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Einleitung 1

I. Einleitung

Infektionen mit dem felinen Leukdmievirus (FeLV) und dem felinen
Immunschwichevirus (FIV) treten weltweit in der Katzenpopulation auf. Beide
Infektionen  haben  unterschiedliche, mit unspezifischen = Symptomen
einhergehende Verlaufsformen, die keine sichere Diagnose anhand des klinischen
Bildes erméglichen. Auch gesunde Katzen konnen Infektionserreger beherbergen
und {ibertragen, und stellen ein Risiko fiir ihre Artgenossen dar. Nur mit Hilfe von
labordiagnostischen Verfahren ist es mdglich, bestehende Infektionen zu
erkennen. In den letzten Jahren wurden einige neue FeLV- und FIV-
Schnelltestsysteme entwickelt, die dem praktischen Tierarzt die Mdoglichkeit
bieten sollen, die Diagnose schnell und einfach zu stellen. Durch den vermehrten
Einsatz dieser Testsysteme werden Fragen nach der Qualitdt, Genauigkeit und
Sicherheit der einzelnen Schnelltest gestellt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 535 Serumproben von gesunden und kranken
Katzen mit elf verschiedenen kommerziell erhédltlichen FeLV- und FIV-
Testsystemen zu untersuchen. Zur Bestdtigung positiver und 81 negativer FeLV-
Ergebnisse wurde eine Virusisolierung durchgefiihrt. FIV-positive Proben und
100 negative Proben wurden im Western Blot verifiziert. Die Testsysteme sollten
in ihrer Sensitivitit, Spezifitit, im positiven und negativen pradiktiven Wert sowie

anhand ihrer Auswertbarkeit und Ablesbarkeit statistisch verglichen werden.
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II. Literaturiibersicht

Bei dem felinen Leukdmievirus (FeLV) und dem felinen Immunschwéchevirus
(FIV) handelt es sich um zwei pathogene Retroviren, die in der Katzenpopulation
weltweit auftreten und nach wie vor zu den wichtigsten Todesursachen bei
Hauskatzen gehoren (O’CONNOR et al., 1991). Sie besitzen als gemeinsame
Eigenschaft das Enzym Reverse Transkriptase (RT) und werden daher der Familie
der Retrovirdae zugeordnet (TEICH, 1982; PEDERSEN et al., 1987). Beide
Infektionen konnen iiber einen ldngeren Zeitraum asymptomatisch bleiben oder
aber mit unspezifischen Symptomen einhergehen. Eine klinische Diagnose ist
daher nicht moglich. Zuverldssige labordiagnostische Nachweisverfahren sind
notwendig, um eine Infektion zu diagnostizieren. In der tierdrztlichen Praxis
werden zur Diagnostik von FeLV- und FIV-Infektionen heutzutage hauptsidchlich
Schnelltestsysteme verwendet, die entweder auf dem Prinzip des enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) oder auf einem ELISA-&hnlichen
Immunochromatographie-Prinzip beruhen (PEDERSEN, 1988; O'CONNOR et
al., 1991).

1. Feline Leukimievirusinfektion

Das feline Leukdmievirus (FeLV) wurde 1964 von JARRETT und Mitarbeitern
entdeckt und dem Typ C der Unterfamilie der Oncornavirinae zugeordnet. Es
kann von Katze zu Katze iibertragen werden und bei persistierender Infektion zu
verschiedenen Krankheiten fithren (HARDY et al., 1969, 1973). Das Genom
besitzt eine Lénge von ca. 9000 Basenpaaren und setzt sich aus den drei
Hauptgenen gag, env und pol/ und den LTR-Sequenzen (Long Terminal Repeat)
zusammen (NEIL & ONIONS, 1985). Die Innenkorperproteine pl5, p12, p27 und
pl0 werden durch das gag-Gen (group specific antigen) kodiert (STEPHENSON
et al., 1977). Diese werden wihrend des Replikationszyklus in grolen Mengen im
Zytoplasma der infizierten Zellen produziert (HARDY et al., 1969) und teilweise
ins Plasma der Katze abgegeben (HARDY, 1981). Das pol-Gen (polymerase)
kodiert das virale Enzym RT, dessen Funktion die Umschreibung der viralen
RNA in eine einstringige komplementire DNA ist (HARDY, 1981). Das env-
Gen ist fiir die Bildung der beiden Proteine gp70 und pl15(E) der Virushiille
verantwortlich (PINTER et al., 1977). Aufgrund von Sequenzvariationen des env-



II. Literaturiibersicht 3

Gens konnen strukturelle Unterschiede des gp70-Proteins entstehen, die zu einer
unterschiedlichen Antigenitdt und Wirtsspezifitét fiihren (ESSEX, 1975; SARMA
et al., 1975). Mit Hilfe eines Interferenz- und Neutralisationstests konnen diese
unterschiedlichen Eigenschaften differenziert und das FeLV in drei Subtypen (A,
B und C) unterteilt werden (SARMA & LOG, 1971; RUSSEL & JARRETT,
1978). Subtyp A wird als ,stabiler Prototyp bezeichnet, da nur in seiner
Anwesenheit eine Infektion mdglich ist. Subtypen B und C werden daher immer
nur in Kombination mit dem Subtyp A gefunden (JARRETT et al., 1973;
SARMA & LOG, 1973).

Der Nachweis einer FeLV-Infektion wurde im Laufe der letzten Jahre deutlich
vereinfacht. Aufwendige Verfahren wie Elektronenmikroskopie (LAIRD et al.,
1968), Immundiffusion (GEERING et al.,, 1968; HARDY et al, 1969),
Komplementfixierung (SARMA et al., 1971), passive Himagglutination (SIBAL
et al.,, 1970) und Radioimmuntest (SCOLNICK et al., 1972) wurden durch die
Einfiihrung des indirekten Immunofluoreszenztestes (IFT) durch HARDY und
Mitarbeiter (1973a) abgeldst. Heutzutage erfolgt der Nachweis einer FeL V-
Infektion meist mit Hilfe immunologischer Verfahren, welche unter der
Bezeichnung ELISA bekannt sind. Eine Aufstellung aller vermarkteten FeLV-

Testsysteme ist in Tabelle 1 aufgelistet.

1.1. Direkter Erregernachweis

Beim direkten Erregernachweis konnen mit der Virusisolierung FeLV-Partikel in
Serum, Plasma, Speichel, Urin oder Gewebefliissigkeiten nachgewiesen werden.
Heutzutage wird jedoch der einfachere Antigennachweis der Virusisolierung

vorgezogen.
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Tabelle 1: Diagnostische FelLV-Testsysteme seit 1979

(B: Vollblut; P: Plasma, S: Serum; Sp: Speichel; Tr: Trdnenfliissigkeit, fett:
in Deutschland zur Zeit kommerziell erhdltlich)

Handelsname Lizenz zugelassen Nachweis verwendbar
mit
Leukassay Pitmann-Moore 1979 FeLV B,P,S
Leukotest Cambridge 1985 FelLV B,P,S
Bioscience
Diasystems Flex ~ Fermenta 1987 FelLV B,P, S, Sp, Tr
II
Diasystems-FeLV Fermenta 1987 FeLV B,P,S
Virachek Synbiotics 1985 FeLV B,P,S
Assure Synbiotics 1986 FeLV B,P,S, Sp
UNI-TEC Synbiotics 1988 FeLV B,P,S
QED FeLV Synbiotics 1989 FelLV B,P,S
Witness Synbiotics 1995 FeLV B,P,S
Witness Synbiotics 1995 FeLV B,P,S
FIV
CITE StacPak IDEXX 1986 FeLV B,P, S, Sp, Tr
PetChek IDEXX 1987 FelLV P,S
CITE Combo IDEXX 1989 FeLV B,P, S
FIV
CITE PROBE IDEXX 1990 FeLV B,P, S
CITE PROBE IDEXX 1992 FeLV B,P,S
Combo FIV
CITE SNAP IDEXX 1993 FeLV B,P, S
Snap Combo IDEXX 1994 FeLV B,P,S
FIV
Snap FeLV IDEXX 1998 FeLV B,P, S
Snap Combo IDEXX 1998 FeLV B,P,S
Plus FIV
DUO Speed Bio Veto Test 1995 FeLV B,P,S
(BVT) FIV
Speed FeLV Bio Veto Test 1995 FeLV B,P,S
(BVT)
FASTest MegaCor 1996 FeLV B,P,S
OnSite Biotech/NVI 1999 FeLV B,P,S
Hoechst
Mapic Sinovus Biotech 2000 FeLV B,P,S
Inc.
Rapid Sinovus Biotech 2001 FeLV B,P, S
Inc.
Rapid Combo Sinovus Biotech 2001 FeLV B,P,S
Inc. FIV
One-Step European 1998 FeLV P,S
Veterinary

Laboratory (EVL)
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1.1.1. Virusisolierung

Bereits 1968 beschrieben JARRETT und Mitarbeiter die Replikation von Viren in
Zellkulturen, die aus Tumorgewebe gewonnen wurden. Die erste fiir die FeLV-
Diagnostik  verwendbare Virusisolierung wurde im Jahre 1977 von
DeNORONHA und Mitarbeitern entwickelt. Mit Hilfe der Virusisolierung kann
die infektidse Anzahl von replizierenden FeLV-Partikeln, die in Plasma, Serum,
Speichel, Urin oder Gewebefliissigkeit vorhanden ist, erfasst werden

(DeNORONHA et al., 1977).

Bei der Durchfithrung der Virusisolierung werden Clone-81-Katzenzellen oder
QN10-Katzenfibroblasten, die ein defektes murines Sarkomvirus (m-MuSV) in
ihrem Genom enthalten, verwendet (FISCHINGER et al., 1974; JARRETT,
1981). Kommt es in Clone-81-Katzenzellen oder QN10-Katzenfibroblasten zu
einer Replikation von felinen Leukdmieviren, so fungiert das FeLV als
Helfervirus, das die Replikation und Expression des m-MuSV ermoglicht. Es
entstehen Virushybride mit Strukturproteinen und DNA-Anteilen des murinen
Sarkomvirus, die in der Hiille des FeLV eingeschlossen sind. Diese Virushybride
infizieren nun neue Clone-81-Katzenzellen oder QN10-Zellen und fiihren zu einer
Transformation der Zellen. Es kommt zu einer schnellen Proliferation der
transformierten Zellen, die sich abrunden und aus dem Zellverband 16sen. Die
Durchfiihrung einer Virusisolierung dauert zehn bis 14 Tage. Proben, bei denen es
nach 14 Tagen zu keinen typischen Transformationsstellen kommt, werden in der
Regel noch einmal mit Wachstumsmedium versetzt und durchlaufen eine weitere
Virusisolierung. Dieses Verfahren wird als Subkultivierung bezeichnet. Mit Hilfe
der Subkultivierung ist es mdglich, bereits eine sehr kleine Virusmenge zu

isolieren, die anderen Verfahren entgehen (DeNORONHA et al., 1977).

Bei der Virusisolierung handelt es sich um eine sehr sensitive Methode. Sie ist
jedoch ein sehr zeit-, arbeits- und kostenintensives Verfahren. Die Ausriistung
eines Zellkulturlabors und geschultes Personal werden fiir die Durchfithrung
benotigt (DeNORONHA et al., 1977; JARRETT et al., 1982b). Die Blutproben
sollten moglichst frisch und steril sein, um Verlust an vermehrungsfahigem Virus
und Kontaminationen der Zellkultur zu vermeiden. Bei mangelhafter Proben-
qualitit durch zu lange Lagerung kann es zu falschnegativen Ergebnissen
kommen (JARRETT et al., 1982b). Die Virusisolierung wird in der heutigen

FeLV-Diagnostik nicht mehr als Routinetest eingesetzt, sondern nur als
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Bestitigungstest bei positiven Immunochromatographietest- oder ELISA-

Ergebnissen herangezogen (BARR, 1996).

1.1.2. Antigennachweis

Fiir die Routinediagnostik einer FeLV-Infektion wird heutzutage hauptséichlich
der p27-Antigennachweis herangezogen. Beim p27-Antigen handelt es sich um
ein Antigen, das in Serum, Plasma, Speichel, Knochenmark, Trinenfliissigkeit
und in allen infizierten Geweben einer FeLV-infizierten Katze nachgewiesen
werden kann (HARDY, 1991). Es wurde als das zu bestimmende Antigen
gewdhlt, da es mit 25 bis 50 % der Teilchenmasse des Virus das vorherrschende
Protein ist (LUTZ et al., 1980a). Das p27-Antigen kann, abhéngig von der
Verlaufsform der FeLV-Infektion, extrazelluldr (freies Antigen) oder intrazelluldr
nachgewiesen werden. Der Nachweis von freiem p27-Antigen kann mit Hilfe
eines ELISA oder eines ELISA-dhnlichen Immunochromatographie-Prinzips
erfolgen. Der IFT findet seinen Einsatz beim Nachweis von intrazelluldrem p27-
Antigen in neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten (HARDY et al., 1973a).
Die Verlaufsformen einer FeLLV-Infektion sind in Abbildung 1 dargestellt.

‘ FeLV-Infektion ‘
Eliminati:)/\fusbreitung im Kdrper
Regressorkatze Virdmie Tage
ELISA neg ELISA pos g
IFT neg IFT neﬁ
AK Tt AK 1/
Beendig}ung der Yir%imie Keine Beendigung
(transiente Virdmie) der Virimie
Viruselimination vollst. irami
Virdmie 3 Wochen
ELISA neg ELISA pos
IFT neg IFT nEﬁ
AK N AK 1/
Beendigung der Virdmie Keine Beendigung
(transiente Virdmie) der Virimie
Latente Infektion Persistierende Virdmie
ELISA neg ELISA pos _
IFT neg IFT pos 3 - 13 Wochen
AK M AK U
‘ Persistierende Viréimie‘ lebenslang

Abb. 1:  Verlaufsformen der FeLV-Infektion (nach HARTMANN <& HEIN,
2002)
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Der Verlauf einer FeLV-Infektion hédngt entscheidend vom Immunstatus und
Alter des infizierten Tiers, aber auch von Infektionsdosis und Virulenz des Virus
ab (HARDY et al., 1976a; HARDY, 1980a). Nach einer Infektion, die meist
oronasal erfolgt, findet zunachst nur eine lokale Virusvermehrung statt (ROJKO
et al.,, 1979; HOOVER et al., 1980). Katzen, die das Virus in diesem Stadium,
also vor Auftreten einer Virdmie eliminieren, werden als Regressorkatzen
bezeichnet. Diese Tiere besitzen grole Mengen virusneutralisierender Antikorper
und sind vor einer Neuinfektion geschiitzt. Die Infektion kann bei diesen Katzen
mit Routine-Antigentests nicht nachgewiesen werden. Gelingt es dem Organismus
nicht, das Virus zu eliminieren, kommt es zu einer transienten Virdmie, in der
das Virus mit Lymphozyten und Monozyten in die Blutbahn gelangt. Eine
transiente Virdmie dauert meist nur drei bis sechs (bis maximal 16) Wochen.
Gelingt es den Katzen, in der Zeit eine effektive Immunantwort aufzubauen,
konnen sie die Virdmie beenden und das Virus vollstindig aus dem Korper
eliminieren. Transient virdmische Katzen konnen durch Routinediagnostik nicht
von persistierend virdmischen Katzen unterschieden werden (HARTMANN &
HEIN, 2002). Wird das Knochenmark (nach etwa drei Wochen) von den Viren
erreicht, kommt es zum Befall von Knochenmarkszellen. Die rasche
Virusreplikation in den sich schnell teilenden Zellen resultiert in einer grofen
Menge an freien und zellgebundenen Viren im Blut (ROJKO et al., 1982). Durch
die Mechanismen der humoralen und zelluldren Immunabwehr ist es moglich, die
Virdmie zu beenden (ROJKO et al., 1982). Obwohl das Virus aus dem Blut
verschwindet, bleibt integriertes Provirus im Genom von Zellen des
Knochenmarks zuriick. Es kommt zu einer latenten Infektion, die weder durch
ELISA noch durch IFT im Blut nachweisbar ist (PEDERSEN et al., 1984a;
PACITTI, 1987). Nur mittels PCR oder durch Anziichtung von
Knochenmarkszellen, kann eine latente Infektion nachgewiesen werden
(JACKSON et al., 1993; MIYAZAWA & JARRETT, 1998). Bei latent infizierten
Katzen kann es in den ersten Jahren post infectionem durch Immunsuppression
oder Stresssituationen zu einer erneuten Virusreplikation kommen, die eine
erneute Virdmie zur Folge hat (ROJKO et al., 1982; PEDERSEN et al., 1984a;
NEIL & ONIONS, 1985). Bei den meisten der latent infizierten Tiere geht die
virale Information jedoch in einem Zeitraum von bis zu zwei Jahren verloren,
wenn alle Virus-DNA-haltigen Zellen abgestorben oder durch Abschreibefehler
bei der Zellteilung replikationsunfidhige Proviren entstanden sind (PACITTI &



II. Literaturiibersicht 8

JARRETT, 1985; PACITTI, 1987). Nach diesem Zeitpunkt ist keine Gefahr der
Reaktivierung mehr gegeben. Schafft es das Immunsystem der infizierten Katze
nicht, die Virdmie wahrend der ersten Wochen zu beenden, kommt es zu einer
meist lebenslangen persistierenden Viramie. Diese Katzen scheiden das Virus
lebenslang iiber ihren Speichel aus und sterben meist innerhalb von drei bis fiinf
Jahren an FeLV-assoziierten Krankheiten. Die persistierende Virdmie kann durch
Virusisolierung und durch unterschiedliche  Antigen-Nachweisverfahren
diagnostiziert werden (HARDY, 1981; PEDERSEN, 1991). Bei wenigen (bis zu
10 % der) Katzen tritt ein atypischer Verlauf der Infektion auf. Es handelt sich
um eine ,,sequestrierte Infektion®, in der es zur lokalen Vermehrung des Virus z.
B. in der Blase, Milchdriise oder im Auge, ohne Beteiligung des Knochenmarks
kommt. Bei diesen Tieren kann es zu einer intermittierenden oder geringen
Produktion von p27-Antigen kommen. Diese Katzen reagieren daher nur
manchmal und/oder grenzwertig im Antigentest positiv (HOOVER & MULLINS,
1991).

