and PPV
were 100.0% in all POCT. Sensitivity varied from 22.9-34.3% overall and from 32.7-49.0% in group P.
VetexpertRapidTestCPVAg® had the highest sensitivity (34.3% overall, 49.0% group P) and differed
significantly from the 3 POCT with the lowest sensitivities (Fassisi®Parvo (27.7% overall, 36.7% group
P), Primagnost®Parv0H+K (24.3% overall, 34.7% group P), FASTest®PARVOCard (22.9% overall,
32.7% group P)). The agreement among all POCT was at least substantial (kappa >0.80). A positive
POCT result confirmed the infection with CPV in unvaccinated dogs, whereas a negative POCT
result did not definitely exclude CPV infection due to the low sensitivity of all POCT.

Keywords: CPV; parvovirosis; diagnosis; POCT; in-house test; sensitivity; specificity

1. Introduction

Canine parvovirus (CPV) is a common enteric virus in dogs. It emerged from the feline
panleukopenia-like virus (FPV-like), CPV-2, in the 1970s, causing an acute haemorrhagic
enteritis [1-3]. In the following years, the original type CPV-2 was replaced by two
antigenic variants: CPV-2a and CPV-2b [2,4,5]. In 2000, a third antigenic type, CPV-2c, was
identified which also spread worldwide in the meantime [6,7]. In this paper, the term CPV
is used for all canine field and vaccination parvovirus strains (CPV-2a, CPV-2b and CPV-
2¢). CPV is highly contagious [8] and causes an often fatal disease, especially in puppies.
Clinical signs and laboratory findings include diarrhea and vomiting [9], dehydration, as
well as leukopenia [10]. Complications, such as bacterial translocation with consecutive
septicemia, systemic inflammatory response syndrome (SIRS), hypercoagulability and
multiorgan disfunction, can occur, causing high mortality rates in untreated dogs [10,11].

In order to isolate infected patients and to provide an immediate adequate therapy
for dogs with this life-threatening infection, a rapid diagnosis is essential. Thus, reliable
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diagnostic methods to detect CPV infection are highly important. A polymerase chain
reaction (PCR) shows the highest sensitivity compared to traditional methods, such as
haemagglutination or virus isolation [12]. A quantitative real-time (q)PCR is considered the
gold standard to diagnose CPV infection [12-14]. However, qPCR can only be performed
in specialized laboratories which delays the diagnosis.

As infected dogs shed high amounts of CPV in their faeces [15], several point-of-
care tests (POCT) are commercially available for the detection of the CPV antigen in-
house. These POCT are based on an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) or
immunomigration technology and detect CPV antigen in faeces within a few minutes.

For test performance, sensitivity is the most important parameter in this scenario to
identify and isolate all the affected dogs before infecting other contact animals. Recent
studies showed a high specificity of some of these POCT with over 95.1% [14,16], but
sensitivity was low, varying between 15.8% and 80.4% compared to the gold standard
qPCR [12,14,16,17]. However, only a few POCT (IDEXX SNAP® Parvo, FASTest® parvo
strip, and Witness® parvo card) were evaluated in independent studies so far and studies
comparing the tests have yet to be performed.

Therefore, the aim of the present study was to evaluate eight commercially available
POCT for the detection of the CPV antigen in the faeces of dogs in comparison with the
reference standard qPCR. Practicability, sensitivity, specificity, positive (PPV) and negative
predictive values (NPV), as well as overall accuracy, were evaluated.

2. Materials and Methods
2.1. Faecal Samples

A total of 150 faecal samples from three groups of dogs were included in the study.
Ages of the dogs (see Table S1 in the Supplementary Materials) were from 4 weeks up to
13 years (median age of 3 years). Group H included 50 healthy, client-owned dogs (age:
1-13 years, median: 5 years). Dogs were only included in this group if there were no
abnormalities in physical examination and history and the dogs had not been vaccinated
against CPV within the last 4 weeks. Group S consisted of 50 shelter dogs (age: 7 months—
12 years, median: 7 years), that were also healthy in their physical examinations and not
vaccinated against CPV within the last 4 weeks. These dogs were considered to have a high
risk of CPV infection because of high population density and stress. Group P included
50 dogs (age: 4 weeks—2 years, median: 3 months) which were presented to veterinary
hospitals with suspicion of CPV infection. The dogs of group P had to meet at least 3
of the following criteria: diarrhea, vomiting, bad general condition, fever, neutropenia
and/or incomplete vaccination status according to the WSAVA vaccination guidelines [18].
Vaccination status was known for 28 dogs of group P. Three dogs were vaccinated against
CPV within the last 4 weeks, 25 dogs were not vaccinated against CPV within the last
4 weeks. For the remaining 22 dogs, vaccination status was unknown. Vaccination status
of the dogs of group P is presented in Table S1 in the Supplementary Materials. All faecal
samples were stored at —80 °C until further processing. The study protocol for this study
was approved by the ethical committee of the Centre for Veterinary Clinical Medicine,
LMU Munich, Germany (reference number 53-09-09-2015).

2.2. Real-Time PCR, Faecal CPV Load

DNA from faecal samples was extracted using the QIAamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen) according to the manufacturers’ recommendations. QPCR for detection and
quantification of faecal CPV DNA was performed as described by Streck and colleagues
(2013) [19] by a person blinded to the results of the POCT. All samples were run in du-
plicates. To compare results, the number of DNA copies/template was converted to the
number of copies/g faeces, based on the individual sample weight.
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2.3. Virus Culture

Virus cultures were performed for all qPCR-positive faecal samples. Two hundred mil-
ligram of faeces were suspended in 2.0 mL phosphate-buffered saline (pH 7.2), centrifuged
at 3000x g for five minutes and the supernatant was filtered through a 0.22 um syringe
filter. One hundred microlitres of these filter suspensions were used to inoculate Crandell
Rees feline kidney cells maintained in Dulbecco’s medium (Biochrom) supplemented with
5% fetal calf serum (Sigma Aldrich), 1% non-essential amino acids (Biochrom) and 1%
penicillin-streptomycin (Biochrom). Cultures were incubated at 37 °C, 5% CO,. After seven
days of incubation, each culture was subcultured.

2.4. Point-of-Care Tests

All faecal samples were analyzed with the eight POCT detecting CPV antigen (details
in Table 1) by the same author (J.W.-W.) who was blinded to the results of the qPCR.
Samples were only tested once with each of the POCT.

Table 1. Eight point-of-care tests for the detection of canine parvovirus in faeces and the respective manufacturers’

instructions.
. Price per
Duration of i
POCT Product Manufacturer s:f;::if eI:‘eS- Usage Test M;l;e::ial Reagent Tray GZi:::;
q Performance y
(Excl. VAT)
IDEXX After warming
POCT-A Snap® Parvo (Westbrook, +2-25°C up to room 8 min Faeces Cotton swab EUR 13.08
USA) temperature
Fassisi® Fassisi After warming
POCT-B 13551?1 (Gottingen, +2-30 °C up to room 10 min Faeces Cotton swab EUR 4.20
anve Germany) temperature
. Dechra .
®
POCT.c ~ PHMAagnost™ (\jjendorf,  +15-25°C At room 5min Facces Plastic EUR 6.51
Parvo H + K G temperature spiral stick
ermany)
Megacor .
® ;
roctp  [FASTest (Lindau,  +15-25°C At room 5 min Faeces Plastic EUR 5.42
PARVO Card temperature spiral stick
Germany)
Vetexpert Vetexpert After warming
POCT-E Rapid Test (Vienna, +2-30°C up to room 5-10 min Faeces Cotton swab EUR 5.36
CPV Ag® Austria) temperature
Anigen (ggﬁlot;en After warming
POCT-F Rapid CPV gran, +2-30 °C up to room 10 min Faeces Cotton swab EUR 4.45
.® South Korea)
Ag Test Kit temperature
®
Irll;\muno_R un Biogal After warming
POCT-G a;;/g;gqus (Galed, +2-30 °C up to room 5-10 min Faeces Cotton swab EUR 6.39
Detection Kit Israel) temperature
WITNESS® Zoetis After warming
POCT-H (Parsippany, +2-25°C up to room 5 min Faeces Cotton swab EUR 10.83
Parvo
USA) temperature

POCT, point-of-care tests, VAT, value added tax, EUR, euro.

POCT were performed according to the manufacturers’ instructions. Testing delivered
results after 5-10 min.

The IDEXX SNAP® Parvo is an ELISA, in which a conjugate (an enzyme-labeled
antibody) forms an immune complex with the antigen in the sample and matrix-bound
antibodies. Subsequently, a washing step removes unbound debris and unreacted conjugate.
Finally, a substrate-based enzymatic reaction generates a blue point in case of a positive
test result [20]. All other POCT are lateral flow immunoassays, using immunomigration
technologies. In this technology, the antigen in the sample reacts with mobile, monoclonal
anti-CPV antibodies conjugated with gold particles. After migration along a nitrocellulose
membrane, the antigen antibody complexes are captured by fixed anti-CPV monoclonal
antibodies creating a test line in case of a positive result.
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2.5. Data Analysis

Test results of the eight POCT were compared with results of the qPCR. Practicability,
difficulties in test result interpretation, sensitivity (true positive rate), specificity (true
negative rate), negative predictive value (NPV) (proportion of predicted negatives that
were true negatives), positive predictive value (PPV) (proportion of predicted positives
that were true positives) and overall accuracy (OA) (probability that a dog will be correctly
classified by the tests; sum of true positives plus true negatives divided by the total
number of dogs tested) were calculated and used for comparison of test performances.
Sensitivity was considered as most important parameter. The differences between the
POCT performance were tested for statistical significance using Cochran’s Q omnibus
test at the group level. In case of significant results, pairwise comparison was performed
using McNemar’s test to determine significant differences in sensitivity of the POCT.
Cohen’s Kappa statistic was performed to assess agreement of the results among the POCT.
Values < 0 indicated poor agreement, 0.00-0.20 slight, 0.21-0.40 fair, 0.41-0.60 moderate,
0.61-0.80 substantial, and 0.81-1.00 almost perfect agreement [21]. Logistic regression was
performed to assess the detection probability of each POCT as a function of the virus load.
Log transform was applied to the number of virus copies prior to regression analysis. The
regression results were presented along with the decision threshold of virus copies/g faeces
corresponding to a 50% detection probability. Error bounds with 95% confidence were
calculated based on the fit statistics. Virus loads in qPCR-positive samples were statistically
compared between loads in the virus culture-positive and loads in virus culture-negative
using Mann-Whitney U Test. Results were being considered significant for p < 0.05. All
statistical analyses were performed with Matlab (R2020b, MathWorks, Natick, MA, USA).