1.1.2.1. Freies Antigen

Freies Antigen (p27-Antigen) kann durch ELISA oder ein ELISA-dhnliches
Immunochromatographie-Prinzip nachgewiesen werden. Diese FeLV-Antigen-
Schnelltests spielen heutzutage die wesentliche Rolle in der FelV-Diagnostik

(PEDERSEN, 1988; O'CONNOR et al., 1991).

1.1.2.1.1. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Der ELISA ist ein spezifischer Test, der 1971 von ENGVALL und PERLMANN
sowie von VanWEEMEN und SCHUURS entwickelt wurde. Im Jahre 1979
wurde von der Firma Pitman-Moore (Washington Crossing, New Jersey, USA)
der erste kommerzielle ELISA (Leukassay F®) vorgestellt und durch Feldstudien
hinsichtlich seiner Praxistauglichkeit gepriift (KAHN & MIA, 1980). Bis heute ist
der ELISA das verbreiteste und gebrduchlichste Verfahren, um eine FeLV-
Infektion zu diagnostizieren (TONELLI, 1991). Er ist eine sehr sensitive
Nachweismethode, da bereits Antigenkonzentrationen zwischen 14 und 28 ng/ml

Serum zu einem positiven Ergebnis fiihren (LOPEZ et al., 1989).

Der ELISA weist mit Hilfe von poly- oder monoklonalen FeLV-Antikdrpern
freies p27-Antigen nach (TONELLI, 1991). Bei den polyklonalen Antikdrpern
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handelt es sich um eine Mischung von Immunglobulinen, die als Folge der
Stimulierung von Lymphozyten, durch unterschiedliche antigene Determinanten
desselben Antigenmolekiils, in vivo synthetisiert werden. Bei der Verwendung
von polyklonalen Antikorpern kann es zu unspezifischen Reaktionen kommen, die
eine genaue Interpretation der Ergebnisse nicht ermodglichen. Bei den heutigen
ELISA werden hauptsidchlich monoklonale Antikérper verwendet, die in vitro
durch Manipulation einzelner Lymphozyten erzeugt werden. LUTZ und
Mitarbeiter (1983) entwickelten einen ELISA mit monoklonalen Antikdrpern
gegen drei verschiedene Epitope des p27-Antigens, die nicht mit dem p27-
Antigen anderer Retroviren kreuzreagierten. SETTELE (1989) ermittelte, bei
einem Vergleich dieses ELISA mit anderen ELISA-Systemen, eine niedrigere
Nachweisgrenze fiir p27 und dadurch eine héhere Sensitivitit bei dem von LUTZ

entwickelten ELISA.

Beschichtete Mikroplattenvertiefungen werden mit Testserum und Konjugat
inkubiert. Im Konjugat befinden sich Antikérper, die an ein Enzym gekoppelt
sind. Ist im Testserum p27-Antigen enthalten, wird es sowohl von den
Antikorpern der soliden Phase als auch von den Antikérpern des Konjugats
gebunden. Nicht gebundene Antikorper werden im darauf folgenden
Waschvorgang entfernt. Durch die Zugabe von Substrat und Chromogen kommt
es zu einer Enzymreaktion, die eine Farbverdnderung bewirkt. Die Farbintensitét
der Reaktion korreliert mit der Hohe der p27-Serumkonzentration und kann mit

bloBem Auge oder mit einem ELISA-Reader beurteilt werden (LUTZ, 1984).

Seit Einfiihrung des ersten kommerziellen ELISA in der FeLV-Diagnostik wurden
zahlreiche Vergleichsstudien mit anderen Nachweismethoden (IFT, Virus-
isolierung) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass sowohl Diskrepanzen zwischen den
Resultaten des ELISA und des IFT (KAHN et al.,, 1980; LUTZ et al., 1980a;
HARDY, 1981; HIRSCH et al., 1982; JARRETT et al., 1982b; WAITS et al.,
1982) als auch zwischen den Ergebnissen des ELISA und der Virusisolation
bestehen (JARRETT, 1980; JARRETT et al., 1982b). Die Diskrepanz zwischen
positiven ELISA- und negativen IFT-Ergebnissen liegt zwischen 10 % und mehr
als 50 % (JARRETT, 1980; JARRETT et al, 1982, 1991; HARDY &
ZUCKERMAN, 1991a). Die Griinde fiir diese Diskrepanz kdnnen auf die
Verlaufsform einer FeL V-Infektion, auf Qualititsmingel der Testsysteme und auf

Handhabungsfehler bei der Durchfiihrung der Testsysteme zuriickgefiihrt werden
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(LOAR, 1991). Bei der FeLV-Infektion kann es vor allem zu Beginn der Virdmie
zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen. Das feline Leukdmievirus vermehrt
sich im lymphatischen Gewebe des Nasen- und Rachenraumes und kleinere
Mengen an freiem Virusantigen treten ins Serum iiber. Die Knochenmarkszellen
sind noch nicht von den Viren infiziert und kein intrazelluldres Antigen befindet
sich in den Blutzellen. Der ELISA reagiert in dieser Phase bereits positiv. Der IFT
hingegen fillt negativ aus (JARRETT et al., 1964; HARDY, 1981; JARRETT et
al., 1982b). Auch die atypische Verlaufsform einer FeLV-Infektion ist fiir einen
Teil der diskrepanten Testergebnisse verantwortlich, da es hier zu einer
intermittierenden Antigendmie kommen kann, die durch den ELISA gelegentlich
entdeckt wird (LUTZ et al., 1980a, 1983; JARRETT et al., 1982b). Der IFT fillt
negativ aus, da keine Virusvermehrung im Knochenmark stattfindet und so kein
nachweisbares intrazelluldres Antigen in den Blutzellen auftritt (HIRSCH et al.,
1982; JARRETT et al., 1982b; McCAW, 1994). Falschpositive Ergebnisse
konnen auch durch eine Farbentwicklung durch anti-Maus-Antikdrper entstehen.
In einer von LOPEZ und JACOBSEN (1989) durchgefiihrten Studie wurde
nachgewiesen, dass zwischen 0,14 und 0,57 % der Katzen anti-Maus-Antikorper
im Serum besitzen, die mit den monoklonalen Antikérpern des ELISA reagieren.
Es kommt zu einer Farbentwicklung, die félschlicherweise als positives Ergebnis
abgelesen wird (JACOBSEN & LOPEZ, 1991). Der Grund fiir die Entstehung der
Antikorper ist nicht eindeutig gekldrt. Man nimmt aber an, das einige Katzen
durch intensiven Kontakt zu Maéusen, Antikdrper gegen Maiuse-IgG bilden
(HORZINEK, 1990). In den letzten Jahren losten die meisten Hersteller das
Problem der durch anti-Maus-Antikorper verursachten falschpositiven Test-
ergebnissen durch die Zugabe von spezifischen Antikorpern, die gegen die anti-
Maus-Antikorper gerichtet sind (LOPEZ et al., 1989). Bei der Handhabung der
Testsysteme konnen zu dem technische Fehler, wie ungeniigendes Waschen
zwischen den einzelnen ELISA-Schritten oder das nicht Einhalten der
vorgegebenen Durchfithrungszeiten, zu falschpositiven FErgebnissen fiihren

(PEDERSEN, 1986).

Da es in der FeLV-Routinediagnostik zum vermehrten Einsatz von ELISA-
Systemen kommt, wurden in den letzten Jahren mehrere Studien zum Vergleich
der kommerziell erhéltlichen ELISA-Tests durchgefiihrt. Die Mehrzahl der

Studien ergab eine gute Korrelation zwischen den Resultaten der einzelnen
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Testsysteme. Sensitivitit und Spezifitit der Testsysteme lagen zwischen 95 % und
100 % (HAWKS et al., 1991; JACOBSON & LOPEZ, 1991; SWANGO, 1991;
HARTMANN et al., 2001).

Der Speichel einer infizierten Katze gilt als Hauptiibertragungsweg einer FeLV-
Infektion, da das Virus im Speichel in grolen Mengen (bis zu eine Million
Viruspartikel pro Milliliter Speichel) ausgeschieden wird (HARDY, 1981).
Einige, kommerziell erhiltliche ELISA, wie z. B. der Assure® FeLV (Synbiotics,
USA) oder der Cite StacPak”™ (IDEXX, USA), sind auch mit einer Speichelprobe
(“Speichel-ELISA*) durchfiihrbar (LEWIS et al., 1987; LUTZ & JARRETT,
1987; LOPEZ et al., 1990; HAWKINS, 1991). Der Assure® FeLV ist im
Gegensatz zum Cite StacPak™ noch kommerziell erhltlich. Der Antigennachweis
im Speichel einer infizierten Katze ist frithestens vier bis acht Wochen nach einer
FeLV-Exposition moglich, da sich erst nach Infektion des Knochenmarks und
nachfolgender Ausschwemmung von Virusmaterial in die Blutzirkulation eine
hohe Viruskonzentrationen im Speicheldriisengewebe bildet (ROJKO et al.,
1979). Friihere Infektionsstadien bleiben im “Speichel-ELISA* so hiufig un-
entdeckt (LEWIS et al., 1987). Bei linger bestehenden FeLV-Infektionen zeigten
Speichel- und Serum-ELISA eine Ubereinstimmung von 97,7 % (LEWIS et al.,
1987). Da das Virus bei einer bestehenden Infektion aber nicht konstant, sondern
nur intermittierend ausgeschieden wird, wird empfohlen, Speichel-
probenuntersuchung nur bei Bestandskontrollen heranzuziehen (BABYAK et al.,

1996).

In einer von Hawkins (1991) durchgefiihrten Studie wurde die Verwendung von
Tréanenfliissigkeit untersucht und mit den Ergebnissen eines ELISA, der mit
Serum durchgefiihrt wurde, verglichen. Der ELISA besal bei der Benutzung von
Trénenfliissigkeit eine niedrigere Sensitivitit als bei der Verwendung von Serum.
Die Spezifitidt hingegen war fiir beide Probenmaterialien gleich gut (LUTZ &
JARRETT, 1987; HAWKINS, 1991). Die niedrige Sensitivitit ist durch die
unterschiedlichen Verlaufsformen einer FeLV-Infektion zu erkldaren. Das Virus
wird erst dann mit der Trénenfliissigkeit ausgeschieden, wenn das Knochenmark
infiziert ist und sich Virus in zirkulierenden Blutzellen befindet. Ein positives
Tranen-ELISA-Ergebnis ist daher erst vier bis acht Wochen nach einer FeLV-
Exposition zu erwarten (ROJKO et al., 1979). Als weiterer Grund fiir die niedrige

Sensitivitdt wird das geringe Volumen der Trénenflissigkeit, das bei der
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Entnahme mittels Trénenstreifen (Schirmer Trinentest-Streifen) gewonnen wurde,
angegeben. Meist wurden weniger als 20 pl Trénensekret gewonnen (HAWKINS
et al., 1986), so dass der Anteil der enthaltenen Viruspartikel unter der Nachweis-
grenze des ELISA liegen kann (HAWKINS, 1991). In der Literatur werden
ELISA zum Antigennachweis in der Tranenfliissigkeit generell nicht empfohlen,
da virales Antigen nicht konstant ausgeschieden wird (FeLV/FIV Panel Report,
1991; HARTMANN & HEIN, 2002).

1.1.2.1.2. Immunochromatographie-Schnelltests

Die Immunochromatographie-Schnelltests basieren auf einem ELISA-éhnlichen
Prinzip und haben in den letzten Jahren in der Tiermedizin sehr an Bedeutung
gewonnen. In der tierdrztlichen Praxis ist ihr Einsatz von groflen Vorteil, da die
Anwendung keinerlei Anspriiche an Laborausriistung und Personal stellt und die

Ergebnisse innerhalb kiirzester Zeit vorliegen (UCHIO et al., 1997).

Die Immunochromatographie-Schnelltests bestehen aus einem aus Spezialpapier
hergestellten Streifen, der sich in einem Kunststoffgehduse befindet. Die
Probenfliissigkeit (Vollblut, Plasma oder Serum) wird in ein vorgesehenes
Probenfenster getropft und wandert dann aufgrund der Saugwirkung des Papiers
von einem Ende zum anderen. Dabei spiilt die Fliissigkeit kleinste, mit Antikorper
beschichtete Latex- oder Goldkiigelchen mit. Falls Antigene in der Fliissigkeit
vorhanden sind, kommt es zur Bildung von Immunkomplexen. Diese werden
durch eine aus membranfixierten Antikdrpern bestehenden Phase auf der Matrix
fixiert. Die fixierten Antigen-Antikorperkomplexe werden entweder durch eine
Enzymwirkung oder durch eine Akkumulation von Gold- oder Latexpartikeln

sichtbar (Gebrauchsinformation FASTest® FeLV, MegaCor, Osterreich).

In einer von ROBINSON und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie (1998) wurde
eine gute Ubereinstimmung der Resultate von einem Immunochromatographietest
(Witness®, Merial, Frankreich) und einem ELISA (PetChek®™, IDEXX, USA)
festgestellt. Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der falschen
Ergebnisse (ROBINSON et al., 1998). HARTMANN und Mitarbeiter (2001)
untersuchten die Stidrken und Schwéchen von sechs in Europa kommerziell
erhiltlich Schnelltests (Snap”, IDEXX, USA; DUO Speed® FeLV, BIO VETO
TEST, Frankreich; FASTest® FeLV, MegaCor, Osterreich; Witness® FeLV,
Synbiotics, USA; OnSite® FeLV, Biotech, Schweden; ONE-Step®, EVL,
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Niederlande). Der OnSite”™ erreichte eine geringe Sensitivitit und Spezifitit und
wurde somit nicht fiir die FeLV-Diagnostik empfohlen. Sowohl der Witness” als
auch der Snap®—Test wiesen einen hohen Anteil an schwer oder nicht
auswertbaren Testergebnissen auf. Der DUO Speed” und der FASTest® wiesen
eine hohe Sensitivitit und Spezifitdt auf und wurden als geeignete Screeningtests

fiir die tierdrztliche Praxis empfohlen (HARTMANN et al., 2001).

1.1.2.2. Intrazellulires Antigen

Intrazelluldres Antigen kann frithestens drei Wochen nach Beginn einer FeLV-
Infektion, wenn die Viren das Knochenmark infiziert haben, in Granulozyten,
Thrombozyten und zum Teil auch in Monozyten und Lymphozyten im Blut
nachgewiesen werden. Die rasche Virusreplikation in den sich schnell teilenden
Zellen des Knochenmarks resultiert in einer groBen Menge an zellgebundenen
Viren im Blut (HARDY et al., 1973b; HOOVER et al., 1977a; ROJKO et al.,
1978; HARDY, 1981).

Der erste Test, der auf der Entdeckung von intrazelluldren viralem Antigen
basierte, war der Immundiffusionstest (1969), der jedoch aufgrund seiner
schwierigen und zeitintensiven Durchfiihrung fiir die Routinediagnostik nicht
geeignet war (HARDY, 1971). Als erster fiir die Routinediagnostik relevanter
Test folgte der indirekte IFT (HARDY et al., 1973a). Die Immunhistochemie, ein
Verfahren, das zum Nachweis von FeLV-Antigenen in Gewebeproben post
mortem angewendet wird, spielt fiir die Routinediagnostik intra vitam keine groB3e

Rolle.