3. Results
3.1. Detection of CPV by Real-Time PCR

In total, 46.6% (70/150) of all faecal samples showed positive gPCR results. In group
H (healthy dogs), 24.0% (12/50), in group S (shelter dogs), 18.0% (9/50), and in group P
(dogs suspected to have parvovirosis), 98.0% (49/50) of faecal samples were qPCR-positive.
The mean CPV virus load was 2.4 x 10° copies/g faeces and 2.7 x 10° copies/g faeces for
all qPCR-positive dogs in group H and S, respectively, and 5.3 x 10 for all qPCR-positive
dogs in group P.

3.2. Practicability of the Point-of-Care Tests

All eight POCT were easy to perform. In two POCT (Primagnost® Parvo H + K and
FASTest® PARVO Card), faecal samples had to be collected using plastic spiral sticks that
had to be introduced several times at various points in the faeces. The cotton swabs of the
other tests had to be inserted only one time. There was no difference in the practicability
of the tests. There were, however, some differences in the interpretation. The control
fields of all POCT could always be clearly detected. Primagnost® Parvo H + K (POCT-C)
and FASTest® PARVO Card (POCT-D) showed clear positive and negative results in all
samples tested. However, the interpretation of some positive results in the other POCT was
difficult due to very light test bands or points (Table 2): One WITNESS® Parvo (POCT-H),
two IDEXX Snap® Parvo (POCT-A), two ImmunoRun® Parvovirus Antigen Detection Kit
(POCT-G) tests results, three Fassisi® Parvo (POCT-B) test results, four Vetexpert Rapid
Test CPV Ag® (POCT-E) test results, and five Anigen Rapid CPV Ag Test Kit® (POCT-F)
test results were difficult to interpret.

3.3. Sensitivity, Specificity and Predictive Values of CPV by Point-of-Care Tests

The results of the sensitivity, specificity, predictive values and overall accuracy tested
by the eight POCT compared to qPCR are shown in Tables 2 and 3.
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Table 2. Performance parameters of the eight point-of-care tests to detect canine parvovirus antigen in faeces when
considering all 150 samples: tests which were difficult to interpret, sensitivity, specificity, positive and negative predictive

values, as well as overall accuracy, were calculated using real-time polymerase chain reaction as gold standard.
Tests POCT-A POCT-B POCT-C POCT-D POCT-E POCT-F POCT-G POCT-H
Tests difficult to 13 2.0 0.0 0.0 27 33 13 07
interpret %
(number of
tests/ total) (2/150) (3/150) (0/150) (0/150) (4/150) (5/150) (2/150) (1/150)
Sensitivity % 314 25.7 24.3 229 34.3 329 30.0 30.0
(95% CI) (24.2-39.5)  (19.1-33.5) (17.8-32.0) (16.6-30.5) (26.9-42.5) (25.5-41.0) (22.9-38.1) (22.9-38.1)
Specificity % 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
(95% CI) (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)
P"Slt“‘l’:lgéeof‘mve 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
(95% CI) (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)  (96.9-100)
Negative 62.5 60.6 60.2 59.7 63.5 63.0 62.0 62.0
predictive value %
(95% CI) (54.2-70.2)  (52.3-68.4) (51.8-68.0) (51.4-67.5) (55.2-71.1) (54.7-70.6) (53.7-69.7)  (53.7-69.7)
Overall accuracy % 68.0 65.3 64.7 64.0 69.3 68.7 67.3 67.3
(95% CI) (59.8-75.3) (57.1-72.8) (56.4-72.2) (55.7-71.6) (61.2-76.5) (60.5-75.9) (59.1-74.7) (59.1-74.7)
qPCR, real-time polymerase chain reaction, POCT, point-of-care test, CI, confidence interval.
Table 3. Results of eight canine parvovirus point-of-care tests of 150 faecal samples in comparison with real-time polymerase
chain reaction as gold standard.
POCT-A POCT-A POCT-B POCT-B
Negative Positive Negative Positive
qPCR-negative 80 0 qPCR-negative 80 0
n= 80 true negative false positive n=80 true negative false positive
qPCR-positive 48 22 qPCR-positive 52 18
n=70 false negative true postive n=70 false negative true postive
Total 128 22 Total 132 18
POCT-CNegative POCT-CPostive POCT-DNegative POCT-DPositive
qPCR-negative 80 0 qPCR-negative 80 0
n= 80 true negative false positive n=80 true negative false positive
qPCR-positive 53 17 qPCR-positive 54 16
n="70 false negative true postive n="70 false negative true postive
Total 133 17 Total 134 16
POCT-ENegative POCT-EPositive POCT-FNegative POCT-FPostive
qPCR-negative 80 0 qPCR-negative 80 0
n=80 true negative false positive n=80 true negative false positive
qPCR-positive 46 24 qPCR-positive 47 23
n=70 false negative true postive n="70 false negative true postive
Total 126 24 Total 127 23
POCT-GNegative =~ POCT-GPositive POCT-HNegative =~ POCT-HPositive
qPCR-negative 80 0 qPCR-negative 80 0
n= 80 true negative false positive n=80 true negative false positive
qPCR-positive 49 21 qPCR-positive 49 21
n=70 false negative true postive n=70 false negative true postive
Total 129 21 Total 129 21

qPCR, real-time polymerase chain reaction, POCT, point-of-care test.
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The specificity was excellent for all eight POCT (100.0% in all tests), as was the PPV
(100.0% in all tests). There were no false positive results.

The Vetexpert Rapid Test CPV Ag® (POCT-E) and Anigen Rapid CPV Ag Test Kit®
(POCT-F) had the highest sensitivity (34.3% and 32.9%, respectively) and highest NPV
(63.5% and 63.0%, respectively). The Primagnost® Parvo H + K (POCT-C) and FASTest®
PARVO Card (POCT-D) showed the lowest sensitivity (24.3% and 22.9%, respectively) and
lowest NPV (60.2% and 59.7%, respectively).

The sensitivity and specificity of the POCT results within the three groups (healthy
dogs, shelter dogs, CPV infection suspected dogs) are shown in Table 4. As none of the
dogs of group H and S were tested positive in any of the POCT, all qPCR-positive faecal
samples of group H, as well as all gPCR-positive faecal samples of group S were false
negative in every POCT. In group P, the sensitivity of the POCT varied between 32.7%
(FASTest® PARVO Card (POCT-D)) and 49.0% (Vetexpert Rapid Test CPV Ag® (POCT-E)).

Table 4. Sensitivity and specificity of eight canine parvovirus point-of-care tests to detect canine parvovirus antigen in
faeces in comparison with real-time polymerase chain reaction as gold standard for three groups (each 50 dogs).

Tests POCT-A POCT-B  POCT-C POCT-D POCT-E POCT-F POCT-G POCT-H
Group H Sensitivity % 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
real-time PCR-positive:
24.0% (12/50) .
mean virus load: Specificity % 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
2.4 % 10°
Group S Sensitivity % 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
real-time PCR-positive:
18.0% (9/50) e
mean virus load: Specificity % 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
2.7 x 10°
Group P Sensitivity % 44.9 36.7 34.7 32.7 49.0 46.9 429 429
real-time PCR-positive:
98.0% (49/50) e
mean virus load: Specificity % 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
53 x 101

POCT, point-of-care test, qPCR, real-time polymerase chain reaction; Group H: healthy, client-owned dogs, not vaccinated against canine
parvovirus during the last four weeks. Group S: healthy shelter dogs, not vaccinated against canine parvovirus during the last four weeks.
Group P: dogs suspected to be infected with canine parvovirus.

3.4. Comparison of the Point-of-Care Tests

The differences among the POCT were found to be significant in group comparisons
(p = 0.0003). The significant differences in sensitivities (shown in Table 5) were detected
between the Vetexpert Rapid Test CPV Ag® (POCT-E) and Fassisi® Parvo (POCT-B) (Mc-
Nemar’s p-value: 0.04), as well as between the Primagnost® Parvo H + K (POCT-C)
(McNemar's p-value: 0.02) and FASTest® PARVO Card (POCT-D) (McNemar’s p-value:
0.01). The sensitivity of the Anigen Rapid CPV Ag Test Kit® (POCT-F) was significantly
different from that of the Primagnost® Parvo H + K (POCT-C) (McNemar’s p-value: 0.04)
and FASTest® PARVO Card (POCT-D) (McNemar’s p-value: 0.02). The IDEXX Snap® Parvo
(POCT-A) and FASTest® PARVO Card (POCT-D) were also found to differ significantly in
sensitivity (McNemar’s p-value: 0.04).

The agreement of the POCT results is shown in Table 5. For the Fassisi® Parvo (POCT-
B) and Anigen Rapid CPV Ag Test Kit® (POCT-F); the Primagnost® Parvo H + K (POCT-C)
and Vetexpert Rapid Test CPV Ag® (POCT-E), as well as the FASTest® PARVO Card (POCT-
D) and Anigen Rapid CPV Ag Test Kit® (POCT-F) the agreement was substantial. For all
other POCT, the agreement was almost perfect with Kappa values higher of than 0.80. The
overall consistency of the POCT results in pairwise comparison of the eight evaluated test
kits varied between 94.7% and 99.3%.
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3.5. Detection Probability and Virus Culture

A regression analysis showed a significant dependence on the detection probability
of the eight POCT on the virus load with p values < 0.001. A decision threshold (in the
number of virus copies/g faeces) for every POCT was calculated. The threshold identified
the necessary amount of virus copies/g faeces to reach a detection probability of 50%
(50% correctly identified positive faecal samples). Decision thresholds varied between
1.406 x 102 virus copies/g faeces for the POCT with the highest sensitivity (Vetexpert
Rapid Test CPV Ag® (POCT-E)) and 1.931 x 103 for the POCT with the lowest sensitivity
(FASTest® PARVO Card (POCT-D)). The curves of all POCT with decision thresholds are
shown in Figure 1.