1.1.2.2.1. Immunofluoreszenztest

Der indirekte Immunofluoreszenztest (IFT) wurde von HARDY und seinen
Mitarbeitern im Jahre 1973 entwickelt und als erster praktikabler Routinetest fiir
die FeLV-Diagnostik eingesetzt. Es handelt sich um einen sehr spezifischen und
akkuraten Test. Er wird auch heute noch, neben der Virusisolierung, in der FeL V-
Diagnostik als eine der Referenzmethoden angesehen und bei positiven ELISA-
oder Immunochromatographietests als Bestitigungstest eingesetzt (HARDY &
ZUCKERMAN, 1991a). Der IFT und die Virusisolierung stimmen in 97,5 % bis
98,3 % ihrer Ergebnisse liberein (HARDY, 1981; JARRETT et al., 1982b).
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Der IFT weist gruppenspezifische Innenkdrperproteine (pl5, p12, p27 und pl0)
des felinen Leukdmievirus mittels spezifischer Antiseren und einer
Immunofluoreszenzreaktion nach. Das Antiserum enthilt polyklonale Antikorper
und wird durch Immunisierung von Kaninchen mit gereinigtem FeLV gewonnen
(HARDY & ZUCKERMAN, 1991a). Fiir die Durchfithrung des IFA werden
dinne Blut- oder Knochenmarksausstriche verwendet, die getrocknet und
anschliefend in Alkohol oder Aceton fixiert werden. Die Fixierung bewirkt eine
Zerstorung der duBleren Zellmembran und ermdglicht, dass sich hinzugegebenes
Kaninchen-Anti-FeLV-Serum an eventuell vorhandene Virusbestandteile im
Zytoplasma der infizierten Blutzellen haftet. Kommt es zur Bildung von Antigen-
Antikorper-Komplexen, werden diese anschlieBend mit Fluorescein-
Isothiocyanat-konjugierten-anti-Spezies-Antikorpern ~ sichtbar  gemacht. Im
Fluoreszenzmikroskop erscheinen die Antigen-Antikorper-Komplexe als
apfelgriine Granula. Unspezifische Hintergrundfarbungen konnen mit Hilfe der
Evans-Blaufarbung differenziert werden. Sie erscheinen dann im ultravioletten

Licht rot (HARDY & ZUCKERMAN, 1991a).

Der IFT kann frithestens nach einer etwa dreiwdchigen Virdmie positiv werden
(HARDY et al., 1973; HOOVER et al., 1977a; ROJKO et al., 1978; HARDY,
1981). Bei experimentell infizierten Katzen reagiert der IFT frithestens ab dem 18.
Tag post infectionem positiv (JARRETT et al., 1982b). Tritt bei einer FeLV-
infizierten Katze eine positive IFT-Reaktion auf, so besteht eine 91 % bis 97 %
Wahrscheinlichkeit, dass die Virdmie bestehen bleibt (HARDY, 1981, 1991).
Diese persistierend virdmischen Tiere scheiden das Virus lebenslang iiber ihren
Speichel aus und sterben meist innerhalb von drei bis fiinf Jahren an FeLV-
assoziierten Krankheiten (HARDY, 1981). In nur 3 % bis 9% der positiven IFT-
Reaktionen handelt es sich um eine transiente Virdmie (HARDY, 1981;
JARRETT et al., 1982a; LUTZ et al., 1983; HARDY & ZUCKERMAN, 1991a,
JARRETT et al., 1991a), die beendet und damit zu einer latenten Infektion wird
(POST & WARREN, 1980; ROJKO et al., 1982; MADEWELL & JARRETT,
1983; PEDERSEN, 1984; PEDERSEN et al., 1984a; PACITTI & JARRETT,
1985, 1986).

Falschnegative Ergebnisse entstehen bei ,schlechten, leukozytenarmen oder
beschéidigten Blut- oder Knochenmarksausstrichen (HARDY & ZUCKERMAN,

1991a) und bei der Benutzung von heparinisierten Proben, da es hier zu einer
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verminderten Intensitdt der fluoreszierenden positiven Zellen kommen kann
(JARRETT, 1995). Andererseits treten durch Bindungen des Fluoreszinfarbstoffes
an eosinophile Granulozyten unspezifische Anfarbungen auf, die ein falsch-
positives Testergebnis vortduschen kénnen (GWALTER, 1981; FLOYD et al.,
1983).

Fiir die Durchfiihrung und Auswertung des IFT miissen geschultes Personal und
ein Fluoreszenzmikroskop zur Verfiigung stehen. Aus diesem Grund bleibt er

Speziallabors vorbehalten (HARDY & ZUCKERMAN, 1991a).

1.1.2.2.2. Immunhistochemie

Mit der Immunhistochemie kénnen Gewebeproben post mortem auf FelLV-
Antigen untersucht werden. Dazu werden methanol- oder formalinfixierte, in
Paraffin eingebettete Gewebeschnitte nach Entparaffinisierung auf das Vorliegen
von p27- oder p70-Antigenen untersucht (REINACHER & THEILEN, 1987;
KOVACEVIC et al., 1997).

1.1.3. Nachweis des Genoms

Der Nachweis des Genoms erfolgt mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR). Die PCR ist eine Technik, die 1985 von MULLIS und Mitarbeitern
entwickelt wurde und die zur in vitro Vermehrung (Amplifikation) von
bestimmten DNA-Abschnitten dient. Es handelt sich um eine hoch spezifische
und sensible Methode (MULLIS et al., 1986, 1987). Um die PCR auch fiir die
Diagnostik von RNA-Viren zu niitzen, muss die RNA zuerst mittels der RT in
eine DNA umgewandelt werden. Ein solcher Vorgang wird als Reverse-

Transkriptase-PCR (RT-PCR) bezeichnet (MURPHY et al., 1999).

Die PCR basiert auf einer sich stindig wiederholenden Synthese einer bestimmten
DNA-Sequenz durch die Polymerase des hitzestabilen Bakteriums Thermus
aquaticus (Taq-Polymerase). Die Synthese des DNA-Stranges beginnt an einem
kurzen, zu einem bestimmten Abschnitt der DNA-Matrix komplementédren
Oligonukleotid, dem sogenannten Primer. In der Regel werden zwei Primer
eingesetzt, die jeweils komplementir zu den gegeniiberliegenden Stringen einer
DNA-Region sind. Die PCR-Produkte (amplifizierte DNA-Sequenzen) werden im
Anschluss iiber eine Gelelektrophorese ihrem Molekulargewicht nach aufgetrennt,

mit Ethidiumbromid geféarbt und z. B. durch UV-Licht als fluoreszierende Banden
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sichtbar gemacht (MULLIS et al., 1986). Die Sensitivitit der PCR kann durch das
Prinzip der “nested* PCR noch gesteigert werden (KEMP et al., 1989; ALBERT
& FENYO, 1990; RIMSTAD et al., 1990). Hierbei handelt es sich um zwei
hintereinandergeschaltete PCR-Runden mit zwei verschiedenen Primerpaaren.
Die erste PCR enthélt ein externes Primerpaar, wihrend die zweite PCR ein
internes “nested Primerpaar, enthilt. Das groBere DNA-Fragment der ersten PCR
dient als Vorlage fiir die zweite Reaktion, bei der nur selektive Fragmente mit
gewiinschten Abschnitt amplifiziert werden (RIMSTAD & UELAND, 1992;
MOMOI et al., 1993).

Neben der “herkdmmlichen* PCR hat sich in den letzten Jahren die quantitative
“real-time*“-Tagman-PCR etabliert, die auch in der FeLV-Diagnostik eine
zunehmende Rolle spielt (LIVAK et al., 1995; GIBSON et al., 1996; HEID et al.,
1996). Das Prinzip der “real-time* PCR ist in Abbildung 2 dargestellt. Zusitzlich
zu zwei Primern befindet sich im Reaktionsgefdl eine Probe, die mit zwei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (Reporter-(R)-Farbstoff und Quencher-(Q)-
Farbstoff) markiert ist und sich an eine Gensequenz zwischen den beiden Primern
bindet. Die beiden Fluoreszenzfarbstoffe liegen zu Beginn einer PCR nah
zusammen, so dass nach Anregung durch einen Argon-Laser die Energie des R-
Farbstoffes auf den Q-Farbstoff iibertragen wird und dieser Licht emittiert.
Wéhrend der PCR werden beide Primer durch die Taq-DNA-Polymerase
verldngert, bis sie auf die Probe treffen (HOLLAND et al., 1991). Die Probe wird
vom DNA-Strang gelost und mit Hilfe der 5 Nuklease-Aktivitit der Tag-
Polymerase abgebaut. Durch den Abbau der Probe werden die Fluoreszenz-
farbstoffe voneinander getrennt und es kann kein Energietransfer mehr stattfinden.
Beide Fluoreszenzfarbstoffe emittieren nun Licht. Die Stirke der Fluoreszenz des
R-Farbstoffes ist proportional zur gebildeten DNA-Menge sein. Diese Reporter-
fluoreszenz wird alle sieben Sekunden gemessen, ohne dass das Reaktionsgefif3
geoffnet werden muss. Es entsteht eine PCR-Kurve, in der das Fluoreszenzsignal
des R-Farbstoffes in Abhéngigkeit vom PCR-Zyklus dargestellt ist. In den ersten
Zyklen liegt das Fluoreszenzsignal unterhalb der Nachweisgrenze. Danach steigt
es kontinuierlich an. Es wird ein mdglichst frither Punkt innerhalb der PCR-
Reaktion gewihlt, um die Virus-Ausgangsmenge zu bestimmen. Dieser Punkt
wird als sogenannter Treshold* gekennzeichnet. Der PCR-Zyklus, bei dem die

PCR-Kurve diesen “Treshold* schneidet, wird “Treshold-Cycle* genannt. Der
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“Treshold-Cycle* korreliert gut mit der eingesetzten Virusmenge und erlaubt
daher eine genaue Quantifizierung der Virusmenge, die fiir die PCR eingesetzt
wurde (LEUTENEGGER, 2001).
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Abb. 2:  Prinzip der “real-time*“-Tagman-PCR (nach LEUTENEGGER et al.,
1999)
(O = Quencherfarbstoff; R = Rezeptorfarbstoff; P = Phosphatgruppe)

Die “real-time“-Tagman-PCR weist gegeniiber der konventionellen PCR
wesentliche Vorteile auf. Zum einem ist der Arbeitsaufwand deutlich geringer, da
nach der PCR-Reaktion die aufwendigen Arbeitsschritte wie die Gelauftrennung
und Sichtbarmachung der PCR-Produkte entfallen. Zum anderen ist das
Kontaminationsrisiko sehr gering, da die Reaktionsgefde nach der PCR nicht
mehr gedffnet werden. Die Fluoreszenz, die wihrend der PCR bei positiven
Proben entsteht, wird bei jedem PCR-Zyklus automatisch durch das
Reaktionsgefdl hindurch gemessen. Auch die Spezifitit ist gegeniiber der
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konventionellen PCR deutlich hoher, da sich nicht nur die beiden Primer sondern
auch die Probe an eine bekannte Gensequenz binden miissen. Somit besteht
jedoch auch die Gefahr, dass nicht alle Stimme eines Virus mit der “real-time*-
Tagman-PCR  nachgewiesen werden koénnen (HEID et al, 1996;
LEUTENEGGER, 2000)

In der FeLV-Diagnostik erweist sich die PCR vor allem zur Diagnose einer
latenten FeLV-Infektion als hilfreich, da es bei dieser Verlaufsform zu keiner
Virusreplikation kommt. Nur die im Wirtszellgenom integrierte virale DNA ist
vorhanden, aber kein freies Virus. Latent infizierte Katzen sind daher im Antigen-
nachweis negativ und somit in der Routinediagnostik nicht zu erfassen
(HARTMANN & HEIN, 2001). Mit der PCR wurde es moglich, im Genom von
infizierten Katzen integriertes FeLV auch ohne aufwendige Reaktivierung des
Virus nachzuweisen. Es waren JACKSON und Mitarbeitern (1993), denen es
gelang FeLV-Provirus im Tumorgewebe von antigen-negativen Katzen
nachzuweisen. FEinige Jahre spiter wurde auch FeLV-Provirus im Genom
peripherer Blutlymphozyten (PBL) entdeckt (MIYAZAWA & JARRETT, 1998).
HERRING und Mitarbeitern (2001) gelang es, FeLV-Provirus im Kormneagewebe,

antigen-negativer Katzen nachzuweisen.

In der DNA von Katzen befinden sich verschiedene endogene Sequenzen, die
teilweise mit Sequenzen des FeLV-A-Provirus iibereinstimmen (SOE et al., 1983,
1985). Sie werden als ,,endogenes FeLV* (enFeLV) bezeichnet. Ein Teil des
exogenen, infektiosen FeLV-A-Genoms fehlt jedoch beim enFeLV (OKABE et
al., 1978). Signifikante Unterschiede findet man in der U3-Region des LTR, die
nur bei exogenem FeLV, nicht aber bei enFeLV gefunden werden kann (CASEY
et al., 1981). Die Primer, die fiir die FeLV-PCR eingesetzt werden, sind daher
meist komplementér zur bestimmten U3 Region der LTR-Sequenz des FeLV-A
Genoms (CASEY et al., 1981; BERRY et al., 1988; McDOUGALL et al., 1994).
Durch die Einfithrung der quantitativen “real-time“-Taqman-PCR kann, neben
dem Nachweis von proviraler FeLV-DNA, auch der quantitative Provirus-Load
einer FeLV-infizierten Katze gemessen werden (HOFMANN-LEHMANN et al.,
2001). Anhand der Provirus-Load Messungen wurden die unterschiedlichen
Verlaufformen einer FeLV-Infektion bei experimentell oder natiirlich infizierten
Tieren genauer als bei Verwendung des Antigentests charakterisiert (HOFMANN-
LEHMANN et al., 2001). Der Einsatz der quantitativen “real-time*“-Tagman-PCR
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ist bei Impfstoffstudien, aber auch bei der Uberpriifung der Wirksamkeit von
antiviralen Therapien notwendig, da hier eine préizise Quantifizierung der
Virusmenge erfolgen muss. Fiir die FeLV-Routinediagnostik steht diese Methode
noch nicht zur Verfiigung, da noch kein standardisiertes Protokoll vorliegt

(ZENGER, 2000).

1.2. Indirekter Erregernachweis

Infizierte Katzen koénnen gegen viele Komponenten des FeLV Antikorper bilden
(ESSEX et al., 1977; STEPHENSON et al., 1977b; DeNORONHA et al., 1978;
JACQUEMIN et al., 1978; LUTZ et al., 1980b). Kommt es im Laufe der Infektion
zu einer Immunitdt, sind dafiir virusneutralisierende Antikorper, vor allem gegen
verschiedene Epitope des Hiillglykoprotein (gp70), verantwortlich (SCHALLER
& OLSEN 1975; HARDY et al., 1976b; ESSEX et al., 1977; STEPHENSON et
al., 1977b; DeNORONHA et al., 1978; RUSSEL & JARRETT 1978; GRANT et
al., 1980; LUTZ et al., 1980b). Die Infektiositdt des Virus wird durch Antikodrper
neutralisiert, die sich an die spezifischen Antigene der Virusoberfliche binden
und die Virusadsorption an die Zellmembran verhindern. Einige virus-
neutralisierende Antikorper konnen an Epitope binden, die allen drei Subtypen
gemeinsam sind, und daher alle drei Subtypen neutralisieren (CHARREYRE &
PEDERSEN, 1991). Antikorper, die gegen Innenkorperproteine (z. B. p27, p15,
pl2 und pl0) des FeLV gebildet werden, haben keinen virusneutralisierenden
Effekt. Es gibt jedoch Hinweise, dass sie eine Lyse infizierter Zellen unter
Mitbeteiligung des Komplementsystems verursachen kdnnen, indem sie sich an
die FeLV-Vorléduferproteine binden, die an der Zelloberfliche exprimiert werden
(GRANT & ESSEX, 1981; LUTZ, 1984). Durch die Bildung von Antigen-
Antikorperkomplexen kann es zur Entstehung von Immunkomplexkrankheiten

kommen (LOAR, 1993).

Etwa 2 % der Katzen, die eine Infektion eliminieren, besitzen keine nach-
weisbaren, virusneutralisierenden Antikdrper, sondern bekdmpfen die Infektion
allein durch zelluldre Immunmechanismen (HOOVER et al., 1977a; LUTZ, 1984;
CHARREYRE & PEDERSEN, 1991). Die zelluldre Immunitét richtet sich gegen
das Innenkorperprotein pl15(E), das auf der Oberfliche von FeLV-infizierten
Zellen exprimiert wird (LEDBETTER et al., 1978; SLISKI & ESSEX, 1979;
LUTZ, 1984). FLYNN und Mitarbeiter (2000) zeigten, dass bei Katzen im
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Anfangsstadium der Infektion das Virus, bereits vor dem Erscheinen von virus-
neutralisierenden Antikdrpern, durch die Aktivitit von FeLV-spezifischen

zytotoxischen T-Lymphozyten eliminiert werden kann.

1.2.1. Virusneutralisierende Antikorper

Der Nachweis von virusneutralisierenden Antikorpern kann mittels Virus-
neutralisationstest (SCHALLER & OLSEN, 1975) oder ELISA (LUTZ et al.,
1980b) erfolgen. Diese Methoden werden hauptsidchlich zu Forschungszwecken
angewendet und finden in der Routinediagnostik noch keine Verwendung. Es
wire jedoch eventuell sinnvoll, vor der FeLV-Impfung einer Katze nicht nur einen
Antigennachweis, sondern auch einen Nachweis von Antikdrpern durchzufiihren,
um Auskunft {iber eine vorhandene Immunitét zu erhalten und so gegebenenfalls
auf die Impfung verzichten zu kénnen. Ein Test zum Nachweis von Antikorpern
ist jedoch noch nicht kommerziell erhiltlich, da es noch keinen
wissenschaftlichen Nachweis gibt, wie aussagekriftig eine Antikorperbestimmung
einen Schutz gegen FeLV vorhersagen wiirde, welche Antikérper am besten zu
testen wiren und in welcher Hohe sie vorhanden sein miissten (HARTMANN et

al., 2002).

1.2.1.1. Virusneutralisationstest

Mit dem Virusneutralisationstest kann, durch die Beurteilung des zytopathischen
Effekts einer standardisierten, infizierten Zellkultur, nachgewiesen werden, ob
eine Katze virusneutralisierende Antikorper besitzt (SARMA & LOG, 1975;
SCHALLER & OLSEN, 1975). Fiir die Durchfiihrung wird eine standardisierte
Menge an infektiosen FeLV-Partikeln mit verschiedenen Verdiinnungsreihen des
Testserums  versetzt. AnschlieBend werden Indikatorzellen (Clone-81-
Katzenzellen oder QN10-Katzenfibroblasten) mit den behandelten Viruspartikeln
infiziert. Der Virusneutralisationstest ist negativ, wenn bei der Untersuchung der
Indikatorzellen keine oder eine reduzierte Zelltransformation sichtbar ist.
SCHALLER und OLSEN entwickelten 1975 einen Virusneutralisationstest, mit
dem es moglich wurde, anhand von neutralisierenden Antikdrpern zwischen den
drei bekannten Subgruppen (A, B und C) des felinen Leukdmievirus zu
unterscheiden. In der FeLV-Routinediagnostik findet der Nachweis von

virusneutralisierenden Antikdrpern keine Verwendung, da kein standardisierter
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Test vorhanden ist. Der Virusneutralistationstest wird heutzutage hauptsdchlich

zur Impfstofftestung eingesetzt (WEIJER et al., 1993).

1.2.1.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Durch die Kombination einer Gelelektrophorese mit einem anschlieBenden
ELISA (GEDELISA - gel electrophoresis-derived enzyme-linked immunosorbent
assay) gelang es LUTZ und Mitarbeitern 1980 eine qualitative und quantitative
Bestimmung verschiedener Antikorper gegen FeLV vorzunehmen. Bei dieser
Methode wird zunichst mit Hilfe der Gelelektrophorese gereinigtes FeLV in seine
Proteinfraktionen aufgetrennt und anschlieBend in einzelne Mikroplatten-
vertiefungen des ELISA-Systems pipettiert. Mit der zu untersuchenden
Serumprobe wird anschlieBend ein ELISA durchgefiihrt. Mit den Absorptions-
werten, die fiir die einzelnen Proteinfraktionen im ELISA gemessen werden, kann
nun die quantitative Berechnung der verschiedenen FeLV-Antikorper
vorgenommen werden. Den Testergebnissen zu Folge produzieren natiirlich
infizierte Katzen, die das Virus innerhalb der ersten beiden Wochen erfolgreich

eliminieren, gegen alle viralen Komponenten Antikérper (LUTZ et al., 1980b).

Da nur Antikdrper gegen Hiillproteine (gp70) virusneutralisierende Eigenschaften
besitzen, entwickelten WEIJER und Mitarbeiter (1993) einen ELISA, dessen
Vertiefungen entweder mit vollstindigem FeLV, mit FeLV-gp70-Protein oder mit
gp70-Untereinheiten beschichtet waren. Sie entdeckten auf diese Weise, dass nur
bestimmte Epitope des gp70 die Produktion neutralisierender Antikdrper anregen

(WELJER et al., 1993).

1.2.2. Anti-FOCMA-Antikorper

ESSEX und Mitarbeiter (1971a) vermuteten, dass eine Resistenz gegen die
Entwicklung maligner Tumoren, die durch das feline Sarkomvirus (FeSV) und
FeLV induziert werden, mit dem Auftreten von Antikérpern korreliert. Diese
Antikorper, so vermuteten die Autoren, sind gegen virusassoziierte Zell-
oberflachenantigene (feline oncornavirus cell membran-associated antigen,

FOCMA) gerichtet (ESSEX et al., 1971a).

Urspriinglich nahm man an, das FOCMA ein zelluldres Antigen sei, das bei einer

Transformation in eine Tumorzelle demaskiert wird (ESSEX et al.,, 1977;
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SNYDER et al, 1983). Man dachte, dass hohe anti-FOCMA-
Antikorperkonzentrationen eine tumorprotektive Wirkung besitzen (ESSEX et al.,
1975a; HARDY et al., 1976a; GRANT et al., 1980; SWENSON et al., 1990).
Dann wurde diskutiert, dass FOCMA ein virales Antigen sei, das von FeLV-C
kodiert wird. Man fand aber, dass zwar eine groBe Ahnlichkeit, aber keine
vollstdndige Identitit zwischen FOCMA und FeLV-C-gp70 besteht (SNYDER et
al., 1983).

Es ist nicht eindeutig geklart, wieso FOCMA-Antikérper im Zusammenhang mit
einer FeLV-Infektion auftreten konnen (HARDY, 1980b; SNYDER et al., 1983;
VEDBRAT et al, 1983). FOCMA-Antikdrper kommen unter anderem bei
persistierend virdmischen Katzen vor (ESSEX et al., 1975b; HARDY et al.,
1976b). Die heutigen Meinungen iiber die Identitit und Bedeutung von FOCMA
sind sehr widerspriichlich. So hdlt LUTZ (personliche Meinung) FOCMA fiir eine
uneinheitliche Gruppe viraler Antigene, die sich bei FeLV-infizierten Katzen auf
den Zelloberfldchen befinden koénnen (aber nicht immer vorhanden sind), damit
nur eine FeLV-Exposition anzeigen und keinerlei weitere Bedeutung haben.
Dagegen ist fir JARRETT (personliche Meinung) eine gewisse Schutzwirkung
gegen die Ausbildung von Tumoren durch die anti-FOCMA-Antikorper weiter in

Betracht zu ziehen.

FOCMA-Antikorper wurden frither mit einem indirekten Membranfluoreszenztest
gemessen (ESSEX et al., 1971a, b; ESSEX & SNYDER, 1973). Heute wird ein
IFT durchgefiihrt, bei dem FL74-Zellen (feline Lymphomzellen) auf einem
Objekttrager fixiert werden. Diese werden mit verschiedenen Verdiinnungsstufen
des Testserums tiberschichtet. Sind im Serum FOCMA-Antikorper enthalten, so
binden sich diese an die Oberflichenmembran von FL74-Zellen und werden durch
die Zugabe von Fluoreszein-markierten-Antikorpern gegen Katzen IgG markiert

(ESSEX et al., 1971a,b; ESSEX & SNYDER, 1973; ESSEX, 1974, 1975).

2. Feline Immunschwichevirusinfektion

Das feline erworbene Immunschwichesyndrom (“feline aquired immuno-
deficiency syndrome®, F-AIDS) wird durch eine Infektion mit dem felinen
Immunschwichevirus  (FIV) hervorgerufen (PEDERSEN et al., 1987;
YAMAMOTO et al.,, 1988a, 1988b, 1989). FIV verursacht bei Katzen eine

chronisch persistierende Infektion, die durch eine progressive Immunschwiche,
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neurologische Verdnderungen und opportunistische Infektionen charakterisiert ist
(BENDINELLI et al., 1995). Das Gen des felinen Immunschwéchevirus besteht
aus 9,000 bis 10,000 Basenpaaren und wird von beiden Seiten durch sogenannte
,Long Terminal Repeats (LTR) begrenzt (ELDER & PHILLIPS, 1995).
Zwischen diesen LTR liegen die drei Strukturgene gag, pol und env, die die
genetischen Informationen enthalten. Die Proteine, die durch die drei
Strukturgene kodiert werden, werden zundchst als groBe Vorlduferproteine
synthetisiert, die durch die virale Protease gespalten werden (OLMSTED et al.,
1989; TALBOTT et al., 1989; MIYAZAWA et al., 1991; MAKI et al., 1992). Das
gag-Gen kodiert fiir die Strukturproteine. Zunédchst wird das Vorlduferprotein p55
synthetisiert, das sich in das Kapsidprotein (CA) p24, das Matrixprotein (MA)
p15 und das Nukleokapsidprotein (NC) p10 aufspaltet (EGBERINK et al., 1990;
STEINMANN et al., 1990, SUMMERS et al., 1992; ELDER et al., 1993). Die
Enzyme Protease (PR), RT und Integrase (IN) werden durch das pol-Gen kodiert
(SPARGER et al., 1989; TALBOTT et al., 1989). Das env-Gen ist fiir die Bildung
der beiden glykosilierten Hiillproteine, das Oberflachenantigen (SU) gp120 und
das Transmembranprotein (TM) gp40, verantwortlich (EGBERINK et al., 1990;
VERSCHOOR et al., 1993b). Variationen in der env-Gensequenz bilden die
Grundlage fiir die Einteilung von FIV in die Subtypen A, B, C, D und E
(GREENE et al., 1993; RIGBY et al., 1993).

Die Diagnose einer FIV-Infektion kann nicht anhand von klinischen Symptomen
erfolgen (HOSIE et al., 1989; HARTMANN, 1996), sondern beruht entweder auf
einem direkten Erregernachweis oder auf dem Nachweis von spezifischen, gegen
das FIV gerichteten Antikorpern. Da es sich um eine lebenslang persistierende
Infektion handelt, die fast immer mit einer hohen Antikérperkonzentration
einhergeht, besitzt der einfachere Antikdrpernachweis eine groflere Bedeutung in
der Routinediagnostik der FIV-Infektion als der direkte FErregernachweis
(JARRETT et al., 1991). Der Antikorpernachweis erfolgt hauptsédchlich mit
einfach durchzufiihrenden ELISA-Systemen (REID et al., 1992) oder mit
Immunochromatographie-Schnelltests. Eine Aufstellung aller seit 1988

verfligbaren FIV-Testsystemen ist in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2: Diagnostische FIV-Testsysteme seit 1988

(B: Vollblut; P: Plasma; S: Serum, fett: in Deutschland zur Zeit kommerziell

erhdltlich)
Handelsname Lizenz zugelassen Nachweis verwendbar
mit
PetChek IDEXX 1988 FIV P, S
CITE IDEXX 1988 FIV B,P,S
CITE IDEXX 1989 FeLV B,P,S
FIV
Probe COMBO IDEXX 1992 FeLV B,P,S
FIV
PetChek IDEXX 1992 FIV P, S
Snap COMBO IDEXX 1994 FeLV B,P,S
FIV
Snap COMBO IDEXX 1998 FeLV B,P,S
Plus FIV
PetChek Plus IDEXX 1998 FIV P, S
Anti-FIV
DUO Speed Bio Veto Test 1995 FeLV B,P,S
(BVT) FIV
Speed FIV Bio Veto Test 1995 FIV B,P,S
(BVT)
FASTest FIV MegaCor 1996 FIV B,P,S
Witness Synbiotics 1995 FIV B,P,S
Witness Synbiotics 1995 FeLV B,P,S
FIV
Virachek Synbiotics 1992 FIV B,P,S
OnSite Biotech/NVI 1999 FIV B,P,S
Mapic Sinovus Biotech 2000 FIV B,P,S
Inc.
Rapid Sinovus Biotech 2001 FIV B,P,S
Inc.
Rapid Combo Sinovus Biotech 2001 FIV B,P,S
Inc. FeLV
One-Step European 1998 FIV B,P,S
Veterinary
Laboratory (EVL)
VetRED FIV AGEN 1995 FIV B,P
Biomedical Ltd.

2.1. Direkter Erregernachweis

Der direkte Erregernachweis kann durch Virusisolierung oder mittels PCR
erfolgen und wird in Zukunft mit Einfiihrung der ersten Impfstoffe gegen FIV
noch an Bedeutung gewinnen, da nur ein direkter Erregernachweis eine

immunisierte Katze von einer infizierten unterscheiden kann (LUTZ, 1999).
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2.1.1. Virusisolierung

Das feline Immunschwéchevirus persistiert lebenslang im Korper eines infizierten
Tieres und kann mit Hilfe der Virusisolierung in peripheren Blutlymphozyten
nachgewiesen werden (HOPPER et al., 1989; ISHIDA et al., 1989; YAMAMOTO
et al., 1989). Die Isolierung gelingt in der frithen oder terminalen Phase einer FIV-
Infektion einfacher als im asymptomatischen Stadium, da hier die Virus-
konzentration im Blut durch die niedrige Replikationsrate geringer ist (HAASE,
1986; NARAYAN & CLEMENTS, 1989; PEDERSEN et al., 1989; SPARGER,
1993). Auch bei einigen FIV-Antikorper-negativen Katzen wurde Virus isoliert
(HARBOUR et al., 1988; HOPPER et al., 1989; LUTZ et al., 1990; UELAND &
NESSE, 1991; DANDEKAR et al., 1992).

Fiir den Virusnachweis in der Zellkultur werden periphere Blutlymphozyten mit
Lymphozyten einer gesunden Katze kokultiviert. Ist Virus vorhanden, kann es in
vitro zu einem zytopathischen Effekt in den Zellen und zum anschlielenden
Zelltod kommen (MACY, 1994). Bei den meisten FIV-Stammen wird jedoch kein
zytopathischer Effekt in den Zellen erzeugt. Das Vorhandensein von FIV im
Zellkulturiiberstand kann in diesem Fall durch Messung der RT-Aktivitét
(PEDERSEN et al., 1987), durch Nachweis von p24-Antigen im ELISA (TILTON
et al., 1990), durch intrazelluldren Nachweis von p24 im Immunofluoreszenztest,
durch Nachweis von Viruspartikeln im Elektronenmikroskop oder durch PCR
nachgewiesen werden (TORTEN et al, 1991; HOHDATSU et al.,, 1992;
RIMSTAD & UELAND, 1992; MOMOI et al., 1993; VAHLENKAMP, 1993).

Die Messung der RT-Aktivitdit war frither die ibliche Methode, um eine
Vermehrung von Retroviren in der Zellkultur nachzuweisen (PEDERSEN et al.,
1987). Das Prinzip basiert auf dem Einbau einer radioaktiv markierten
Nukleinsdure in die von der RT hergestellten Nukleotidkette, unter zusétzlicher
Verwendung von Magnesiumionen und Oligonukleotid-Primern. Mit einem
Szintillatonszdhler wird im Reaktionsgemisch die Radioaktivitdt gemessen. Diese
ist direkt proportional zur RT-Aktivitdt und somit zur Virusvermehrung. In den
letzten Jahren wurden alternative Methoden zur RT-Aktivitdtsmessung ohne die
Verwendung von radioaktiven Isotopen entwickelt (PORSTMANN et al., 1991;
URABE et al., 1992; SUZUKI et al., 1993). SUZUKI und Mitarbeiter (1993)
entwickelten fiir die HIV-Diagnostik einen “poly-a-linked colorimetric reverse

transcriptase assay* (PAC-RTA), der sensitiver als die konventionelle Methode ist
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und keine radioaktiven Isotope bendtigt. Seit 1997 wird diese neue Methode auch
in der FIV-Diagnostik angewendet (SAITO et al., 1997). Der qualitative und
quantitative Nachweis des p24-Antigen von FIV kann im Zellkulturiiberstand mit
Hilfe von monoklonalen Antikdrpern gegen verschiedene Epitope des p24 im
ELISA erfolgen (TILTON et al., 1990; FEVEREIRO et al., 1991; LOMBARDI et
al.,, 1993). In einer von SIEBELINK und Mitarbeitern (1990) durchgefiihrten
Studie wurde gezeigt, dass der Antigen-ELISA eine dhnlich hohe Sensitivitit und
Spezifitit besitzt wie die Methode zur Messung der RT-Aktivitdt. Bereits vier
Tage nach Infektion einer Zellkultur wurde p24-Antigen mit dem ELISA
nachgewiesen (SIEBELINK et al., 1990).