Table 5. Results of McNemar's statistic to determine differences in sensitivity of the eight point-of-care tests detecting

canine parvovirus antigen in faeces with overall consistency and kappa coefficent of the point-of-care test results in direct

comparison.
Overall Consistency in %
Kappa Coefficent (k)

Sei‘:‘,,/t“’“y POC-A POC-B  POC-C POC-D POC-E POCF POC-G POCH
o 96.00 96.67 96.00 98.67 99.33 99.33 98.00
2 314 POC-A k=083 k=08 k=082 k=095 k=097 k=097 k=092
2
g 96.67 97.33 96.00 95.33 96.67 96.67
g _
g %7 POC-B 022 k=084 k=08 «=083 k=080 k=085 k=085
o
[=}
g 99.33 95.33 96.00 97.33 97.33
i 3 POC-C 0.07 100 k=097 k=080 k=083 k=088 «=0.88
aQ
g
g 94.67 95.33 96.67 96.67
o - *
9 29 POCD 004 062 1.00 k=083 «k=080 k=085 k=085
£
5 98.00 98.00 96.67
© _ * * *
g 343 POC-E 048 0.04 0.02 0.01 (2092 09 o087
3 98.67 98.67
] - * * . X
: 329 POC-F 1.00 0.13 0.04 0.02 1.00 2005 k005
U
\U)
g 30.0 POC-G 1.00 037 013 0.07 025 048 97.33
g : - : : : : : . =089
b5} K .
z
< 30.0 POC-H 1.00 037 013 0.07 037 048 0.62

POCT, point-of-care test; * bold values indicate significant difference (p < 0.05); k values < 0 indicate poor agreement, 0.00-0.20 slight,
0.21-0.40 fair, 0.41-0.60 moderate, 0.61-0.80 substantial, and 0.81-1.00 almost perfect agreement.

A viral replication in culture was not observed in any faecal sample of group H
(healthy dogs) and S (shelter dogs). In group P (dogs suspected to have parvovirosis),
faecal culture was positive in 36.0% (18/50) of the faecal samples, and thus in 36.7% of
the qPCR-positive samples. The results of virus culture can be seen in Table S1 of the
Supplementary Materials. The virus culture-positive faecal samples had significantly
higher viral loads compared to those in virus culture-negative faecal samples (p < 0.05)
(Figure 2).
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Figure 1. Results of the regression analysis showing the dependence of the detection probability on the virus load with
decision thresholds (detection probability of 50%) for all eight point-of-care tests. Green points indicate correct positive
point-of-care test results, red points false negative point-of-care test results.
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Figure 2. Results of comparison of viral loads in qPCR-positive samples between virus culture-
positive and virus culture-negative faecal samples using Mann-Whitney-U-Test. * p= 0.01.

Sensitivities of the eight POCT of qPCR-positive and culture-positive faecal samples
were between 83.3 and 94.4%; those of gPCR-positive and culture-negative faecal samples
were between 1.9 and 9.5% (Table 6).
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Table 6. Sensitivities of the eight point-of-care-tests in groups of real-time polymerase chain reaction-positive, virus

culture-positive, real-time polymerase chain reaction-positive, and virus culture-negative faecal samples.

POCT-A POCT-B POCT-C POCT-D POCT-E POCT-F POCT-G  POCT-H

Sensitivity
culture-positive faecal 94.4 83.3 83.3 83.3 83.3 94.4 88.9 94.4
samples (in %)
Sensitivity
culture-negative faecal 9.6 5.8 3.8 19 13.5 11.5 9.6 7.7

sample (in %)

POCT, point-of-care test.

4. Discussion

CPV infection causes an acute and severe disease with a high mortality. Therefore, a
fast and correct diagnosis is extremely important. The reference standard qPCR has to be
performed in specialized laboratories and results are available generally no earlier than
after a few days. Thus, POCT for in-house testing are an important measure to diagnose
infected dogs immediately and directly at the veterinarian. Therefore, the aim of this study
was to evaluate eight POCT regarding practicability, sensitivity, specificity, NPV, PPV, and
overall accuracy when compared to gPCR.

The current study showed an excellent specificity of 100.0% of all eight POCT, with no
false positive test results in all POCT. However, it has to be considered, that only dogs not
vaccinated against CPV during the last four weeks, were included in groups Hand S. A
previous study showed the shedding of field and vaccination strains of CPV in 23.0% of
dogs up to 28 days after modified-live vaccination, detected by qPCR [22]. This could lead
to positive POCT results in the post-vaccination period, although in previous studies no
positive POCT results after vaccination were observed despite high viral titres [14,17,23].
Three dogs of group P were vaccinated against CPV during the last four weeks. As
described above, this could potentially have led to false positive test results in POCT and
qPCR. All dogs of group P showed clinical signs of an infection with CPV. Consequently, it
was assumed that these three dogs were not only shedding the vaccination virus but were
infected with CPV and therefore tested correctly positive.

All eight POCT used in this study were easy to perform and practicability was com-
parable for all of them. However, the overall sensitivity of the POCT for all dogs (group
H, S and P) was very low (between 22.9% and 34.3%) with the Vetexpert Rapid Test CPV
Ag® (POCT-E) being the test with the highest sensitivity, and the FASTest® PARVO Card
(POCT-D) being the test with the lowest sensitivity. For the test performance, sensitivity
(correctly positive-identified faecal samples) was considered as the most important pa-
rameter to avoid virus spread by unrecognized infected dogs and to provide intensive
treatment to every dog with a symptomatic CPV infection. It must be considered that
the POCT were only performed once and not repeated on the same fecal sample which,
however, is the normal situation in the field where POCT are not repeated. In former
studies, the sensitivity of the POCT showed great variability with values between 15.8%
and 80.4% [12,14,16,17]. The reasons for the variability of sensitivities might be differences
in the virus load of the faecal samples. Some former studies [12,16] did not rule out the
correlation between POCT results and virus load which limits the comparability. In the
present study, the detection probability of all POCT depended on the virus load. The
lower the number of virus copies/g faeces, the lower the detection probability of the POCT.
Therefore, a correlation between false negative POCT results and low virus loads was
clearly shown in the present study which was in line with the results from Decaro and
colleagues (2010) [17] and Proksch and colleagues (2015) [15]. Proksch and colleagues
(2015) [15] showed that 51.3% of the IDEXX Snap® Parvo test results compared to gPCR
were false negative, with the false negative faecal samples in POCT having significantly
lower viral loads. Decaro and colleagues (2010) [17] demonstrated that the IDEXX Snap®
Parvo had a good sensitivity of 80.4%, 78.0% and 77.0% for the detection of CPV 2-a, -b
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and -c compared to qPCR. However, the relatively high sensitivity rate in that study was
likely the result of the preselection of samples to only include those containing high viral
loads (>10% DNA copies/g faeces). In the present study, the mean virus load in group H
and S was 10° DNA copies/g faeces and consequently significantly lower than the one
in the preselected samples of Decaro and colleagues (2010) [17]. All qPCR-positive faecal
samples of groups H and S were tested as false negative in every POCT. Therefore, the
present study confirmed that samples with low virus loads could not be detected by POCT,
only by qPCR. However, it must be mentioned that none of the samples of group H and S
contained intact and infectious CPV in virus culture.

The overall low sensitivity of all POCT in the present study was partially caused
by the high number of false negative results in groups H and S, presumably due to low
virus loads. The dogs from both groups were healthy and showed no gastrointestinal
signs. Schmitz and colleagues (2009) [16] also evaluated POCT with faeces from different
groups of dogs, including dogs with acute hemorrhagic diarrhea, chronic hemorrhagic
diarrhea and without gastrointestinal signs. The sensitivities of the POCT in this study
were comparable to the results of the present study, with 18.4% for the IDEXX Snap®
Parvo, 15.8% for the FASTest® PARVO Strip and 26.3% for the WITNESS® Parvo card,
and false negative POCT results also continuously occurred in the group of dogs without
gastrointestinal signs, as well as in dogs with chronic haemorrhagaic diarrhea. The testing
of clinically healthy animals was performed to identify asymptomatic virus shedders, for
example in animal shelters [24]. The results of the present study showed that POCT were
not useful at least in healthy dogs.

It was remarkable that 24.0% of the dogs in group H and 18.0% of the dogs in group S
were qPCR-positive, respectively. None of these dogs were vaccinated against CPV within
the last four weeks, and all dogs were healthy without any clinical signs. In a study by
Freisl and colleagues (2017) [22], CPV shedding was also detected in healthy, client-owned
dogs, but their prevalence was lower with 2.0%. Subclinical infections are the most likely
reason for these positive PCR results. The role of subclinically infected dogs is not clear
yet. Bergmann and colleagues (2019) [25] found FPV and CPV field virus DNA in clinically
healthy cats. In that study, virus replication in virus culture showed that these cats shed
an intact and infectious form of the virus and this is most likely possible for clinically
asymptomatic dogs as well. With shedding infectious virus, these dogs might infect other
susceptible animals and cause environmental contamination. However, in the present
study, virus growth in virus cultures and, consequently, the excretion of the infectious field
virus could not be detected for any of the asymptomatic dogs of group H and S. It must be
considered that the qPCR detects viral DNA and not infectious viruses. Therefore, the role
of positive qPCR results in asymptomatic dogs, as well as the importance of these dogs for
environmental contamination should further be clarified in future studies.

In practice, dogs that are being tested by the veterinarian for CPV infection commonly
show gastrointestinal signs. Thus, in the present study, group P represents the group, where
POCT are most commonly used. In this group, 98.0% of the faecal samples were qPCR-
positive and, consequently, these dogs suffered from a clinically relevant parvovirosis. The
mean virus load of this group was 10'> DNA copies/g faeces and notably higher than that
in groups H and S (10° DNA copies/g faeces). The results of the virus culture showed
a growth of intact CPV in 36.0% of all faecal samples of group P. The sensitivities of the
POCT using only samples from group P were between 32.7 and 49.0%. This is still much
too low and comparable with the results of a study from Proksch and colleagues (2015)
evaluating a POCT only with samples from dogs with confirmed parvovirosis [16].

A reason for the false negative POCT results in group P could be the time of testing.
Experimental studies showed that CPV shedding started 3—4 days after inoculation [26,27]
with the highest virus shedding 4-7 days after inoculation [5,26]. As qPCR was able to
detect lower virus loads, infections in the early and late stages might only be recognized by
qPCR, but not by POCT. Despite the high viral loads, some faecal samples of group P tested
negative in all POCT. One possible explanation for this finding might be the consinstency
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of the faeces of these samples. Their texture was very bloody with significant mucous
membrane particles which could cause detection problems. In addition, POCT detected
virions, whereas qPCR detected DNA particles; therefore, infected cells might contain more
DNA particles than virions [14]. Another reason for false negative POCT results could be
high titres of interfering antibodies, which sequestrate viral antigen. Thus, the antigen
might not be detected by POCT [15,17]. This could explain, why some faecal samples
of group P in this study were not detected by any POCT in spite of high viral loads and
positive faecal virus cultures.

One limitation is that all POC tests were only performed once. Thus, operating
errors, which could have been minimized with multiple test runs, must be taken into
consideration. Accordingly, the sensitivity and specificity of the POCT, as reported in the
present study could be subject to inter-operator variability and could deviate in clinical
practice depending on the exact operating conditions. Therefore, the sensitivities of the
POCT determined in the present study represented only a general statement and no
absolute rating. However, POCT were also generally not repeated in veterinary practice,
and thus the present study mimics the practice situation in which the POCT are used.
Larger clinical studies including the analysis of inter-operator and inter-reader variability
would be useful to ascertain the clinical accuracy of the POCT.

5. Conclusions

In conclusion, all POCT were easy to perform and were suitable as screening tests
in veterinary practices and clinics. A positive POCT result confirmed an infection with
CPV in dogs not vaccinated against CPV within the last weeks. However, due to the low
sensitivities and following false negative test results in all POCT, a negative POCT result
could not definitely rule out a parvovirus infection. In this study, the sensitivity of all
POCT in group P ranged from 32.7% to 49.0%. Based on these results, in the case of a
negative POCT, a confirmatory PCR test should be performed in dogs showing clinical
signs of CPV infection. In healthy dogs, POCT are not useful. Although the Vetexpert
Rapid Test CPV Ag® (POCT-E) showed the highest sensitivity compared to the other POCT,
the sensitivity of all POCT was too low and must be improved to avoid false negative test
results. The qPCR was able to detect very small amounts of viral DNA and, consequently,
detect subclinical infections. The importance of a positive qPCR result in clinically healthy
dogs still has to be clarified.
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Table S1. Age and vaccination status of the 150 dogs, results of eight point-of-care tests, real-time polymerase chain reac-
tion (incl. virus load/g faeces) and virus culture for detection of canine parvovirus of 150 faecal samples (three groups;
group H: healthy dogs, group S: shelter dogs, group p: dogs with suspicion of parvovirosis).
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weeks
9% notlastd - - - - - - - - 117406 -
weeks
Snap® Fassisi® Prlmas- FASTest‘“)VetexPert Anigen Rapid InmunoRun® Par- WIT- .
. nost® PARVO Rapid . . NESS® Virus .
Age (in Vac. sta- Grou Parvo Parvo CPV Ag Test vovirus Antigen Virus
# ParvoH+ Card Test CPV . . A Parvo qPCR load/g
years)  tus p (POCT- (POCT- Kit® Detection Kit culture
A) B) K (POCT- Ag® (POCT-F) (POCT-G) (POCT- faeces
(POCT-C) D) (POCT-E) H)
g7 g motlastd - - - - - - - - 1,326406 -
weeks
98 o Motlastd g - - - - - - - - 4,05E+05 -
weeks
99 4 not last 4 H B B R _ R B B B R B
weeks
w00 2 Mothstd oy - - - - - - - - 1,64E406 -
weeks
8 weeks
p - - - - - - - - -
101 030 12 weeks I 3,38E+10
102 0.19 notvac. - - - - - - - - 8,86E+11 -
103 025 0 P - - - - - - - - 4006413 -
known
6 weeks
104 092 r - - - - - - - - 2,62E+12 -

10 weeks
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105 025 OWeks p - - - - - - - - + 132E+14 -
8 weeks
106 0.25 8weeks P - - - - - - - - +  2,71E+10 -
107 083 P - - - - - - - - + 144E+13 -
known
108 033 notvac. P - - - - - - - - +  9,40E+07 -
109 0.19 notvac. P + + + + + + + + + 1,00E+14 +
1m0 o058 /Weks p - - - - - - - - + 145B409 -
11 weeks
n - . 3
Snap® Fassisi® Primag- FASTest Vetexl';)ert Anigen Rapid InmunoRun® Par- wIT .
. nost® PARVO Rapid . . NESS® Virus .
Age (in Vac. sta- Grou Parvo Parvo CPV Ag Test vovirus Antigen Virus
t ParvoH+ Card Test CPV . . A Parvo qPCR load/g
years)  tus p (POCT- (POCT- Kit® Detection Kit culture
A) B) K (POCT- Ag® (POCT-F) (POCT-G) (POCT- faeces
(POCT-C) D)  (POCT-E) H)
1 o025 M p - - - - - + - + + 141E+13 -
known
112 033 12weeks P + + + + + + + + + 1,21E+14 +/-
8 weeks
113 042 12 weeks - - - - - - - - + 2,64E+10 -
114 017 " p N N . - . B B B + 723E407 -
known
115 0.25 un- r + - + + + + + + + 3,32E+12 +
known
116 092 1oweeks - - - - - - - - + 853E+09 -
12 weeks
117 058 %V p - - - - - - - - + 340E+10 -
known
8 weeks
118  0.67 P - - - - - - - - + 1,68E+06 -
12 weeks
119 021 notvac P - - - - - - - - + 147E+12 -
120 0.67 notvac P - - - - - - - + 3,20E+07 -
121 042 notvac P + - - - + + + - + 1,45E+12 -
122 015 6weeks P + + + + + + + + + O988E+14 -
123 019 Y p - - - - + . . . + 148E+09 -
known
124 019 " p - - - - - - - - + 150E+12 -
known
Snap® Fassisi® Primag:- FASTest®Vetexl')ert Anigen Rapid InmunoRun® Par- WIT- .
. nost® PARVO Rapid . . NESS® Virus .
Age (inVac. Sta- Grou Parvo Parvo CPV Ag Test vovirus Antigen irus
# ParvoH+ Card Test CPV . . " Parvo qPCR load/g
years) tus p (POCT- (POCT- Kit® Detection Kit culture
A) B) K (POCT- Ag® (POCT-F) (POCT-G) (POCT- faeces
(POCT-C) D)  (POCT-E) H)
125 027 8weeks P - - - - - - - + 873E+12 -
126 033 P + + + + + + + + + 285B+12  +
known
127 0.15 4weeks P + + + + + + + + + 2,94E+13 +
128 0.08 notvac. P + + + + + + + + + 727E+13 +
129 0.10 4weeks P + + + + + + + + + 543E+13 +
130 2.00 notvac. P + + + + + + + + + 1,76E+12 +
131 050 6 weeks P + + + + + + + + + 7A45E+11 +
9 weeks
132 025 un- r + + - - + + + + + 2,04E+13 +
known
133 042 12weeks P + + + + + + + + + 3,99E+12 +
134 0.67 6weeks P + + + + + + + + + 1,36E+12 +
135 0.67 un- r + + + + + + + + + 1,80E+11 +
known
136 167 P + + + + + + + + + 258E+12  +
known
137 027 8weeks P - + - - + - - - + 6,65E+09 -
138 019 - - - - - - - - + 385E411 -

known
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1 - B -
Snap® Fassisi® Primag- FASTest” Vetexl')ert Anigen Rapid InmunoRun® Par- WIT .
. nost® PARVO Rapid . . NESS® Virus .
Age (in Vac. sta- Grou Parvo Parvo CPV Ag Test vovirus Antigen Virus
ParvoH+ Card Test CPV . . " Parvo qPCR load/g
years)  tus p (POCT- (POCT- Kit® Detection Kit culture
A) B) K (POCT- Ag® (POCT-F) (POCT-G) (POCT- faeces
(POCT-C) D) (POCT-E) H)
139 058 § weeks + + + + + + + + + 343E+14 +
12 weeks
140 o015 " P + + + + + + + + + 421B+14  +
known
141 033 O P - - - - - - - - + LI6E+10 -
known
142 010 P - - - - - - - - + 500E+11 -
known
143 0.10 un P - - - - - - - - + 522E+10 -
known
un-
144 0.10 P + + - - + + + + + 1,25E+14 -
known
un-
145 0.15 P + - - - + + - + + 548E+13 +
known
146 017 " p + B - - + + + B + 396E+13 -
known
147 027 notvac. P + - + - + + + + + 8,00E+12 -
148 0.15 6weeks P - - - - - - - - + 190E+11 +
149 015 P - - - - - - - - + 155E411 -
known
150 058 P - - - - - - - - - - -
known

qPCR, real-time polymerase chain reaction, POCT, point-of-care test, Vac., vaccinated.
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IV.  DISKUSSION