2.1.2. Nachweis des Genoms

Die PCR ist eine sehr sensitive und spezifische Methode, die seit ihrem Einsatz in
der FIV-Diagnostik zunehmend an Bedeutung gewinnt (TORTEN et al., 1991;
HOHDATSU et al., 1992; RIMSTAD & UELAND, 1992; MOMOI et al., 1993;
VAHLENKAMP, 1993). So kann bei FIV-infizierten Katzen, bei denen aufgrund
einer massiven Immunsuppression, z. B. bei Koinfektionen mit FeLV, keine
Antikorper nachweisbar sind, die PCR zum Nachweis der Infektion eingesetzt
werden. Von besonderer Bedeutung wird die PCR fiir die FIV-Diagnostik nach
Einfiihrung der neuen Impfstoffe gegen FIV werden, da die Immunisierung der
Katze mit Vollvirusvakzinen zur Bildung von Antikérpern gegen sémtliche
Virusproteine fithrt. Eine geimpfte Katze kann so nicht von einer Katze mit
natiirlicher FIV-Infektion unterschieden werden. Eine Unterscheidung kann nur
durch den direkten Erregernachweis erfolgen (LUTZ, 1999). Die FIV-PCR
kommt auch in der Forschung in zunehmenden Mafle zum Einsatz (BENDINELLI
et al.,, 1993; BACHMANN et al., 1997). Hier ist vor allem die quantitative PCR
zur Beurteilung der Effektivitit von neuen Medikamenten oder Impfstoffen von

Bedeutung (LEUTENEGGER et al., 1999, 2000).

Die PCR hat sich als eine niitzliche Methode erwiesen, um provirale DNA in
peripheren Blutlymphozyten und in Knochenmarkszellen nachzuweisen
(DANDEKAR et al., 1992; HOHDATSU et al., 1992; MAKI et al., 1992). Die
Methode wurde in den letzten Jahren kontinuierlich modifiziert und verbessert.
Zunéchst wurde eine einfache PCR (single PCR) verwendet (TORTEN et al.,
1990; HOHDATSU et al.,, 1992). Durch die Verwendung eines zweiten
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Primerpaares, das innerhalb des ersten Amplifikates ansetzt (“nested“-PCR),
wurde die Sensitivitit der Methode noch gesteigert (RIMSTAD & UELAND,
1992; MOMOI et al., 1993). Die erste Quantifizierung von proviraler FIV-DNA
wurde durch die Entwicklung einer kompetitiven PCR ermoglicht (PISTELLO et
al., 1994; DIEHL et al., 1995; VAHLENKAMP et al., 1995; ALLENSPACH et
al., 1996, CAMMAROTA et al., 1996; TOMONAGA & MIKAMI, 1996). Bei
dieser Methode wurde der zu quantifizierende Abschnitt des FIV-Genoms
zusammen mit einem sogenannten Kompetitor in einem PCR-R&hrchen
amplifiziert. Beim Kompetitor handelte es sich um ein DNA-Stiick, das dem zu
quantifizierenden Abschnitt entsprach, jedoch in vitro etwas verkiirzt wurde.
Durch Anderung des Verhiltnisses der Menge der aus Katzenlymphozyten
gewonnenen DNA zum Kompetitor kommt es zu unterschiedlicher
Amplifizierung der beiden Sequenzen. Nach elektrophoretischer Auftrennung
wurden die beiden Banden anhand ihrer unterschiedlichen Grof3e erkannt. Durch
eine densitometrische Analyse der Bandenintensitit wurde die urspriinglich in der
genomischen DNA vorhandene Menge der FIV-DNA berechnet. Die kompetitive
PCR bestand aus vielen, einzelnen Reaktionsschritten, die zum einen sehr arbeits-
und kostenintensiv waren und zum anderen eine hohe Gefahr der Kontamination
und Ungenauigkeit mit sich brachten (CLEMENTI et al., 1993). Viele dieser
Nachteile konnten durch die Einfiihrung der quantitativen “real-time* Tagman-
PCR beseitigt werden (LEUTENEGGER et al., 1999). Zwei verschiedene
Tagman-Sonden wurden fiir die Entdeckung von FIV-Provirus im DNA-Genom
von peripheren Lymphozyten und infizierten Gewebe entwickelt. Mit diesen
Sonden ist es moglich, Stiicke des FIV-gag-Gens in den FIV-Subtypen A und B
zu erkennen und zu quantifizieren. Andere Subtypen werden jedoch aufgrund von
Unterschieden in der Gensequenz, die von den Tagman-Sonden nicht erkannt
werden, unentdeckt bleiben und somit zu falschnegativen Ergebnissen fiithren

(LEUTENEGGER et al., 1999).

Der Nachweis und die Quantifizierung des freien Virus (Virusload) kann mit
Hilfe der “real-time RT-PCR* erfasst werden. Hierbei handelt es sich um eine
Modifikation eines bereits fiir die Humanmedizin verfiigbaren Systems (MILLER
& STORTS, 1995), das die RNA-Extraktion mit anschlieBender Transkription
und Amplifikation in einer Reaktion verbindet (BISSET et al., 2001). Obwohl die
Durchfithrung der RT-PCR im Laufe der Jahre vereinfacht wurde, bleibt sie doch
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Speziallabors vorbehalten und spielt fiir die FIV-Routinediagnostik nur eine
geringe Rolle. Die RT-PCR findet ihren Einsatz vor allem in Impf- und
Therapiestudien (VAHLENKAMP et al., 1997; KLEIN et al., 1998).

2.2. Indirekter Erregernachweis

Bei 95 % der Katzen, die mit dem felinen Immunschwéchevirus infiziert sind,
kommt es nach zwei bis vier Wochen zur Antikorperbildung (YAMAMOTO et
al., 1988a). Zuerst kommt es zur Bildung von Antikérpern gegen das
Oberflachenantigen gp120 und das Innenkorperprotein p24 (YAMAMOTO et al.,
1988a; O’CONNOR et al., 1989; HOSIE & JARRETT, 1990). Antikorper gegen
das Transmembranprotein gp40 konnen nach vier bis acht Wochen im Serum
nachgewiesen werden (O’CONNOR et al.,, 1989). In einigen Féllen ist der
Antikorpernachweis zur Diagnose einer Infektion nicht aussagekriftig, da manche
Katzen erst spiter im Infektionsverlauf Antikdrper bilden oder im Endstadium,
aufgrund des Zusammenbruchs des Immunsystems, nur noch geringe Mengen an
Antikorpern besitzen (PEDERSEN et al., 1989). Werden Katzen im Alter von
unter sechs Monaten getestet, kann es aufgrund von maternalen Antikérpern zu
positiven Ergebnissen kommen, ohne dass die Welpen infiziert sind. Die von
infizierten Katzenmiittern auf die Welpen {ibertragenden Antikdrper konnen bis zu

sechs Monaten bestehen bleiben (O’NEIL et al., 1995).

Als Nachweismethoden stehen verschiedene Tests wie der IFT unter Verwendung
FIV-infizierter Lymphozyten, der ELISA, der Western Blot und der
Radioimmunprizipitationstest (RIPA) zur Verfiigung (LUTZ et al, 1988a;
YAMAMOTO et al., 1988a; O’CONNOR et al., 1989; HOSIE & JARRETT,
1990; BARR et al., 1991; REID et al., 1992). Der RIPA und der Western Blot
werden in der FIV-Diagnostik als Bestitigungstests verwendet (YAMAMOTO et
al., 1988; HOSIE & JARRETT, 1990; EGBERINK et al., 1991). Letzterer gilt als
anerkannter ,,Goldstandard“ (EGBERINK et al., 1991; HARDY &
ZUCKERMANN, 1991b).

Fiir die Routinediagnostik wird heutzutage der einfach durchzufiihrende ELISA
(REID et al., 1992) oder auf einem &hnlichen Prinzip basierende Immuno-
chromatographie-Tests herangezogen. Letztere sind als ,,Schnelltests*
kommerziell erhiltlich und finden weiten Einsatz in der tierdrztlichen Praxis

(HARTMANN et al., 2001).
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2.2.1. Radioimmunprizipitationstest

Im Radioimmunprézipitationstest (RIPA) werden Antikdrper gegen FIV mittels
nichtgereinigten, nichtdenaturierten, radioaktiv markierten FIV-Proteinen aus
Zelllysaten nachgewiesen. Durch dieses Verfahren bleiben im Gegensatz zum
Western Blot konformationsbedingte und fragile Epitope erhalten, die Antikdrper
gegen glykosilierte Hiillproteine (z. B. gpl120, gp40) nachweisen konnen
(O’CONNOR et al., 1989; EGBERINK et al., 1991).

Die verwendete Zellkultur besteht aus FIV-infizierten Lymphozyten und
Thrombozyten, die zunédchst mit einem methioninarmen Ndhrmedium versehen
werden. AnschlieBend erfolgt die radioaktive Markierung mit L-[*>S]-Methionin
und [*H]-Glykosaminhydrochlorid. Die lysierten und radioaktiv markierten Zellen
werden mit dem zu testenden Serum flir ca. zwolf Stunden inkubiert.
AnschlieBend werden die entstandenen Immunkomplexe mit Hilfe von Proteinen
aus formalinfixierten Staphylococcus-aureus-Zellen préazipitiert, die die Eigen-
schaft besitzen, sich an den Fc-Teil von Immunglobulinen zu binden. Durch
Waschen und Resuspendieren werden die Prizipitate gereinigt und die einzelnen
Proteine nach elektrophoretischer Auftrennung im SDS-Page-Gel (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) mit Hilfe der Fluorographie
analysiert (O’CONNOR et al., 1989; EGBERINK et al., 1991). Hierbei wird in
einer Filmkassette das Gel auf einen Rontgenfilm aufgelegt. Durch die Beta-
Strahlung des L-[**S]-Methionin, das an den Immunkomplexen gebunden ist,
kommt es zur Entstehung von Banden, die nach Entwicklung und Fixierung des
Rontgenfilms sichtbar werden. Die Lage und Anzahl von Banden zeigt an, gegen
welche FIV-Proteine die untersuchte Katze Antikorper besitzt (STEINMAN et al.,
1990).

2.2.2. Western Blot

Beim Western Blot handelt sich um ein Verfahren, das von TOWBIN und
Mitarbeitern (1979) zum erstenmal beschrieben wurde und das in der HIV-
Diagnostik bereits seit 1986 routinemiBig eingesetzt wird (SCHUPBACH et al.,
1986). Das Prinzip beruht auf der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen
im Polyacrylamidgel und anschlieBendem Transfer auf eine Nitrozellulose-

membran (TOWBIN et al., 1979). Diese Membran enthélt nach ihrem Molekular-
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gewicht aufgetrennte Proteine, die immunogen sind und spezifische, im
Testserum enthaltene Antikdrper binden. Diese Antigen-Antikorper-Komplexe
werden durch Inkubation mit anti-Spezies-Konjugat (Ziegen-IgG-anti-Katze-IgG)
und nachfolgendem Zufiigen von Substrat (4-Chloro-1-Naphtol-Losung) in Form
von violett-schwarzen Banden sichtbar gemacht. Die Lage und Anzahl der
erkennbaren Banden zeigt an, gegen welche FIV-Proteine die untersuchte Katze
Antikorper besitzt. Obwohl der Western Blot dem ELISA in seiner Sensitivitét
und Spezifitdt liberlegen ist (KAWAGUCHI et al.,, 1990; EBGERINK et al.,
1991; HARDY & ZUCKERMANN, 1991b), wird er aufgrund der arbeits- und
kostenintensiven Durchfithrung hauptsédchlich als Bestdtigungstest verwendet
(YAMAMOTO et al., 1988a; HOSIE & JARRETT, 1990; EGBERINK et al.,
1992).

Zum Nachweis von anti-FIV-Antikdrpern werden gereinigte, denaturierte Proteine
des FIV verwendet, die aus Zellkulturiiberstinden gewonnen werden. Durch die
Aufreinigung werden die Hiillproteine zerstort und konnen anschlieBend nicht
vollstindig auf die Nitrozellulose iibertragen werden (PEDERSEN, 1990a;
EGBERINK et al., 1991). Antikorper gegen hohermolekulare Hiillproteine (gp95,
gp120, gp135) konnen somit meist nicht zuverlédssig nachgewiesen werden. Dies
filhrt bei infizierten Katzen, die keine Antikorper gegen Innenkorperproteine
aufbauen, zu falschnegativen Ergebnissen (BARR et al., 1991). Werden statt der
Zellkulturiiberstinde Lysate aus FIV-infizierten Zellen als Antigen verwendet,
wird eine bessere Ubertragung der Hiillproteine erreicht (HOSIE & JARRETT,
1990; EGBERINK et al., 1991).

Fiir die Interpretation der Western-Blot-Streifen gibt es in der Literatur keine
einheitliche Angabe. Als minimale Anforderung fiir ein positives Ergebnis
empfehlen HOSIE und JARRETT (1990) entweder das Vorhandensein von
Antikorpern gegen das Hiillprotein gp120 oder Antikdrper gegen mindestens drei
Innenkorperproteine (p24, p55 und pl17). Andere Autoren (BARR et al., 1991;
REID et al., 1992) hingegen gehen davon aus, dass das Erscheinen von zwei oder

mehreren virusspezifischen Banden fiir ein positives Ergebnis ausreichend ist.

Mit dem herkdmmlichen Western Blot ist es nicht moglich, eine quantitative
Aussage liber die nachgewiesenen FIV-Antikdrper zu machen. CALANDRELLA
und Mitarbeiter (2001) entwickelten eine kombinierte Methodik, in dem der

Western Blot mit einem computergesteuerten Densitometer verbunden ist. Durch
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eine densitometrische Analyse der Bandenintensitit kann die Menge der
Antikorper, die gegen einzelne Innenkorper- oder Hiillproteine des FIV gebildet
werden, geschétzt werden. Diese Methodik kann in Impf- und Therapiestudien ein

wichtiges Hilfsmittel sein (CALANDRELLA et al., 2001).

2.2.3. Immunofluoreszenztest

Der IFT besitzt wie der RIPA und der Western Blot eine hohe Spezifitit zur
Diagnose von FIV-Infektionen (Lutz et al., 1988b; HOSIE & JARRETT, 1990;
BARR et al., 1991; EGBERINK et al., 1991; HARDY & ZUCKERMAN, 1991¢;
REID et al. 1992; HARTMANN et al., 2001). In einer von REID und Mitarbeitern
(1992) durchgefiihrten Studie wurde fiir den IFT im Vergleich mit einem ELISA

eine Sensitivitdt von 97,4 % und eine Spezifitit von 100 % angegeben.

Der Nachweis von anti-FIV-Antikorpern erfolgt entweder mit infizierten T-
Lymphozyten oder mit infizierten CrFK-Zellen, die in den Vertiefungen von
Spezialobjekttragern fixiert sind. Diese werden mit Test- und Kontrollseren in-
kubiert. AnschlieBend werden Fluoreszein-Isocyanat-konjugierte-anti-Spezies-
Antikorper hinzugefligt, die sich an die Antikorper, die an intrazelluliren FIV-
Antigenen haften, binden. Nach einigen Waschschritten bleiben nur noch die
fluoreszeinmarkierten Antikorper iibrig, die iiber anti-FIV-Antikdrper am
intrazelluldiren FIV-Antigen haften. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
konnen Antikorper-positive Seren anhand der leuchtenden zytoplasmatischen
Farbung erkannt werden. Bei bis zu 10 % der Katzenseren kann es zu
unspezifischen Reaktionen kommen, die positive Ergebnisse vortduschen (BARR
et al., 1991; REID et al., 1992). Diese Reaktionen werden durch zerstorte Zellen
oder durch das Anfarben von Zellkernen ausgeldst (REID et al., 1992). Der IFT
wird nicht zur Routinediagnostik einer FIV-Infektion angewendet, da seine
Durchfilhrung sehr arbeitsintensiv und die Interpretation der FErgebnisse
geschultem Personal vorbehalten ist (BARR, 1993, 1996, HARTMANN et al.,
2001).

2.2.4. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Die ersten kommerziellen Testsysteme zum Nachweis einer FIV-Infektion wurden

1988 von der Firma IDEXX (Portland, Maine, USA) entwickelt. Es handelte sich
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hierbei um den PetChek™ und den CITE® Combo, die beide auf dem Prinzip des
ELISA beruhten und mit Hilfe von hoch gereinigten FIV-Antigenen Antikorper
gegen FIV nachwiesen (O’CONNOR et al., 1989). Der CITE® Combo war der
erste Kombinationstest der Firma IDEXX, der auch zum Nachweis des p27-
Antigens des felinen Leukdmievirus eingesetzt werden konnte. Dieser Test besitzt
zusatzlich noch einen Filter, der nicht 16sliches Material aus dem Plasma bindet
(HOSIE & JARRETT, 1990). Da IDEXX fiir lange Zeit ein Monopol fiir die
Herstellung von FIV-ELISA-Testsystemen nicht nur in USA, sondern auch in
Europa besall, wurden anfangs ausschlieBlich der PetChek®™ und der CITE®
Combo in Deutschland zum Nachweis von p24-Antikorpern eingesetzt und von
HARTMANN und LUTZ bereits 1989 fiir epidemiologische Studien in Deutsch-
land genutzt. Es stellte sich jedoch in einer Reihe von Untersuchungen heraus,
dass eine grofe Anzahl sowohl von falschpositiven als auch falschnegativen
Ergebnissen auftraten, und dieser ELISA im Vergleich zu anderen Testverfahren
(z. B. Immunofluoreszenztest und Western Blot) eine geringere Sensitivitit und
Spezifitit besal (HOSIE & JARRETT, 1990; PEDERSEN & BARLOUGH,
1991; REID et al., 1991; BARR et al., 1993; HARTMANN et al., 1994). Der
Grund fiir das haufige Auftreten von falschpositiven Ergebnissen und der damit
verbundenen niedrigen Spezifitit, wurde zum Teil dadurch erklért, dass die
ELISA auf der Basis von in Zellkulturen produzierten FIV-Antigenen hergestellt
wurden. Diese mittels Dichtegradient gereinigten Viren wurden oft kontaminiert
mit Bestandteilen der Zellkultur (z. B. CrFK-Zellen), in der das Virus geziichtet
wurde, oder mit Komponenten des fetalen Kélberserums, das filir ein optimales
Wachstum der Zellen zugesetzt wurde (PEDERSEN & BARLOUGH, 1991).
Viele Katzenimpfstoffe wurden auch auf CrFK-Zellen oder anderen Zelllinien
hergestellt, die fetales Kélberserum benétigen. Geimpfte Katzen konnen
Antikorper gegen dieses, in Impfstoffen enthaltene Kélberserum bilden, welche
dann mit dem schlecht gereinigten Antigen in den FIV-ELISA-Platten einen
Antigen-Antikorperkomplex bilden (CALZOLARI et al., 1995). Mangelhafte
Handhabung der Testsysteme waren weitere Griinde fiir die Entstehung von
falschpositiven Ergebnissen. Die hiufigsten Fehlerquellen sind ungeniigendes
oder falsches Waschen, Nichteinhalten vorgegebener Reaktionszeiten, ungenaues
Pipetieren von Reagenzien und Seren sowie die Verwendung zu kalter Substanzen
(HARTMANN et al., 1994). In einer von HOLZNAGEL und Mitarbeitern (1997)

durchgefiihrten Studie zeigte sich, dass bei der Verwendung von Vollblut oder
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hamolytischem Serum das Risiko eines falschpositiven Resultates steigt, da durch
Himolyse der Erythrozyten Himoglobin freigesetzt wird, dessen Haim-Anteil eine
Pseudoperoxidase-Wirkung besitzt und damit eine positive Reaktion vortduschen

kann.

Falschnegative Resultate kommen zustande, weil einige FIV-infizierte Katzen
keine p24-Antikorper, sondern nur Antikorper gegen die Hillproteine bilden.
Testsysteme, die nur auf einem p24-Antikorpernachweis beruhen, kénnen die env-
spezifischen Antikorper nicht erkennen und liefern ein negatives Ergebnis
(EGBERINK et al., 1992; FURUYA et al.,, 1992; AVRAMEAS et al., 1993;
VERSHOOR et al., 1993a). Es ist ebenfalls moglich, dass die Konzentration gag-
spezifischer Antikorper bei FIV-infizierten Katzen, die sich im Endstadium der
Infektion befinden, unter die Nachweisgrenze der Testsysteme fillt und somit eine

FIV-Infektion nicht erkannt wird (HOPPER et al., 1989).

Aufgrund der hohen Anzahl von falschen Resultaten wurden in den letzten Jahren
spezifischere und sensitivere ELISA entwickelt. Die Firma IDEXX (Portland,
Maine, USA), die in den USA nach wie vor das Monopol fiir die Herstellung von
FIV-ELISA-Testsystemen besitzt, brachte 1992 einen verbesserten PetChek”™ FIV
auf den Markt, dessen Mikrovertiefungen nur noch mit rekombinanten p24-
Antigen beschichtet sind (MERMER et al., 1992). Durch die Verwendung von
rekombinanten Antigenen wurde die Spezifitit deutlich erhoht. In nachfolgenden
Studien wiesen die Ergebnisse des ELISA mit den Ergebnissen des IFT und des
Western Blots eine bessere Ubereinstimmung auf (REID et al., 1991; FURUYA et
al., 1992). In einer 1999 durchgefiihrten Studie konnte fiir den PetChek®™ FIV
(IDEXX, Portland, Maine) im Vergleich zu anderen ELISA-Systemen eine
Spezifitdt von 97,7 % und eine Sensitivitit von 100 % errechnet werden. Der auch
auf dem Prinzip des ELISA beruhende Snap® FIV (IDEXX, Portland, Maine) wies
in einer von HARTMANN und Mitarbeitern (2001) durchgefiihrten Studie eine

Spezifitit von 98,6 % und eine Sensitivitit von 86,1 % auf.

REID und Mitarbeiter (1991) entwickelten einen ELISA, der neben
rekombinanten p24- auch pl7-Antigen enthélt. Ein solcher ELISA mit
rekombinanten, in Escherichia coli exprimierten gag-Proteinen, iibertraf den
herkommlichen, nur gegen das p24 gerichteten ELISA in Spezifitit und
Sensitivitit (REID et al., 1991).
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Fir den Nachweis einer FIV-Infektion sind neben den gag-spezifischen
Antikorpern auch Antikdrper gegen die Hiillproteine, v. a. gegen das Trans-
membranprotein gp40, von Bedeutung, da einige Katzen keine p24-Antikorper,
sondern nur Antikorper gegen Hiillproteine bilden (EGBERINK et al., 1992;
FURUYA et al, 1992). Das Transmembranprotein weist an der Spitze ein
immundominantes Epitop auf, das bei Lentiviren eine hohe diagnostische
Aussagekraft besitzt. Bei FIV-infizierten Tieren werden spezifische Antikorper
gegen die Peptide des TM aufgebaut, die {iber Monate bis Jahre bestehen bleiben
konnen (YAMAMOTO et al., 1988a; O'CONNOR et al.,, 1989; HOSIE &
JARRETT, 1990; FONTENOT et al., 1992). Diese Antikdrper konnen im
Gegensatz zu gag-spezifischen Antikorpern hiufiger auch noch im Endstadium
einer FIV-Infektion gemessen werden (RIMMELZWAAN et al., 1994). In einer
von CALZOLARI und Mitarbeitern (1995) durchgefiihrten Studie wurden drei
ELISA mit jeweils einem unterschiedlichen, rekombinanten Antigen des FIV
(TM, SU und CA) beschichtet und getestet. Der mit dem Transmembranprotein
beschichtete ELISA hatte im Vergleich zu den anderen beiden ELISA die hochste
diagnostische Sensitivitdt (98 %) und Spezifitit (97 %) (CALZOLARI et al.,
1995). Es wurden einzelne Peptide (P237 und P253) des TM synthetisch
hergestellt und im ELISA zum Nachweis von FIV-Antikérpern verwendet
(AVRAMEAS et al., 1993; VERSCHOOR et al., 1993b).

2.2.5. Hamagglutinationstest

In Anlehnung an die HIV-Diagnostik wurde ein weiteres diagnostisches
Verfahren zum Nachweis von FIV-Antikorpern von WILSON und Mitarbeitern
(1994) entwickelt. Es handelt sich hierbei um einen autologen
Héamagglutinationstest, der FIV-Antikorper gegen das Transmembranprotein gp40
nachweist. Der Hémagglutinationstest enthdlt Antikorper gegen feline
Erythrozyten, die mit einem der immundominaten Stelle des gp40 entsprechenden
synthetischen Peptid konjugiert werden. Sind im zu testenden Vollblut anti-gp40-
Antikorper vorhanden, so kommt es zu einer sichtbaren Agglutination. Wird der
Test mit Plasma durchgefiihrt, miissen dem Plasma Erythrozyten von einer FIV-
Anikorper-negativen Katze mit passender Blutgruppe zugefiigt werden (WILSON
et al.,, 1994). Nicht spezifische Agglutinationen konnen ein falschpositives

Resultat vortduschen. Sie treten auf, wenn die Zeit zwischen der Probenentnahme
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und der Durchfiihrung des Tests zu lang ist (DelFIERRO et al., 1995). Ein
kommerziell erhiltlicher Himagglutinationstest ist der VetRED FIV®, der von der
Firma AGEN Biomedical Ltd. (Queensland, Australien) hergestellt wird. In einer
Vergleichsstudie zwischen dem VetRED FIV® und dem ELISA PetChek™ FIV
(IDEXX, Portland, Maine, USA) wurde eine anndhernd gleiche Sensitivitit und
Spezifitit festgestellt (DelFIERRO et al., 1995).

2.2.6. Immunochromatographie-Schnelltests

Die Immunochromatographie-Schnelltests basieren auf einem ELISA-dhnlichen
Prinzip und konnen in der Praxis schnell und einfach durchgefiihrt werden
(MALLIN et al., 1990; UCHIO et al., 1997). Eine Reihe von neuen FIV-
Schnelltests, die in den letzten Jahren fiir die Routinediagnostik konzipiert
wurden, beruhen auf einem immunochromatographischen ,,Sandwich“-Prinzip.
Bei den meisten Testsystemen wird ein synthetisches Peptid verwendet, das dem
immundominaten Epitop des TM-Proteins entspricht und dadurch Antikdrper
gegen das gp40-Protein anzeigen kann. Sind Antikorper gegen das FIV in der
Probe vorhanden, so bildet sich ein spezifischer Antigen-Antikdrper-Komplex,
der auf der Membran weiterwandert und von einem membranfixierten Antikorper
im FErgebnisfenster abgefangen wird. Sichtbar werden die auf einer Bande
fixierten Antigen-Antikorper-Komplexe entweder durch eine Enzymwirkung oder
durch eine Akkumulation von Gold- oder Latexpartikeln. Freies, nicht ge-
bundenes Peptid wandert weiter, wird in der Kontrollzone abgefangen und

sichtbar (Gebrauchsinformation FASTest” FIV, MegaCor, Osterreich).

HARTMANN und Mitarbeiter (2001) verglichen sechs verschiedene Schnelltest-
Systeme (Snap”, IDEXX, USA; DUO Speed® FIV, BIO VETO TEST,
Frankreich; FASTest® FIV, MegaCor, Osterreich; Witness® FIV, Merial GmbH,
Deutschland; OnSite® FIV, Biotech, Schweden; ONE—Step®, EVL, Niederlande).
Der OnSite” zeigte eine sehr niedrige Sensitivitit und Spezifitdt und somit
niedrige positive und negative priadiktive Werte. Er wurde daher nicht zum
Einsatz in der Praxis empfohlen. Der FASTest”, der DUO Speed” und der One-
Step” zeigten eine sehr gute Sensitivitit und Spezifitit sowie einen hohen Anteil
an auswertbaren und gut interpretierbaren Ergebnissen. Durch Testkombinationen

lies sich die Aussagekraft der Ergebnisse noch wesentlich verbessern. Als
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optimale Kombinationen wurde der DUO Speed” oder FASTest” mit dem One-
Step™ empfohlen (HARTMANN et al., 2001).
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IT1. Material und Methodik

1. Material

1.1. Proben

Die Studie wurde am Department of Small Animal Medicine, University of
Georgia, Athens, USA, durchgefiihrt. Es wurden Serumproben von nicht

selektierten Katzen aus Deutschland und den USA verwendet.

Die 396 in Deutschland gesammelten Blutproben stammten von Patienten der .
Medizinischen Tierklinik Miinchen, von einsendenden Tierdrzten und von
verschiedenen Tierheimen in Deutschland. Sie wurden innerhalb von vier Stunden
nach Entnahme zentrifugiert. Das Serum wurde abpipetiert, in eine kleinere
Portion (200 pl) und in eine groBere Portion (1 - 1,5 ml) unterteilt und
anschlielend bei —70 °C tiefgefroren. Die Proben wurden auf Trockeneis an das
Department of Small Animal Medicine, University of Georgia, Athens, USA,
geschickt. Die Proben wurden unmittelbar vor der Weiterverarbeitung wieder

aufgetaut.

Die aus den USA gesammelten 114 Blutproben stammten von Patienten des
Veterinary Teaching Hospital, University of Georgia, Athens, USA, von
einsendenden Tierdrzten und von Tierheimen der ndheren Umgebung. Auch diese
Proben wurden zentrifugiert und das abpipetierte Serum in zwei Portionen

aufgeteilt. Sie wurden bei —70 °C tiefgefroren.

25 Serumproben wurden von der Firma IDEXX, Portland, Maine, USA, zur
Verfiigung gestellt. Sie wurden im tiefgefrorenen Zustand auf Trockeneis an das
Department of Small Animal Medicine, University of Georgia, Athens, USA,
geschickt.

1.2. Untersuchte Testsysteme

Insgesamt wurden 13 verschiedene Testsysteme von sechs Herstellern untersucht
und verglichen. Der iiberwiegende Teil bestand aus Schnelltestsystemen
(Witness® FeLV, Witness® FIV, One-Step® FelV, Mapic® FelV, Mapic® FIV,
FASTest” FeLV, FASTest® FIV, DUO Speed® FeLV/FIV), die auf dem
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Testprinzip der Immunochromatographie beruhten. Eines der benutzten
Schnelltestsysteme (Snap® Combo Plus FeLV/FIV) und die vier konventionellen
mit Mikrotiterplatten arbeitenden Systeme beruhten (PetChek®™ FeLV, PetChek®
Plus Anti-FIV, Virachek® FeLV, Virachek® FIV) auf dem Prinzip des ELISA.
Systeme mit Mikrotiterplatten sind empfindlicher und zeitaufwendiger in der
Handhabung und werden hauptsichlich in groBeren Kliniken und Unter-
suchungslabors benutzt. Schnelltestsysteme kommen hingegen vor allem in Tier-
arztpraxen zur Anwendung, da sie einfach und schnell durchzufiihren sind. Die in
der Studie verglichenen FeLV- und FIV-Testsysteme sind in den Tabellen 3 und 4
dargestellt.

Tabelle 3: Verwendete FeLV-Testsysteme
(B: Vollblut; P: Plasma; S: Serum,; P: Protein,; Inc.: Incorporation)

Produkt Lizenz Land Testprinzip Nachweis | verwendbar
mit
Witness® | Synbiotics USA Immunochromato- | Antigen- |B, P, S
Corporation graphie p27
Snap” IDEXX, USA ELISA Antigen- |B,P,S
Combo Laboratories p27
Plus Inc.
One- European Nieder- Immunochromato- | Antigen- |P, S
Step® Veterinary lande graphie p27
Laboratories (mehrere
(EVL) Epitope)
Mapic® Sinovus USA Immunochromato- | Antigen- |B, P, S
Biotech Inc. graphie p27
FASTest” | MegaCor Osterreich | Immunochromato- | Antigen- |B,P, S
graphie p27
(mehrere
Epitope)
DUO BIO VETO Frankreich | Immunochromato- |Antigen- |B,P,S
Speed® | TEST (BVT) graphie p27
Virachek® Synbiotics USA ELISA Antigen- B, P, S
Corporation p27
PetChek® |IDEXX, USA ELISA Antigen- |B,P,S
Laboratories p27
Inc.
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Tabelle 4: Verwendete FIV-Testsysteme
(B: Vollblut; P: Plasma; S: Serum; p: Protein; gp: Glykoprotein; Inc.:

Incorporation)
Produkt |Lizenz Land Testprinzip Nachweis verwendbar
mit
Snap® IDEXX USA ELISA Antikérper  |B, P, S
Combo Laboratories gegen gp40
Plus Inc. und p24
Mapic® Sinovus USA Immunochromato- | Antikdrper B,P,S
Biotech Inc. graphie gegen gp40
FASTest” MegaCor Osterreich | Immunochromato- | Antikdrper B,P,S
graphie gegen gp40
DUO BIO VET Frankreich | Immunochromato- | Antikorper B,P,S
Speed” TEST graphie gegen gp40
(BVT)
Virachek® Synbiotics | USA ELISA Antikorper B,P,S
Corporation gegen gp40
PetChek®™ | IDEXX USA ELISA Antikorper | P, S
Plus Anti- | Laboratories gegen gp40
FIV Inc. und p24
Witness” | Synbiotics | USA Immunochromato- | Antikdrper B,P, S
Corporation graphie gegen gp40

2. Methodik

2.1. Testprinzipien

Die Studie wurde am Department of Small Animal Medicine, University of
Georgia, Athens, USA, durchgefiihrt. Jede Probe wurde kurz vor der Bearbeitung
langsam aufgetaut und anschlieBend mit den jeweiligen Testsystemen auf das
Vorhandensein von FIV-Antikdrpern und FeLV-Antigen untersucht. Die
Durchfiihrung und Auswertung der einzelnen Testsysteme erfolgten genau nach
Angaben der jeweiligen Gebrauchsanweisung. Die Anzahl der Proben lag beim
Vergleich von FIV-Testsystemen mit einer Ausnahme bei 535. Der Mapic®
(Firma Sinovus Biotech Inc., Medford, USA) wurde nur mit 402 Proben getestet.
Beim Vergleich von verschiedenen FeLV-Testsystemen lag die Anzahl der
Proben bei 528. Eine Ausnahme bildeten hier die Testsysteme One-Step” (Firma
EVL, Woerden, Niederlande) mit einer Anzahl von 517 Proben und Mapic®
(Firma Sinovus Biotech Inc., Medford, USA) mit 378 Proben. Die beiden
Mapic®-Testssysteme waren zu Beginn der Studie nicht lieferbar und wurden zu
einem spéterem Zeitpunkt in die Studie integriert. Beim One—Step® standen nicht

geniigend Testkits zur Verfiigung
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2.1.1. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Der ELISA ist eine hochspezifische serologische Reaktion zum Nachweis und zur
Identifizierung von Virus und Virusproteinen einerseits sowie zum Nachweis und
zur Quantifizierung von Antikorpern andererseits. Seine hohe Spezifitit beruht
auf dem Einsatz hochreiner Antigene (zum Antikdrpernachweis) und gereinigter
hochspezifischer polyklonaler oder monoklonaler Antikdrper (zur Antigen-
Identifizierung). Als Indikator fiir die stattgefundene Bindung zwischen Antigen
und Antikérper fungieren mit Enzymen (in der Regel Peroxidase) gekoppelte
Immunglobuline. Sie sind gegen das gesuchte Virus oder gegen die Spezies der
antiviralen Antikorper gerichtet, binden sich an diese und ergeben nach Zugabe
eines Substrates eine sicht- und messbare Farbreaktion (ROLLE & MAYR, 1993).
Beim ELISA fiir die FeLV-Diagnostik wird das gruppenspezifische p27-Antigen
mit Hilfe von poly- oder monoklonalen FeLV-Antikoérpern, die in den Mikro-
plattenvertiefungen des ELISA haften, nachgewiesen. Zur FIV-Diagnostik werden
im ELISA hoch gereinigte FIV-Antigene, die Antikorper gegen FIV nachweisen,
verwendet (Abbildung 3).