Ziel von Publikation I war es, eine Ubersicht (iber die aktuell verfiigbaren POC-
Tests zum Nachweis von Infektionskrankheiten beim Hund zu geben, aus der ihre
Qualitat und ihr Nutzen fur den praktischen Tierarzt hervorgehen. Entscheidende
Kriterien zur Beurteilung der Qualitét stellen die Sensitivitat und die Spezifitat dar.
Allerdings muss berucksichtigt werden, dass der Nachweis von Antigen oder
Antikdrpern auch mit dem Auftreten einer klinischen Erkrankung einhergeht. POC-
Tests sind eine wichtige Alternative zu aufwendigen Laborverfahren und kénnen
auf Basis eines Enzym-gekoppelten Immunadsorptionstests (ELISA) oder anderen
immunchromatischen Testverfahren direkt in der Praxis Antigen oder Antikdrper
nachweisen. POC-Tests zum Nachweis von D.-immitis-Antigen im Blut besitzen
eine sehr hohe Sensitivitat (zwischen 78 und 99 %) und Spezifitat (zwischen 96 und
100 %) und sind zur Diagnose der Herzwurmerkrankung sehr gut geeignet
(ATKINS, 2003; CHANDRASHEKAR et al., 2010; STILLMAN et al., 2014;
STARKEY etal., 2017). Dies gilt ebenso fur die meisten POC-Tests zum Nachweis
von Antikdrpern gegen L. infantum (Sensitivitat zwischen 59 und 100%; Spezifitat
zwischen 95 und 100 %) und E. canis (Sensitivitat zwischen 61 und 98 %; Spezifitat
zwischen 92 und 100 %) (BELANGER et al., 2002; HARRUS et al., 2002;
CHANDRASHEKAR et al., 2010; STILLMAN et al., 2014; LIU et al., 2018;
VILLANUEVA-SAZ et al., 2019; VILLANUEVA-SAZ et al., 2022). POC-Tests
zum Nachweis von Antikdrpern gegen Leptospira Spezies (spp.) besitzen zwar
auch eine relativ hohe Sensitivitat (zwischen 76 und 100 %) und Spezifitat
(zwischen 75 und 100 %), kdnnen jedoch nicht zwischen Antikdrpern aufgrund
einer Infektion oder nach einer Impfung unterscheiden (DEY et al., 2007; ABDOEL
etal., 2011; KODJO et al., 2016; GLOOR et al., 2017; LIZER et al., 2017; TROIA
et al., 2018). Da die Impfung gegen Leptospirose beim Hund eine Core-Vakzine
darstellt und jeder Hund einmal jahrlich geimpft werden sollte, fihrt diese
Interferenz hdufig zu Problemen bei der Diagnose eines Hundes mit Verdacht auf
Leptospirose (SYKES et al., 2011). POC-Tests zum Nachweis von Antikdrpern
gegen B. burgdorferi bestatigen nur den Kontakt mit dem Erreger (LEVY und
MAGNARELLI, 1992). Zur Diagnose einer klinischen Borreliose sind sie nicht
geeignet, da viele Hunde Antikorper-positiv, aber nicht klinisch manifest erkrankt
sind. Ein negativer POC-Test kann jedoch eine klinische Borreliose ausschlieRRen,
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da der Klinischen Symptomatik immer eine Antikorperbildung vorausgeht
(LITTMAN et al., 2006). POC-Tests zum Nachweis von Antikérpern gegen A.
phagocytophilum sind zur Diagnose einer klinischen Anaplasmose ungeeignet,
denn auch hier entwickeln nur wenige Tiere klinische Symptome und wenn, dann
in der Regel vor der Bildung von Antikdrpern (CARRADE et al., 2009).

Ziel der Studie in Publikation Il war es, die Qualitdt 8 kommerziell erhéltlicher
POC-Tests zum Nachweis von caninem Parvovirus-Antigen im Kot von Hunden
im Vergleich zur real-time PCR zu evaluieren. Hierbei wurden Praktikabilitat,
Sensitivitat, Spezifitdt, positiver und negativer pradiktiver Wert sowie
Gesamtgenauigkeit betrachtet. Zudem wurden die Ergebnisse der einzelnen POC-
Tests untereinander verglichen. Hierflir wurden 150 Kotproben aus 3 verschiedenen
Gruppen (Gruppe H: gesunde Hunde; Gruppe S: Hunde mit hohem
Infektionsrisiko; Gruppe P: Parvovirose-verdachtige Hunde) mittels des
Goldstandards zum Nachweis von CPV im Kot, der real-time PCR, sowie den 8
POC-Tests untersucht. Die Gruppen H und S wurden in die Studie eingeschlossen,
um die Pravalenz von CPV bei klinisch gesunden Hunden sowie die Sinnhaftigkeit

des Einsatzes von POC-Tests bei diesen Hunden zu evaluieren.

Interessanterweise wurden sowohl 24 % der gesunden Hunde als auch 18 % der
Hunde mit erhohtem Infektionsrisiko positiv mittels PCR auf CPV getestet. Alle
diese Hunde waren gesund, zeigten keine Symptome einer klinischen Parvovirose
und wurden in den letzten 4 Wochen nicht gegen CPV geimpft. Dass auch gesunde
Hunde CPV ausscheiden kdénnen, ist bekannt, jedoch war die Pravalenz in 2
vorangegangenen Studien mit 2 % bei gesunden Hunden (FREISL et al., 2017) und
12 % in einer Gruppe von gesunden Hunden und Hunden mit chronischem
Durchfall (SCHMITZ et al., 2009) weitaus niedriger. Ursache fur eine CPV-
Ausscheidung bei gesunden Tieren ist meist eine subklinische Infektion. Durch
vorangegangenen Kontakt zu Impf- oder Feldvirus besitzen diese Tiere vermutlich
Antikorper und entwickeln trotz Infektion keine Symptome (GREENE und
DECARO, 2012). Eine denkbare Erkl&rung fiir die hohe Pravalenz bei Hunden mit
hohem Infektionsrisiko (Gruppe S) ist ein erhdhter Infektionsdruck aufgrund der
hohen Populationsdichte im Tierheim. Interessanterweise ist der Prozentsatz in der
Gruppe der gesunden Hunde (Gruppe H) noch héher. Auch die Hunde aus Gruppe
H stammen zum Teil aus Haushalten mit mehreren Hunden. CPV ist extrem stabil
in der Umwelt (DECARO und BUONAVOGLIA, 2012), weshalb jeder Hund
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immer wieder Kontakt zu CPV hat. Welche Rolle diese subklinisch infizierten
Hunde fur eine Kontamination der Umwelt und als Infektionsquelle fir andere
Hunde spielen, ist bisher noch nicht genau geklért. Es muss jedoch bedacht werden,
dass mittels PCR nur Virus-Desoxyribonukleinsdure (DNA) detektiert wird und
keine Aussage getroffen werden kann, ob es sich um intaktes, vermehrungsfahiges
Virus handelt. Hierflr ist die Durchfiihrung einer Viruskultur notwendig. In einer
kirzlich durchgefuhrten Studie aus Deutschland konnte aber mittels Viruskultur
nachgewiesen werden, dass gesunde Katzen nicht nur DNA, sondern intakte,
vermehrungsfahige Parvoviren (canines Parvovirus (CPV) und felines Parvovirus
(FPV)) ausscheiden kénnen (BERGMANN et al., 2019). In der vorliegenden Studie
wurden mit 2,4 x 10° Kopien/g Kot fur Gruppe H und 2,7 x 10° Kopien/g Kot fir
Gruppe S nur sehr geringe Virusmengen ausgeschieden. Da alle PCR-positiven
Hunde in diesen Gruppen nur subklinisch infiziert waren, ist davon auszugehen,
dass sie Antikdrper gegen CPV besalien. Diese Antikdrper sind in der Lage, CPV
zu neutralisieren (DECARO et al., 2005b), was eine mogliche Erklarung fur die
geringen Viruslasten im Kot der Hunde aus Gruppe H und S ist. Auch war die
Viruskultur in der aktuellen Studie bei allen PCR-positiven Kotproben der Hunde
aus Gruppe H und S negativ. Folglich schieden diese Hunde nur sehr wenig oder
kein vermehrungsfahiges Virus aus. Die vorliegende Studie unterstiitzt die These,
dass subklinische CPV-Infektionen beim Hund haufig vorkommen. Um zu kl&ren,
inwieweit diese Hunde allerdings vermehrungsfahiges Virus ausscheiden, sind
weitere Studien notwendig. Auch muss geklart werden, inwieweit die Menge an
ausgeschiedenem Virus ausreichend ist, um andere empféangliche Hunde zu
infizieren und inwiefern die Hundepopulation sich hiermit selbst regelmé&Rig

natiirlich boostert.

Bei der caninen Parvovirose stellt die Sensitivitidt eines Tests das wichtigste
Qualitatsmerkmal fir direkte Erregernachweisverfahren und somit auch fur die
POC-Tests dar. Falsch-negative Testergebnisse sollten in jedem Fall vermieden
werden. Zum einen, weil aufgrund der hohen Infektiositat infizierte Tiere
umgehend isoliert werden mussen, bevor sie wiederum andere Tiere anstecken
kénnen. Zum anderen, um den Tieren so schnell wie moglich die lebensnotwendige
Intensivtherapie zukommen zu lassen. Alle in dieser Studie evaluierten POC-Tests
wiesen jedoch nur eine geringe Sensitivitat zwischen 22,9 und 34,3 % insgesamt

und zwischen 32,7 und 49,0 % in der Gruppe der Parvovirose-verdachtigen Hunde
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(Gruppe P) auf. Hierbei schnitten der Vetexpert Rapid Test CPV AG® (34,3 %
insgesamt; 49,0 % Gruppe P) und der Anigen Rapid CPV Ag Test Kit® (32,9 %
insgesamt; 46,9 % Gruppe P) am besten ab, der Primagnost Parvo® H + K (24,3 %
insgesamt, 34,7 % Gruppe P) und der FASTest® Parvo Card (22,9 % insgesamt,
32,7 % Gruppe P) am schlechtesten. In vorherigen Studien schwanken die Angaben
bezuglich der Sensitivitit von POC-Tests zwischen 15,8 und 80,4 % je nach Studie
sehr stark (DESARIO et al., 2005; SCHMITZ et al., 2009; DECARO et al., 2010;
DECARO et al., 2013; PROKSCH et al., 2015). Eine Ursache fir diese stark
variierenden Werte sind Unterschiede in der Viruslast der verwendeten Proben. In
der  vorliegenden  Studie  konnte  gezeigt  werden, dass  die
Erkennungswahrscheinlichkeit der POC-Tests von der Viruslast der Proben
abhangt. Je hoher die Viruslast, desto wahrscheinlicher wird eine Kotprobe als
korrekt positiv durch die POC-Tests erkannt. So konnte bei einer Viruslast von 1,4
x 10'2 Kopien/g Kot der Test mit der hochsten Sensitivitat (Vetexpert Rapid Test
CPV Ag®) 50 % der PCR-positiven Kotproben korrekt identifizieren, wohingegen
der Test mit der geringsten Sensitivitait (FASTest® Parvo Card) PCR-positive
Kotproben erst ab einer Viruslast von 1,9 x 10% Kopien/g Kot in 50 % der Félle
erkennen konnte. Dies erklart auch ahnliche Ergebnisse dreier vorheriger Studien.
In der Studie von Proksch et al. waren 51,3 % der IDEXX SNAP® Parvo
Testergebnisse im Vergleich zur real-time PCR falsch-negativ, wobei falsch-
negativen Proben eine signifikant niedrigere Viruslast aufwiesen im Vergleich zu
den korrekt als positiv identifizierten Proben (PROKSCH et al., 2015). GemaR den
Studien von Decaro et al. konnten Kotproben ab einer Viruslast von 10° Kopien/g
Kot mittels WITNESS® Parvo detektiert werden; ab einer Viruslast von 10*2
Kopien/g Kot wurden alle Proben korrekt positiv identifiziert (DECARO et al.,
2013). Der IDEXX SNAP® Parvo war in der Lage, CPV ab einer Viruslast von 108
Kopien/g Kot in uber 75 % der Falle zu detektieren; falsch-negative Testergebnisse
traten ab einer Viruslast von 102 Kopien/g Kot nur noch in 3 Féllen auf (DECARO
et al., 2010). Die Sensitivitit des IDEXX Snap® Parvo lag in einer Studie von
Decaro et al. bei 80,4 % fur den Nachweis von CPV-2a, 78,0 % fir CPV-2b und
77,0 % fiur CPV-2c (DECARO et al., 2010) und somit deutlich Gber der der
vorliegenden Studie. In dieser Studie wurden aber nur vorselektierte Proben mit
einer Viruslast von iiber 108 Kopien/g Kot eingeschlossen (DECARO et al., 2010).
Folglich l&sst sich diese Studie hinsichtlich der Sensitivitdt nicht mit der