Sekundarer Antikorper, konjungiert mit
4---'""' Substanzen, die einen Farbumschlag
bewirken .
Negativ
Primérer Antikorper Schwach
P positiv
Positiv
Richtigpositives Ergbnis Fangender Antikdrper

Abb. 3:  Enzyme-linked immunosorbent assay (nach RAMSEY & TENNANT,
2001)

2.1.2. Immunochromatographie-Schnelltests




III. Material und Methodik 41

Die Immunochromatographie-Schnelltests bestehen aus einem aus Spezialpapier
hergestellten Streifen, der sich in einem Kunststoffgehduse befindet. Die
Probenfliissigkeit (Vollblut, Plasma oder Serum) wird in ein vorgesehenes
Probenfenster getropft und wandert aufgrund der Saugwirkung des Papiers von
einem Ende zum anderen. Dabei spiilt die Fliissigkeit kleinste, mit Antikorper
(FeLV-Diagnostik) oder dem Virusprotein (FIV-Diagnostik) beschichtete Latex-
oder Goldkiigelchen mit. Falls Antigene (FeLV) oder Antikdrper (gegen FIV) in
der Fliissigkeit vorhanden sind, kommt es zur Bildung von Immunkomplexen.
Diese werden durch eine aus membranfixierten Antikdrpern bestehenden Phase
auf der Matrix fixiert. Die fixierten Antigen-Antikérperkomplexe werden
entweder durch eine Enzymwirkung oder durch eine Akkumulation von Gold-
oder Latexpartikeln sichtbar (Gebrauchsinformation FASTest®, MegaCor,
Osterreich). Zur FeLV-Diagnostik werden poly- oder monoklonale Antikdrper
gegen das FeLV-p27-Antigen verwendet. Zur FIV-Diagnostik wird das FIV-
Antigen-gp40 zum Nachweis von FIV-Antikorpern verwendet (Abbildung 4).

Blut oder Plasma
mit Antigen

Testlinie Kontrolllinie

A - ]
Membran Y \IJ

Antikorper, markiert mit kolloidalen Antigen-Antikorper- Nicht gebundene,
Goldpartikeln, binden Antigen und Komplexe werden von Antikorper werden
wandern auf der Membarn entlang membranfixierten von membranfixierten
Antikorpern Antikorpern
abgefangen abgefangen
Blut / Plasma Positive Reaktion -
< . Testlinie wird sichtbar Kontrolllinie wird

sichtbar

B Filter

Membran

‘—u Ty
\ Y

Abb. 4:  Prinzip der Immunochromatographie (nach RAMSEY & TENNANT,
2001)
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2.2. Durchfithrung der Tests

2.2.1. Feline Leukamievirusinfektion

In dieser Studie wurden insgesamt acht verschiedene FeLV-Testsysteme
miteinander verglichen. Von diesen Systemen beruhen drei auf dem Prinzip des
ELISA (PetChek® FeLV, Virachek® FeLV, Snap® Combo Plus) und fiinf auf dem
Prinzip der Immunochromatographie (Witness” FeLV, One-Step® FeLV, Mapic®
FeLV, FASTest” FeLV, DUO Speed® FeLV) (Tabelle 3).

2.2.1.1. Witness® FeLV

Das Einzeltestsystem Witness® FeLV ist ein Immunochromatographietest, der
von der Firma AGEN Biomedical Limited (Brisbane, Australia) hergestellt und in
Europa und USA von der Firma Synbiotics Corporation (San Diego, Kalifornien,
USA) vertrieben wird. Die Durchfilhrungszeit betrdgt ca. zehn Minuten. Als
Probenmaterial eignet sich Vollblut (mit EDTA oder Heparin vorbehandelt),
Serum oder Plasma. Die Testsysteme sind bei Zimmertemperatur zu lagern. Es

sind Packungseinheiten mit je 25 oder zehn Einzelteststreifen erhiltlich.

Beim Witness® FeLV werden monoklonale Antikorper gegen das p27-Antigen
verwendet. Diese sind mit kolloidalem Gold markiert und binden im
Probenfenster vorhandenes p27-Antigen. Diese Komplexe diffundieren zu Zone 2
des Ergebnisfensters und werden hier von anti-Spezies-Antikdrpern abgefangen.
Die Akkumulation verursacht eine deutlich rosafarbene Bande. Nicht gebundene
mit Goldpartikeln markierte Antikorper wandern weiter und werden in Zone 3 des
Ergebnisfensters von einem membranfixierten Antikdrper abgefangen. Es entsteht

eine farbige Kontrollbande, die der Uberpriifung der korrekten Ausfiihrung dient.

Zur Anwendung des Testsystems wurde in die Probenvertiefung mit Hilfe einer
Pipette ein Tropfen der Serumprobe pipettiert. AnschlieBend wurde zwei Tropfen
der Pufferlosung in die Probenvertiefung getropft. Nach fiinf Minuten wurde der
Test ausgewertet. Der Test war nur giiltig, sofern eine Kontrollbande in Zone 3
des Ergebnisfensters erkennbar war. War zusétzlich zur Kontrollbande eine Bande
in Zone 2 des Ergebnisfensters erkennbar, so war der Test positiv. Ein negatives

Ergebnis lag vor, wenn nur die Kontrollbande sichtbar war (Abbildung 5).
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Abb. 5:  Darstellung eines negativen und positiven FelV-Ergebnis des
Witness®™ FeLV

2.2.1.2. Snap® Combo Plus

Beim Snap® Combo Plus handelt es sich um ein kombiniertes Testsystem, das auf
dem Prinzip des ELISA beruht. Es ermoglicht den parallelen Nachweis von
FeLV-Antigen und FIV-Antikérpern im Serum, Plasma oder Vollblut. Das
Testsystem wird von der Firma IDEXX Laboratories, Inc. (Westbrook, Maine,
USA) hergestellt und in Europa und USA vertrieben. Der Test ist seit 1998
kommerziell in Europa erhéltlich. Es sind Packungen mit 15 oder 30 Testeinheiten
erhiltlich. Diese miissen gekiihlt gelagert werden (2 °C bis 7 °C), sollten jedoch

vor Verwendung auf Zimmertemperatur gebracht werden.

Die beim Test auf FeLV-Antigen verwendete Konjugatmischung enthélt mit
Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase = HRPO) konjugierte mono-
klonale Antikorper gegen FeLV-p27. Beim Mischen von Konjugat und Probe im
einem separaten Rohrchen binden die konjugierten Antikdrper an die p27-
Antigene. AnschlieBend wird die Mischung von Probe und Konjugat in die
Testkammer des Snap-Testers gegeben (Abbildung 6), die durch das Ergebnis-
fenster zum Aktivierungsauge des Testers diffundiert. Die in der Fliissigkeit

enthaltenen p27-Antigen-konjugierten-Antikérperkomplexe werden von p27-
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Antikorpern, die an der Matrix des Testers haften, gebunden. Erscheint die
Fliissigkeit im Aktivierungsauge, wird der Ausloser des Testes gedriickt
(Abbildung 7) und die im Tester enthaltenen Wasch- und Enzymsubstrat-/
Chromogen-Losungen werden freigesetzt. Eine Farbentwicklung des FeLV-p27-
Antigen-Testpunktes auf der rechten Seite des Ergebnisfeldes weist auf das
Vorhandensein von FeLV-Antigen hin. Seine Farbintensitit ist proportional zur
Konzentration von FeLV-Antigen in der Probe. Bei jedem Tester ist eine Positiv-

und Negativkontrolle integriert.

Testkammer

Ergebnisfenster

Aktivierungsauge

Ausliser

Abb. 6:  Darstellung des Snap®-Testers
(Gebrauchsansweisung Snap® Combo Plus, IDEXX, USA)

Abb. 7:  Auslosen des Snap®-Testers
(Gebrauchsansweisung Snap™ Combo Plus, IDEXX, USA)

Zur Durchfiihrung des Snap® Combo Plus wurden bei senkrecht gehaltener
Flasche erst vier Tropfen Konjugat und spéter drei Tropfen der Probe in das
Testrohrchen gegeben. Die Fliissigkeiten wurden griindlich miteinander vermischt
und anschliefend in die Testkammer des Snap-Testers gegossen. Die Fliissigkeit
diffundierte von der Testkammer zum Aktivierungsauge des Testers. Sobald im

Aktivierungsauge eine blduliche Verfiarbung sichtbar war, wurde fest auf dem
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Ausloser des Testers gedriickt. Nach zehn Minuten konnte das Ergebnis abgelesen
werden. Den fehlerfreien Ablauf des Tests zeigte ein hellblauer Kontrollpunkt im
Ergebnisfenster an. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn das Indikatorfeld fiir
FeLV-Antigen und das positive Kontrollfeld verfarbt waren. Das Ergebnis war
negativ, wenn nur das positive Kontrollfeld verfarbt war (Abbildung 8). Der Test
war ungiiltig, wenn kein Kontrollpunkt nach Ablauf der Durchfiihrungszeit
erschien oder wenn das negative Kontrollfeld gleichdunkel oder dunkler als das

FeLV-Indikatorfeld verfarbt war.

Abb. 8:  Darstellung eines negativen und positiven FeLV-Ergebnis des Snap®
Combo Plus

2.2.1.3. One-Step® FeLV

Der One-Step® FeLV ist ein Testsystem der Firma EVL (European Veterinary
Laboratory, Woerden, Niederlande) zum immunochromatographischen Nachweis
des FeLV-p27-Antigen. Das Testsystem wird derzeit von keiner deutschen Firma
vertrieben. Der Test eignet sich fiir Serum- oder Plasmaproben und die
Durchfiihrungszeit betrdgt ca. 20 Minuten. Die Testsysteme konnen bei

Zimmertemperatur gelagert werden.
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Beim One-Step” FeLV werden sowohl polyklonale als auch monoklonale
Antikorper gegen verschiedene Epitope des p27-Antigens verwendet. Die mobilen
polyklonalen Antikorper sind mit kolloidalen Goldpartikeln markiert und binden
vorhandenes p27-Antigen in der Serum- oder Plasmaprobe. Die dabei ent-
stehenden Komplexe wandern durch Kapillarkréfte zur stationdren Phase. Dort
werden die Komplexe durch monoklonale Antikdrper (anti-Spezies-Antikorper),
die an der stationdren Phase des Teststreifens gebunden sind, abgefangen und
bilden eine sichtbare Positivbande. Freie, markierte, Antikdrper wandern weiter,
werden im Kontrollfenster ebenfalls von membrangebundenen Antikorpern

gebunden und bilden den Kontrollstreifen.

Zur Durchfiihrung des One-Step® wurde ein Tropfen der Probe und anschlieBend
zwei Tropfen Pufferlésung in das Probenfenster gegeben. Wurde nach 20 Minuten
eine Kontrollbande in der Kontrollzone gesehen, so war der Test als giiltig zu
werten. Der Test war positiv, wenn zusitzlich zur Kontrollbande eine
Positivbande in der T-Zone erkennbar war. Ein negatives Ergebnis lag vor, wenn
nur die Kontrollbande erkennbar war. Der Test war ungiiltig, wenn keine

Kontrollbande sichtbar war (Abbildung 9).

- Kontroll- C < Kontroll- ' C
bande bande -
Positiv T i Negativ T
¢ Probenzone r ) & Probenzone m)
\V L
\.\_ E 4 \N—_S-— -~
A Positiv B Negativ C Ungiiltig

Abb. 9:  Auswertung des One-Step® FeLV
(C = Kontrollzone; T = T-Zone)
(Gebrauchsanweisung One-Step”™ FeLV, EVL, Niederlande)

2.2.1.4. Mapic®FeLV

Der Mapic”® FeLV ist ein Schnelltestsysteme, das von der Firma Sinovus Biotech

Inc. (Medford, New York, USA) hergestellt wird. Bis Ende 1997 wurde dieses
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Testsystem unter dem Namen OnSite® FeLV gefiihrt und von der Firma OnSite
Biotech/NVI (Uppsala, Schweden) produziert. In Deutschland war der OnSite®
FeLV bis 1997 iiber die Firma Hoechst (Wiesbaden, Deutschland) kduflich zu
erwerben. Das Testsystem beruht auf dem Prinzip der Immunochromatographie
und kann sowohl mit Vollblut als auch mit Plasma oder Serum durchgefiihrt
werden. Mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern wird das FeLV-p27-Antigen in
der Probe nachgewiesen. Die Testdurchfithrung dauert zwischen zehn und 15
Minuten. Die Testsysteme konnen bei Raumtemperatur gelagert werden. Es sind

Packungen mit zehn Einzelteststreifen erhéltlich.

Beim Mapic® FeLV sind die monoklonalen Antikorper an Latexpartikel
gebunden. Kommt es zur Bildung von Antikdrper-Antigen-Komplexen, so
wandern diese im Transportmedium zum Ergebnisfenster und werden hier von
stationdr gebundenen Antikdrpern abgefangen. Es kommt zur Bildung einer blau
gefarbten Bande in Zone 2 des Ergebnisfensters. Die blaue Kontrollbande ist im
Kontrollfenster erkennbar und entsteht durch die Komplexbildung von freien
FeLV-Antikorpern und anti-Spezies-Antikorpern (Kaninchen-Anti-Maus-1gG),
die in der Testmembran verankert sind. Sind in der Probe Anti-Maus-Antikorper
enthalten, so werden diese von den spezifischen anti-Spezies-Antikdrpern ge-
bunden und es entsteht eine blaue Bande in Zone 1 des Ergebnisfensters. Die

Probe ist in diesem Fall als nicht auswertbar anzusehen.

Zur Durchfithrung des Mapic® FeLV wurden je zwei Tropfen der Probe und zwei
Tropfen der Pufferlésung in das Probenfenster gegeben. Nach ca. zehn Minuten
wurde das Ergebnis abgelesen. War eine Kontrollbande im Kontrollfenster
erkennbar, so war der Test giiltig. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn eine
blduliche Bande in Zone 2 des Ergebnisfensters und die Kontrollbande im
Kontrollfenster erkennbar waren. Der Test war negativ, wenn nur die Kontroll-
bande erschien. Als ungiiltig galt ein Test, wenn entweder keine Kontrollbande
oder wenn eine blaue Bande in Zone 1 des Ergebnisfensters erschien (Abbildung

10).
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Abb. 10:  Darstellung eines ungiiltigen FeLV-Ergebnis des Mapic® FeLV

2.2.1.5. FASTest® FeLV

Der FASTest® FeLV ist ein Immunochromatographie-Schnelltest, der das p27-
Antigen nachweist. Das Testsystem wird von der Firma MegaCor (Horbranz,
Osterreich) hergestellt. Zur Durchfiihrung kann Vollblut, Plasma oder Serum
verwendet werden, und die Durchfiihrung betrdgt ca. zehn Minuten. Die
Teststreifen sind bei Zimmertemperatur zu lagern. Die Packungen sind zu zehn

und zu 25 Stiick erhaltlich.