vorliegenden vergleichen.
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Die wahrscheinlichste Ursache fiir die insgesamt nur sehr geringe Sensitivitat aller
8 evaluierten POC-Tests in der vorliegenden Studie sind die falsch-negativen POC-
Testergebnisse in den Gruppen H (gesunde Hunde) und S (Hunde mit erhdhtem
Infektionsrisiko). Kein einziger PCR-positiver Hund aus diesen beiden Gruppen
konnte mittels POC-Tests identifiziert werden. Somit lag die Sensitivitat aller POC-
Tests in Gruppe H und S bei 0,0 %. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einer
vorherigen Studie, die Hunde mit chronischem Durchfall sowie gesunde Hunde
berticksichtigte (SCHMITZ et al., 2009). Die Sensitivitat der evaluierten POC-
Tests von Schmitz et al. lag im Bereich derer der vorliegenden Studie (Schmitz et
al.: IDEXX SNAP® Parvo 18,4 %, FASTest® Parvo 15,8 %, WITNESS® Parvo
26,3%). In der Studie von Schmitz et al. wurde auch kein einziger gesunder PCR-
positiver Hund und kein PCR-positiver Hund mit chronischem Durchfall durch die
POC-Tests erkannt. Die wahrscheinlichste Ursache fur die falsch-negativen POC-
Testergebnisse in den Gruppen H und S ist wiederum die niedrige Viruslast der
subklinisch infizierten Tiere (FREISL et al., 2017). Dies verdeutlicht, dass sich
POC-Tests nicht als Screening-Tests zur Identifikation klinisch gesunder

Ausscheider, wie z. B. in Tierheimen oder Hundezuchten, eignen.

Der Routineeinsatz der POC-Tests in der Praxis konzentriert sich jedoch auf den
Nachweis einer Parvovirose nicht bei gesunden Hunden, sondern bei Tieren mit
klinischen Symptomen, wie Durchfall, Erbrechen, Fieber, Anorexie und Apathie.
Da diese Symptome sehr unspezifisch sind und auch bei anderen Erkrankungen
auftreten konnen, sollte ein klinischer Verdacht schnellstmdglich mittels
Erregernachweis bestétigt werden (GREENE und DECARO, 2012). Die Gruppe
der Parvovirose-verdachtigen Hunde (Gruppe P) ist daher fir die Evaluation des
alltaglichen Einsatzbereichs der POC-Tests am aussagekraftigsten. Die Sensitivitat
der 8 evaluierten POC-Tests war in dieser Gruppe zwar hoher als in den beiden
anderen Gruppen, mit 32,7 % (FASTest® Parvo Card) bis 49,0 % (Vetexpert Rapid
Test CPV AG®) jedoch immer noch zu gering, um eine zuverlassige Diagnose zu
gewahrleisten. Obwohl die Viruslast mit durchschnittlich 5,3 x 10%® Kopien/g Kot
deutlich hoher war als in den beiden anderen Gruppen, gab es immer noch
zahlreiche falsch-negative POC-Testergebnisse.

Eine mdogliche Ursache fir falsch-negative Testergebnisse trotz einer hohen
Viruslast sind interferierende Antikérper gegen CPV im Kaot, die von infizierten
Tieren im Verlauf einer Infektion gebildet werden. Da bei einer klinischen
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Parvovirose die Darmbarriere gestort ist, kdnnen Albumin und Serumantikérper aus
dem Blut in den Darm 0bertreten und dort an CPV binden (MACARTNEY et al.,
1984a; KEMPF et al., 2010). Dieses CPV liegt dann nicht mehr in freier Form,
sondern gebunden vor (DESARIO et al., 2005). In den POC-Tests reagiert CPV aus
der Kotprobe mit den im POC-Test gebundenen Antikorpern und erzeugt entweder
durch Gold- oder Latex-markierte Peptide oder durch eine enzymatische Reaktion
einen Farbumschlag und somit eine Testlinie. In gebundener Form kann CPV-
Antigen jedoch nicht mehr von den POC-Tests detektiert werden. Proksch et al.
nahmen an, dass die Menge an Antikdrpern im Blut mit der im Kot korreliert.
Hunde mit korrekt-positivem POC-Testergebnis besalien in der Studie signifikant
niedrigere AntikOrpertiter im Blut als Hunde mit falsch-negativem POC-
Testergebnis (PROKSCH et al., 2015).
Eine weitere mdogliche Ursache fur falsch-negative POC-Testergebnisse stellt
mdoglicherweise die Konsistenz des Kots dar. So kdnnen starke Blut- oder
Schleimhautbeimengungen zu einer geringeren Aufnahme von Probenmaterial
mittels Wattestdbchen oder Plastikstabchen fihren. Auch kann es zu einem
schlechteren Fluss entlang der Testmembran und infolgedessen zu einer
schlechteren Detektierbarkeit kommen.

Des Weiteren wird das Auftreten falsch-negativer POC-Testergebnisse vom
Zeitpunkt der Durchfihrung der POC-Tests beeinflusst. Die Ausscheidung von
CPV beginnt 3-4 Tage nach einer Infektion, wobei die Viruslast im Kot nach 4-7
Tagen am hochsten ist (MACARTNEY et al., 1984b; MEUNIER et al., 1985;
GODDARD und LEISEWITZ, 2010). Klinische Symptome treten bereits 3-7 Tage
nach Infektion auf (POTGIETER et al.,, 1981; MACARTNEY et al., 19843;
DECARO und BUONAVOGLIA, 2012). Somit kann es besonders in sehr friihen
Stadien einer Infektion aufgrund (noch) geringer Viruslasten zu negativen POC-
Testergebnissen kommen. Wird ein Tier z. B. sofort beim Auftreten erster
Symptome dem Tierarzt vorgestellt und das POC-Testergebnis ist zu diesem
Zeitpunkt noch negativ, ist es sinnvoll, eine PCR aufgrund der héheren Sensitivitét
sofort einzuleiten und den POC-Test zu einem spéteren Zeitpunkt, wéhrend auf das
PCR-Ergebnis gewartet wird, erneut durchzufiihren. Es ist davon auszugehen, dass
dasselbe Problem auch in spaten Krankheitsstadien vorliegen kann, da die PCR
aufgrund ihrer Fahigkeit bereits geringste DNA-Mengen zu detektieren, CPV im
Kot bis zu 54 Tage lang nachweisen kann (DECARO et al., 2005b).

Eine weitere denkbare Ursache fiir falsch-negative POC-Testergebnisse, namlich
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dass bestimmte Virusvarianten durch die POC-Tests nicht erkannt werden, konnte
bereits in vorherigen Studien widerlegt werden. Der urspriingliche Virusstamm
CPV-2, der in den 1970er Jahren entdeckt wurde, wurde schnell durch die
antigenetisch sehr dhnlichen Varianten CPV-2a und -2b ersetzt (PARRISH et al.,
1988; PARRISH et al., 1991). Im Jahr 2000 wurde in Italien eine neue
Virusvariation, CPV-2c, entdeckt, die sich in den folgenden Jahren weltweit
verbreitet hat (BUONAVOGLIA et al.,, 2001; NAKAMURA et al., 2004,
DECARO et al., 2007b; HONG et al., 2007). Zuerst wurde beflirchtet, dass diese
neue Variante sich nicht durch die POC-Tests detektieren lasst. So konnte jedoch
z. B. fir den IDEXX SNAP® Parvo nachgewiesen werden, dass auch Infektionen
mit CPV-2c mit einer &hnlichen Sensitivitat wie fur CPV-2a und -2b detektiert
werden konnen (DECARO et al., 2010; PROKSCH et al., 2015).

In der vorliegenden Studie wurde bei allen PCR-positiven Kotproben eine
Viruskultur durchgefiihrt. Wahrend bei den Hunden in den Gruppen H (gesunde
Hunde) und S (Hunde mit erhéhtem Infektionsrisiko) kein vermehrungsfahiges
Virus nachgewiesen werden konnte, waren in Gruppe P (Parvovirose-verdachtige
Hunde) 36,7 % der PCR-positiven Kotproben auch positiv in der Viruskultur. Die
Sensitivitat der 8 POC-Tests war bei diesen Viruskultur-positiven Kotproben mit
83,3 bis 94,4 % sehr hoch. Im Gegensatz dazu lag sie bei den Viruskultur-negativen
Kotproben nur zwischen 1,9 und 9,5 %. Die Ursache, dass die Sensitivitat der POC-
Tests bei den Viruskultur-positiven Kotproben so hoch und bei den Viruskultur-
negativen Kotproben so niedrig war, beruht darauf, dass Viruskultur und POC-
Tests sehr &hnliche Schwéchen aufweisen. So liegt die Sensitivitat der Viruskultur,
verglichen mit einer real-time PCR, nur bei 74 % (DESARIO et al., 2005). Als eine
Ursache fir die niedrige Sensitivitat der Viruskultur wird das Vorhandensein von
Antikorpern gegen CPV im Kot diskutiert, was ebenfalls fur die Detektion durch
POC-Tests problematisch sein kdnnte (DESARIO et al., 2005). Auch konnte
gezeigt werden, dass CPV mittels Viruskultur sowohl nach nattrlichen als auch
nach experimentellen Infektionen nur wenige Tage im Kot nachgewiesen werden
konnte, auch wenn fiir eine ldngere Zeit groRe Mengen an Virus-DNA
ausgeschieden wurden (DECARO et al., 2005a; DECARO et al., 2005b). Dasselbe
Problem besteht vermutlich auch bei den POC-Tests. AulRerdem lag in der
vorliegenden Studie die Viruslast bei den Viruskultur-positiven Kotproben mit

durchschnittlich 10 Kopien/g Kot signifikant héher als bei den Viruskultur-
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negativen Kotproben mit durchschnittlich 107 Kopien/g Kot. Da in der vorliegenden
Studie gezeigt werden konnte, dass die Erkennungswahrscheinlichkeit der POC-
Tests von der Viruslast abhéngt, ist die hohe Viruslast in der Gruppe der
Viruskultur-positiven Kotproben eine weitere Erklarung fiir das gute Abschneiden
der POC-Tests bei diesen Kotproben.

Erfreulicherweise traten bei allen 8 POC-Tests dieser Studie keine falsch-positiven
Testergebnisse auf. Folglich besalRen alle POC-Tests eine Spezifitat und einen
positiven pradiktiven Wert (PPW) von 100 %. Diese Ergebnisse decken sich sehr
gut mit denen aus vorangegangenen Studien. So wurden in der Vergangenheit fur
den IDEXX SNAP® Parvo und den WITNESS® Parvo eine Spezifitit von Gber 95
% ermittelt (SCHMITZ et al., 2009; DECARO et al., 2013). Allerdings muss
bedacht werden, dass in der vorliegenden Studie in der Gruppe der gesunden Hunde
(Gruppe H) und der Gruppe der Hunde mit erhéhtem Infektionsrisiko (Gruppe S)
nur Hunde eingeschlossen wurden, die in den letzten 4 Wochen nicht gegen CPV
geimpft werden durften, um eine mogliche Interferenz mit den POC-Tests zu
vermeiden. Auch in der Gruppe der 50 Parvovirose-verdachtigen Hunde (Gruppe
P) waren nur 3 Hunde in den letzten 4 Wochen gegen CPV geimpft worden, bei 22
war der Impfstatus unbekannt. Es ist bekannt, dass es nach einer Impfung gegen
CPV mit modifizierten Lebendvakzinen (MLV) zur Ausscheidung von Impfvirus
mit dem Kot kommt, welches mittels PCR nachgewiesen werden kann (DECARO
et al., 2014; FREISL et al., 2017). Weil die POC-Tests nicht zwischen Feld- und
Impfvirus unterscheiden koénnen, weisen die Hersteller der POC-Tests in den
Beipackzetteln immer auf mogliche ,,falsch*-positive Testergebnisse nach einer
Impfung gegen CPV hin. Da sich vor allem junge Welpen mit CPV infizieren, die
gerade in diesem Alter geimpft werden, liegt hier moglicherweise ein

diagnostisches Problem vor.

Jedoch konnte das Auftreten positiver POC-Testergebnisse infolge einer Impfung
bisher nicht belegt werden. Im Gegenteil zeigte eine vorherige Studie, dass zwar
der Impfstamm CPV-2 mittels minor groove binder-PCR (MGB-PCR)
nachgewiesen werden konnte, im Kot von 10 Hunden, die maximal 10 Tage vor
Probenentnahme mit MLV gegen CPV geimpft wurden, jedoch bei keinem einzigen
Hund ein positives POC-Ergebnis auftrat (DECARO et al., 2013). Die
durchschnittliche Viruslast in den CPV-2-positiven (also Impfstamm-positiven)
Proben war mit 2,51 x 10% Kopien/g Kot nur sehr gering und daher vermutlich zu
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gering, um mittels POC-Test erfasst werden zu konnen. Eine weitere Studie
untersuchte ebenfalls die Ausscheidung von Impfvirus nach einer Impfung mit den
Impfstammen CPV-2 und CPV-2b und kam zu sehr ahnlichen Ergebnissen
(DECARO et al., 2014): Eine Ausscheidung von CPV-2 wurde durchschnittlich 19
Tage, die von CPV-2b durchschnittlich 12 Tage nach Impfung mittels MGB-PCR
nachgewiesen. Die hochsten Viruslasten waren mit 3,80 x 10° DNA-Kopien fiir
CPV-2 und 1,12 x 10° fiir CPV-2b ebenfalls recht gering. Auch hier wurde keine
einzige Kotprobe mittels POC-Test positiv getestet. In einer dritten Studie konnte
bei 23 % der Hunde, die mit MLV gegen CPV geimpft wurden, zwischen Tag 3
und Tag 28 nach der Impfung auch CPV-DNA mittels PCR detektiert werden,
jedoch ebenfalls nur in sehr geringen Mengen (maximal 3,57 x 10° Kopien/g Kot)
(FREISL et al., 2017). In 2 Proben konnte durch Gensequenzierung Impfvirus
identifiziert werden, welches sich durch Virusisolierung in der Zellkultur auch
tatsachlich als vermehrungsfahiges Virus erwies (FREISL et al., 2017). Folglich ist
davon auszugehen, dass POC-Tests zum Nachweis von CPV-Antigen im Kot von
Hunden zwar theoretisch auch Impfvirus nachweisen kénnen, es jedoch aufgrund
der geringen Viruslast, die nach einer Impfung gegen CPV ausgeschieden wird, zu
keinen positiven POC-Testergebnissen infolge einer Impfung kommt. Eine
definitive Differenzierung zwischen Feld- und Impfvirus ist allerdings nur mittels
Gensequenzierung maoglich. In der vorliegenden Studie lag die geringste Viruslast,
die noch zu einem positiven POC-Testergebnis fiihrte, mit 1,49 x 10° Kopien/g Kot,
um ein Vielfaches tUber denjenigen, die in den vorherigen Studien nach Impfung
detektiert werden konnten. In der vorliegenden Studie wurde Kkeine
Gensequenzierung zur Unterscheidung zwischen Feld- und Impfvirus durchgefihrt.
Dennoch ist bei den 3 Hunden in Gruppe P, die in den letzten 4 Wochen gegen CPV
geimpft wurden und klinische Symptome einer Parvovirose sowie teilweise positive
POC-Testergebnisse aufwiesen, von einer Infektion mit dem Feldvirus auszugehen.
Hinweise geben die hohen Viruslasten bei diesen 3 Tieren (1,90 x 10 Kopien/g
Kot; 5,43 x 10" Kopien/g Kot; 9,88 x 10'* Kopien/g Kot), denn hohe Viruslasten
deuten eher auf eine Infektion mit dem Feldvirus hin, wohingegen niedrige
Viruslasten eher auf die Ausscheidung von Impfvirus hinweisen (VEIR et al.,
2009). Die Maoglichkeit, dass die klinischen Symptome der 3 kirzlich geimpften
Hunde als eine Komplikation der Impfung auftraten (Reversion der Virulenz des
Impfstammes), ist sehr unwahrscheinlich. Bereits in einer vorherigen Studie wurde

festgestellt, dass gastrointestinale Symptome bei Welpen nach einer Impfung gegen
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CPV in der Regel mit einer Infektion mit dem Feldvirus oder anderen Erregern
einhergehen und nicht auf einen Impfdurchbruch zurtckzufihren sind (DECARO
etal., 2007a).

Die Durchfuihrung der 8 verschiedenen POC-Tests war leicht und nahm nur wenige
Minuten in Anspruch. Die Tests unterschieden sich beztiglich der Handhabung nur
sehr wenig. Wahrend beim FASTest® Parvo Card und beim Primagnost® Parvo H
+ K Plastikstabchen zur Aufnahme der Kotprobe dienten, die mehrmals in den Kot
eingetaucht werden mussten, wurden bei den anderen POC-Tests Wattestabchen
verwendet, die nur einmalig mit Kot benetzt werden mussten. Da der FASTest®
Parvo Card mit 22,9 % und der Primagnost® Parvo H + K mit 24,3 % die geringsten
Sensitivitdten aller 8 POC-Tests aufwiesen, ist es denkbar, dass mit den
Plastikstabchen zu wenig Kot aufgenommen werden konnte und es als Folge zu
einer groReren Anzahl falsch-negativer Testergebnisse kam. Diese beiden POC-
Tests unterschieden sich hinsichtlich der Sensitivitat auch signifikant von den
beiden POC-Tests mit den hdchsten Sensitivitaten, dem Vetexpert Rapid Test CPV
AG®und dem Anigen Rapid CPV Ag Test Kit®. Test- und Kontrollergebnis wurden
beim IDEXX SNAP® Parvo als farbige Punkte, bei den iibrigen 7 POC-Tests als
farbige Linien dargestellt. In Bezug auf schwer interpretierbare Testergebnisse
wiesen die 8 POC-Tests nur sehr geringe Unterschiede auf. Beim IDEXX SNAP®
Parvo traten uneindeutige Ergebnisse aufgrund sehr heller Testpunkte in 2 von 150
Kotproben auf, bei den tbrigen POC-Tests, bei denen das Ergebnis als Testlinie
angezeigt wird, in 0-5 Féllen von 150 Kotproben. Somit gibt es hier keine
Unterschiede zwischen Punkten und Linien als Darstellung. Eine denkbare Ursache
flr diese sehr hellen Testpunkte oder Testlinien ware, dass in der jeweilen Probe
nur eine sehr geringe Menge an Antigen vorhanden war. Somit konnte nur wenig
Antigen mit den markierten Antikdrpern im Testsystem reagieren und dadurch nur

eine helle Farbung verursachen.

Die vorliegende Studie besitzt Limitationen. Fir die Untersuchungen wurden die
POC-Tests nur einmalig durchgefiihrt. Es ist denkbar, dass potentielle
Anwendungsfehler bei der Durchfiihrung somit unentdeckt blieben. Auferdem
wurden sie nur von einer einzelnen Person durchgefuhrt und ausgewertet. Da die
Interpretation der Testlinien oder -punkte immer ein gewisses MaR an Subjektivitat
beinhaltet, hatte ein zweiter Untersucher, gerade bei den schwer interpretierbaren
Testergebnissen, zu einer objektiveren Auswertung beigetragen. Ziel dieser Studie
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war jedoch, die POC-Tests unter realen Bedingungen in der Tierarztpraxis, in der

ein Test ebenfalls nur einmalig von einer Person durchgefihrt wird, zu evaluieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die POC-Tests zum Nachweis von
caninem Parvovirus-Antigen im Kot von Hunden ein wichtiges Mittel zur
Diagnosestellung der caninen Parvovirose darstellen. Im Gegensatz zur PCR liefern
sie innerhalb weniger Minuten direkt ein Testergebnis. Aufgrund ihrer exzellenten
Spezifitat bestatigt ein positives POC-Testergebnis eine Infektion mit CPV. Da die
Sensitivitat jedoch nur sehr gering ist, kénnen die POC-Tests die PCR nicht
ersetzen. Bei Hunden mit klinischen Symptomen einer Parvovirose und einem
negativen POC-Testergebnis sollten umgehend eine PCR eingeleitet werden und
die Tiere erneut nach ein paar Tagen mittels POC-Test getestet werden. Bis zum
Erhalt des PCR-Ergebnisses sollten verdéchtige Hunde bereits isoliert und intensiv

therapiert werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Bei vielen Infektionskrankheiten von Hunden ist eine zeitnahe Diagnose von
Bedeutung. Somit stellen sogenannte POC-Tests, die direkt in der Tierarztpraxis
binnen weniger Minuten ein Testergebnis liefern, eine sinnvolle Alternative zu
anderen, nur in kommerziellen Laboratorien durchfuhrbaren Testverfahren dar.
Mittlerweile ist eine Vielzahl dieser POC-Tests, die basierend auf einem ELISA-
oder anderen immunchromatischen-Verfahren Erreger-Antigen oder Antikdrper

gegen Erreger nachweisen, kommerziell erhéltlich.

Ziel der ersten Publikation war es, eine Ubersicht Giber POC-Tests zum Nachweis
von Infektionskrankheiten beim Hund zu liefern und ihre Einsatzgebiete und
Limitationen aufzuzeigen. POC-Tests zum Nachweis von D. immitis-Antigen,
Antikdrpern gegen E. canis, L. infantum und Leptospira spp. besitzen eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat. Bei Leptospirose-Tests kann es allerdings infolge der
Impfung gegen Leptospirose zu falsch-positiven Testergebnissen kommen. POC-
Tests zum Nachweis von Antikorpern gegen B. burgdorferi bestitigen nur den
Erregerkontakt, nicht aber die selten auftretende klinisch manifeste Borreliose.
Dasselbe gilt fir POC-Tests zum Nachweis von Antikdrpern gegen Anaplasma spp.
Hier kommt noch hinzu, dass in den seltenen Féllen einer klinisch manifesten

Anaplasmose Symptome in der Regel vor der Bildung von Antikorpern auftreten.

Das Ziel der zweiten Publikation war es, 8 POC-Tests (SNAP® Parvo, Fassisi®
Parvo, Primagnost® Parvo H + K, FASTest® PARVO Card, Vetexpert Rapid Test
CPV Ag®, Anigen Rapid CPV Ag Test Kit®, ImmunoRun® Parvovirus Antigen
Detection Kit, WITNESS® Parvo) zum Nachweis von caninem Parvovirus-Antigen
im Kot von Hunden im Vergleich zu der als Referenzstandard durchgefuhrten real-
time PCR zu untersuchen. Hierfur wurde Kot von 150 Hunden untersucht, darunter
50 Proben von gesunden Hunden (keine Auffélligkeiten in der Kklinischen
Untersuchung sowie keine Impfung gegen CPV mit MLV in den letzten 4 Wochen),
50 Proben von Hunden mit einem erhohten Parvovirus-Infektionsrisiko
(Tierheimhunde ohne Auffalligkeiten in der klinischen Untersuchung sowie keine
Impfung gegen CPV mit MLV in den letzten 4 Wochen) und 50 Proben von
Parvovirose-verdachtigen Hunden. Um als Parvovirose-verddchtig in die Studie

aufgenommen zu werden, mussten die Hunde mindestens 3 der folgenden



V. Zusammenfassung 65

Symptome und Laborveranderungen aufweisen: Durchfall, Erbrechen, gestortes
Allgemeinbefinden, Fieber, Neutropenie oder einen inkorrekten Impfstatus geméaf
der WSAVA-Impfrichtlinien. Mit allen Kotproben wurden die 8 POC-Tests sowie
die real-time PCR durchgefiihrt. Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer
pradiktiver Wert und Gesamtgenauigkeit wurden berechnet. Zur Ermittlung
signifikanter Unterschiede hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat zwischen den
einzelnen POC-Tests wurde ein McNemar-Test und zur Ermittlung der
Ubereinstimmung der einzelnen POC-Tests Cohens Kappa verwendet. AuRerdem
wurde eine logistische Regression zur Untersuchung der Abhéngigkeit der
Sensitivitat der POC-Tests von der Viruslast der jeweiligen Kotprobe durchgefiihrt.
Alle Schnelltests zeigten eine Spezifitat von 100,0 % und folglich auch einen PPW
von 100,0 %. Somit kann ein positives POC-Testergebnis als Beweis fiir eine
Infektion mit caninem Parvovirus angesehen werden. Da an Parvovirose erkrankte
Tiere moglichst zeitnah isoliert und intensiv therapiert werden mdissen, ist bei dieser
Erkrankung die Sensitivitat jedoch der entscheidende Parameter. Diese lag
insgesamt nur zwischen 22,9 (FASTest® PARVO Card) und 34,3 % (Vetexpert
Rapid Test CPV Ag®), sowie zwischen 32,7 (FASTest® PARVO Card) und 49,0 %
(Vetexpert Rapid Test CPV Ag®) in der Gruppe der Parvovirose-verdachtigen
Tiere. Der Vetexpert Rapid Test CPV Ag® unterschied sich hinsichtlich der
Sensitivitat signifikant von den 3 Tests mit den niedrigsten Sensitivitaten, dem
Fassisi® Parvo, dem Primagnost® Parvo H + K und dem FASTest® Parvo Card. Alle
8 POC-Tests zeigten eine mindestens starke Ubereinstimmung (x>0,80). Aufgrund
der zahlreichen falsch-negativen Testergebnisse war die Sensitivitat aller 8
evaluierten POC-Tests sehr niedrig und eine Vielzahl infizierter oder an
Parvovirose erkrankter Tiere wurde nicht identifiziert. Hauptursache hierfir ist eine
zu geringe  Viruslast in  der jeweiligen  Kotprobe, da die
Erkennungswahrscheinlichkeit der POC-Tests von der Viruslast im Kot abhangt.
Somit kann trotz eines negativen POC-Ergebnisses eine Infektion mit Parvoviren
nicht ausgeschlossen werden und verdachtige Tiere missen erneut mittels POC-
Test oder PCR getestet werden. Aufgrund der geringen Viruslast im Kot von
gesunden Hunden eignen sich die POC-Tests nicht als Screeningtests bei diesen

Tieren.
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VI. SUMMARY

Fast diagnosis is very important for some infectious diseases, and thus, POC tests
that provide a test result within a few minutes directly in the veterinary practice, are
an important alternative to other diagnostic methods that can only be performed in
commercial laboratories. A large number of these POC tests, which detect antigen
or antibodies against pathogens based on ELISA or other immunomigration
technologies are commercially available. The aim of the first study was to give an

overview of these POC tests and show their applications and limitations.

POC tests for detection of D. immitis antigen, antibodies against E. canis, L.
infantum, and Leptospira spp. have a high sensitivity and specificity. However, test
results of Leptospira spp. POC tests can also be positive after a vaccination against
Leptospira spp. POC tests for detection of antibodies against B. burgdorferi only
confirm contact with Borrelia spp. and not clinical Lyme disease, which is very rare
in dogs. The same applies for POC tests that detect antibodies against Anaplasma
spp. In addition, in those rare cases of clinical anaplasmosis, clinical signs usually

occur before developing antibodies.

The aim of the second study was to evaluate 8 POC tests (SNAP® Parvo, Fassisi®
Parvo, Primagnost® Parvo H + K, FASTest® PARVO Card, Vetexpert Rapid Test
CPV Ag®, Anigen Rapid CPV Ag Test Kit®, ImmunoRun® Parvovirus Antigen
Detection Kit, WITNESS® Parvo) for detection of canine parvovirus antigen in

faeces of dogs by comparing them to the gold standard, real-time PCR.

Faeces from 150 dogs of 3 groups were collected; 50 faecal samples of healthy dogs
(no abnormalities in physical examination and history, no vaccination against CPV
within the last 4 weeks), 50 faecal samples of shelter dogs (no abnormalities in
physical examination and history, no vaccination against CPV within the last 4
weeks), and 50 faecal samples of dogs with suspicion of CPV infection. To be
included in this group, the dogs had to meet at least 3 of the following criteria:
diarrhea, vomiting, reduced general condition, fever, neutropenia, and/or an
incomplete vaccination status according to the WSAVA guidelines. All faecal
samples were tested with the 8 POC tests and real-time PCR. Sensitivity,
specificity, positive and negative predictive values, and overall accuracy were

calculated. To determine significant differences in sensitivity and specificity among
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the POC tests, McNemar’s test was performed. Cohen’s Kappa statistic was used
to asses agreement among the POC tests. In addition, a logistic regression was
performed to investigate the dependence of the sensitivity of the POC tests on the

virus load of each faecal sample.

All POC tests showed a specificity of 100.0% and consequently also a positive
predictive value of 100.0%. Thus, a positive POC test result confirms an infection
with CPV. However, sensitivity is the most important parameter for test
performance, as dogs infected with CPV have to be isolated in order to prevent
infections of other animals and need intensive therapy. In this study, sensitivity of
all POC tests was low with values between 22.9 (FASTest® PARVO Card) and
34.3% (Vetexpert Rapid Test CPV Ag®) overall, and between 32.7 (FASTest®
PARVO Card) and 49.0% (Vetexpert Rapid Test CPV Ag®) in the group of dogs
suspected to have CPV infection. The Vetexpert Rapid Test CPV Ag® differed
significantly in sensitivity from the 3 tests with the lowest sensitivities, the Fassisi®
Parvo, the Primagnost® Parvo H + K, and the FASTest® Parvo Card. All 8 POC
tests showed at least substantial agreement (k>0.80). Due to the numerous false-
negative test results, the sensitivity of all 8 evaluated POC tests was very low and
a large number of CPV-infected animals were not identified. The main reason is a
low virus load in the faecal samples, as the probability of detection of the POC tests
depends on the virus load in faeces. Thus, a negative POC test result cannot rule
out an infection with CPV and suspicious animals must be tested again using POC
tests or PCR. Due to the low virus load in the faeces of healthy dogs, POC tests are
not suitable as screening tests for these animals.
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