Beim FASTest® FeLV werden Antikorper gegen zwei verschiedene Epitope des
p27-Antigens eingesetzt. Diese sind mit kolloidalen Goldpartikeln markiert. Ist
Virusmaterial in der Vollblut-, Serum- oder Plasmaprobe vorhanden, so bildet
sich ein spezifischer Antigen-Antikdrper-Komplex, welcher auf der
Fliessmembran weiterwandert und von dem membranfixierten Antikdrpern
abgefangen wird. Durch die starke Verdichtung der kolloidalen Goldkomplexe
entsteht im Ergebnisfenster ein violett-purpurfarbener Streifen. Nicht gebundene
mit Goldpartikeln markierte Antikdrper wandern weiter und werden in der
Kontrollzone von einem membranfixierten Antikorper abgefangen. In der

Kontrollzone entsteht eine farbige Kontrollbande.

Zur Durchfiihrung wurde ein Tropfen der Probe und anschlieBend fiinf Tropfen

Pufferlosung in das Probenfenster gegeben. Der Test war giiltig, wenn nach zehn
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Minuten eine Kontrollbande im Kontrollfenster erschien. Bei positiven Proben

wurde ein zusétzlicher Streifen im Ergebnisfenster sichtbar.

2.2.1.6. DUO Speed® FeLV

Bei diesem Testsystem sind der DUO Speed® FeLV und der DUO Speed® FIV in
einer Testeinheit zusammengefasst und dient zum parallelen Nachweis des FeL V-
Antigen-p27 und der anti-FIV-Antikorper gegen das Transmembranprotein gp40.
Der Test wird von der Firma BVT (BIO VETO TEST, La Seyene-Sur-Mer,
Frankreich) hergestellt und in Deutschland von der Firma Albrecht® vertrieben.
Der Test beruht auf dem Prinzip der Immunochromatographie. Zur Durchfithrung
kann Vollblut, Serum oder Plasma verwendet werden. Die Teststreifen sind bei
Zimmertemperatur zu lagern. Es sind Packungen mit sechs, zwolf oder 16

Einzelteststreifen erhaltlich.

Beim DUO Speed” FeLV wird im Probenmaterial befindliches p27-Antigen
durch monoklonale, mit kolloidalem Gold markierten Antikérper, gebunden. Die
Komplexe wandern im Transportmedium zum Ergebnisfenster, wo sie von
stationdren Antikorpern abgefangen werden. Durch die Verdichtung der
Goldpartikel entsteht eine rosarote Bande. Nicht gebundene, markierte Antikorper
werden im Kontrollfenster abgefangen und bilden ebenfalls eine rosarote Bande.
Es entsteht eine farbige Kontrollbande, die der Uberpriifung der korrekten
Ausfiihrung dient.

Zur Durchfithrung des DUO Speed® FeLV wurde erst ein Tropfen der Probe und
anschlielend fiinf Tropfen der Pufferlosung in die Probenvertiefung gegeben. Ein
negatives FErgebnis lag nach zehn bis 15 Minuten vor, wenn nur eine
Kontrollbande im Kontrollfenster sichtbar war. War zusitzlich zur Kontrollbande
eine Bande im Ergebnisfenster erkennbar, so war der Test positiv (Abbildung 11).

Der Test war ungiiltig, wenn keine Kontrollbande erschien.
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Abb. 11: Darstellung eines negativen und positiven FelV-Ergebnis des DUO
Speed®

2.2.1.7. Virachek® FeLV

Der Virachek® FeLV ist ein Mikrotitersystem, das auf dem Prinzip des ELISA
beruht und von der Firma Synbiotics Corporation (San Diego, Kalifornien, USA)
vertrieben wird. Beim Virachek® FeLV wird mit Hilfe von monoklonalen
Antikdrpern, das p27-Antigen nachgewiesen. Der Test kann mit Vollblut, Serum
oder Plasma durchgefiihrt werden. Die Durchfithrungszeit betrdgt ca. zehn
Minuten. Der Mikrotitertest muss kiihl gelagert und vor Benutzung auf
Zimmertemperatur gebracht werden. Der Packungsinhalt Virachek® FeLV enthilt
eine Platte mit 48 Mikrotitervertiefungen, die mit Antikorpern gegen das p27-
Antigen beschichtet sind. Zugehorige Fliissigreagenzien sind in Tabelle 5
aufgefiihrt.
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Tabelle 5:  Reagenzien des Virachek™ FeLV

Menge Beschreibung
2,5 ml | Anti-FeLV-HRP monoklonales Antikdrperkonjugat (Meerrettichperoxidase)
1,0 ml | Positivkontrolle (felines antigenpositives Serum)
1,0 ml | Negativkontrolle (felines Serum, nicht reagierend mit FeLV)
2,5ml | Chromogen
2,5 ml | Substratpuffer

Zur Durchfiihrung des Virachek® FeLV wurden die Mikrotitervertiefungen mit
50 pl Serum und einem Tropfen anti-FeLV-HRP-Konjugat fiir fiinf Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert. Eine Mikrotitervertiefung wurde mit einem Tropfen
Positivkontrolle und eine Vertiefung mit der gleichen Menge Negativkontrolle
bestiickt. In der Inkubationszeit erfolgte die Bindung des p27-Antigen an die in
den Mikrovertiefungen haftenden Antikérper und an die freien markierten
Antikorper. Nach fiinf Minuten wurde die Fliissigkeit abgekippt und die nicht
gebundenen Reagenzien durch mehrmaliges Waschen mit destillierten Wasser
entfernt. AnschlieBend wurde in jede Mikrotitervertiefung je ein Tropfen
Chromogen und ein Tropfen Substratpuffer einpipettiert, die bei Vorhandensein
von Antigen-Antikorper-Komplexen eine Blaufirbung hervorriefen. Nach
weiteren fiinf Minuten wurde das Ergebnis abgelesen. Der Test war giiltig, wenn
die Positivkontrolle eine Blaufarbung und die Negativkontrolle keine Farbung
aufwies. Positive Proben zeigten eine intensive Blaufirbung (Abbildung 12).

Negative Proben farbten sich, ebenso wie die Negativkontrolle, nicht an.

Abb. 12:  Darstellung eines positiven ELISA-Ergebnis des Virachek”™
(v. I. n. r. Positivkontrolle, Negativkontrolle, positives Ergebnis)
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2.2.1.8. PetChek® FeLV

Der PetChek® FeLV ist ein ELISA, der das Vorliegen von FeLV-Antigen in
felinen Serum-, Plasma- oder Vollblutproben iiberpriift. In jeder Testeinheit ist ein
Bestitigungstest enthalten, der falschpositive Ergebnisse aufdecken soll, die
aufgrund von FeLV-fremden Material (wie z. B. Anti-Maus-Antikorper) in der
Probe auftreten konnen. Fiir den Bestitigungstest kann nur Serum oder Plasma
verwendet werden. Der Test sollte bei 2 °C bis 7 °C gekiihlt gelagert werden und
vor Benutzung auf Zimmertemperatur gebracht werden. Der PetChek®™ FeLV ist
in 25 Minuten durchfiihrbar. Dieses Mikrotitersystem wird von der Firma IDEXX,
Laboratories, Inc. (Westbrook, Maine, USA; Vertrieb Worrstadt, Deutschland)
hergestellt. Der Packungsinhalt des PetChek® FeLV besteht aus fiinf Platten mit je
96 ELISA-Vertiefungen. Diese sind mit monoklonalen Antikdrpern gegen das
p27-Antigen beschichtet. Die Fliissigkeitsreagenzien, die in der Testpackung
mitenthalten sind, sind in Tabelle 6 aufgelistet. Die letzten beiden Fliissig-

reagenzien werden flir den Bestétigungstest benotigt.

Tabelle 6: Reagenzien des PetChek® FeLV
(* = fiir Bestdtigungstest)

Menge Beschreibung

2x

25,0 ml TMB-Substratlosung (Tetramethylbenzidine)

25,0 ml | Stopplosung

100,0 ml | Waschkonzentrat (1 : 10 mit Aqua destillata verdiinnen);
Konservierungsmittel: Gentamicin

0,5ml |Losung A - Probenverdiinnungslésung
(Konservierungsmittel: Gentamicin)*

0,5 ml |Losung B - Neutralisationsreagenz
(Konservierungsmittel: Gentamicin)*

25,0 ml | Anti-FeLV-HRPO-Konjugat (Meerrettichperoxidase)

2,0 ml | Positivkontrolle (Konservierungsmittel: Gentamicin)

2,0ml | Negativkontrolle (Konservierungsmittel: Gentamicin)

Zur Durchfiihrung des PetChek™ FeLV wurde jeweils 50 pl Probenmaterial und
ein Tropfen HRPO-Konjugat in einer Mikrotitervertiefung inkubiert. Eine Positiv-
und eine Negativkontrolle wurde ebenfalls mit Konjugat versetzt. In der Probe
vorliegendes FeLV-Antigen wurde sowohl an die stationéren Antikorper als auch
an das Antikorper-HRPO-Konjugat gebunden. Nach Ablauf der fiinfminiitigen
Inkubationszeit wurde die Fliissigkeit aus den Vertiefungen ausgegossen, und die
Vertiefungen anschlieBend mit der verdiinnten Waschlésung fiinfmal gewaschen.

Im folgenden Schritt wurde in jede Vertiefung zwei Tropfen TMB-
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Substratlosung, mit Substrat und Chromogen, gegeben und nochmals fiinf
Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. War FeLLV-p27-Antigen in der Probe
vorhanden, so wurde durch das hinzugegebene Chromogen eine Blaufarbung der
Probe verursacht. Das Ergebnis wurde nach Angaben des Herstellers visuell
abgelesen. Der Test war giiltig, wenn die Vertiefung mit der Positivkontrolle
deutlich blau und die Negativkontrolle farblos oder nur sehr leicht verfirbt war.
War die Farbentwicklung der Probe weniger oder gleich intensiv wie die der
Negativkontrolle, wurde die Probe als negativ eingestuft. War die Farbintensitit in
der Probe hoher als in der Negativkontrolle, so wurde die Probe als positiv
eingestuft. Positive Proben wurden laut Beschreibung des Herstellers mit dem
Bestitigungstest auf Genauigkeit {iberpriift. Fiir den Bestitigungstest waren
spezielle Probenvorbehandlungsrohrchen und zwei weitere Reagenzien (Tabelle
5) notwendig. Vor Durchfiihrung des eigentlichen Bestitigungstests, musste die
Probe vorbehandelt werden. Hierbei wurden die Proben mit einer
Neutralisationslosung (Losung B) und mit einer Probenverdiinnungslésung
(Losung A) versetzt. Die Neutralisationslosung enthielt polyklonale Antikorper,
die mit dem in der Serumprobe vorliegenden Antigenen eine Bindung einging und
so die freien Bindungsstellen der Antigene dezimierte. AnschlieBend wurde mit
den vorbehandelten Proben ein weiterer Durchgang des PetChek® FeLV
durchgefiihrt. Durch die dezimierten Bindungsstellen der Antigene wurden
weniger Antigene an die plattengebunden Antikorper gebunden und es ergab sich
fiir die Probe eine geringere Blaufirbung. War die mit Neutralisationslosung B
vorbehandelte Probe im Bestitigungstest weniger als halb so farbintensiv wie die
mit Probenverdiinnungslosung A vorbehandelte Probe, galt die Probe als positiv
fir FeLV. Im Falle einer falschpositiven Probe entsprach die Farbintensitdt der
mit der Neutralisationslosung vorbehandelten Probe in etwa der Farbintensitét der
mit Probenverdiinnungslosung A vorbehandelten Probe. Dies war darauf zuriick-
zufithren, dass p27-fremdes Antigenmaterial keine Verbindung mit den poly-
klonalen neutralisierenden Antikérpern einging, und somit die Anheftung an die
monoklonalen, plattengebundenen Antikdrpern im stirkeren Ausmal stattfand.

Als Ergebnis erhielt man eine deutlichere Farbentwicklung.
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2.2.2. Feline Immunschwichevirusinfektion

In der Studie wurden insgesamt sieben verschiedene FIV-Testsysteme
untereinander verglichen. Von diesen Systemen beruhen drei auf dem Prinzip des
ELISA (PetChek® Plus Anti-FIV, Virachek® FIV, Snap® Combo Plus) und vier
auf dem Prinzip der Immunochromatographie (Witness® FIV, Mapic® FIV,
FASTest® FIV, DUO Speed” FIV) (Tabelle 4).

2.2.2.1. Witness® FIV

Der Witness® FIV ist ein Immunochromatographietest, der von der Firma AGEN
Biomedical Limited (Brisbane, Australien) hergestellt wird. In Deutschland wird
das Einzeltestsystem von der Firma Merial GmbH (Hallbergmoos, Deutschland)
vertriecben. Er dient zum Nachweis von Antikérpern, die gegen das
Transmembranprotein gp40 des FIV gerichtet sind. Die Durchfiihrungszeit betrigt
zehn Minuten, und als Probenmaterial eignet sich Serum, Plasma oder Vollblut
(mit EDTA oder Heparin). Die Testsysteme sind bei Zimmertemperatur zu lagern.

Er kann in Packungen mit zehn Einzeltestsstreifen erworben werden.

Beim Witness® FIV wird ein synthetisches gp40-Peptid des FIV, das mit
kolloidalem Gold markiert ist, verwendet. Dieses bindet sich im Probenfenster an
anti-gp40-Antikorper, die sich in der Probe befinden, und diffundiert als Komplex
zur Zone 2 des Ergebnisfensters. Dieser Komplex wird an einer sensibilisierten
Reaktionslinie, die fixierte anti-Spezies-Antikorper enthdlt, gebunden. Die
Akkumulation der mit kolloidalem Gold markierten Komplexe stellt sich in einer
deutlich rosafarbenen Bande in Zone 2 des Ergebnisfensters dar. Nicht gebundene
mit Goldpartikeln markierte Antigene wandern weiter und werden in der Zone 3
des Ergebnisfensters von einem membranfixierten Antikorper abgefangen. In der

Zone 3 entsteht eine farbige Kontrollbande und zeigt die korrekte Ausfithrung an.

Zur Anwendung des Tests wurde ein Tropfen der Serumprobe mit Hilfe einer
Pipette in die Probenvertiefung pipettiert. Anschlieend wurden drei Tropfen der
Pufferlosung in die Probenvertiefung getropft. Nach fiinf Minuten wurde der Test
ausgewertet. Der Test war nur giiltig, sofern eine rosafarbene Kontrollbande in
Zone 3 des Ergebnisfensters erkennbar war. War zusétzlich zur Kontrollbande

eine Bande in Zone 2 des Ergebnisfensters erkennbar, so war der Test positiv. Ein
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negatives Ergebnis lag vor, wenn nur die Kontrollbande sichtbar war (Abbildung
13).

®

Abb. 13:  Darstellung eines negativen und positiven FIV-Ergebnis des Witness
FIvV

2.2.2.2. Snap® Combo Plus

Der Snap® Combo Plus ist ein ELISA zum parallelen Nachweis von FIV-
Antikorpern und FeLV-Antigen im Serum, Plasma oder Vollblut der Katze. Der
Test wird von der Firma IDEXX Laboratories, Inc. (Westbrook, Maine, USA)
hergestellt und ist in Europa seit 1998 kommerziell erhiltlich. Der Snap® Combo
Plus stellt das Nachfolgemodel des alten Snap® Combo dar. Die Snap-Tester
miissen gekiihlt gelagert werden (2 °C bis 7 °C) und sollten vor der Durchfiihrung
auf Zimmertemperatur gebracht werden. Insgesamt betrdgt der Zeitaufwand fiir
die Testdurchfiihrung 15 Minuten. Es sind Packungen mit 15 oder 30
Testeinheiten erhéltlich.

Fir die FIV-Diagnosestellung werden, im Unterschied zum Vorgingermodel
Snap® Combo, nicht nur gag- sondern auch env- (gp40) FIV-Antigene verwendet.
Dadurch ist es moglich sowohl p24- als auch gp40-Antikorper in der Probe
nachzuweisen. In jedem Snap-Tester ist eine Positiv- und Negativkontrolle

integriert. Die beim Test verwendete Konjugatmischung enthélt mit
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Meerrettichperoxidase konjugierte FIV-Antigene. Beim Mischen von Konjugat
und Probe im einem separaten Rohrchen binden die konjugierten FIV-Antigene an
die FIV-Antikorper. Die Mischung von Probe und Konjugat wird anschlieend in
die Testkammer des Snap-Tester gegeben. Die in der Fliissigkeit enthaltenen FIV-
Antikorper-konjugierten-Antikorperkomplex werden von FIV-Antigenen, die an
der Matrix des Testers haften, gebunden. Erscheint die Fliissigkeit im
Aktivierungsauge, wird der Ausloser des Testes gedriickt und die im Tester
enthaltenen Wasch- und Enzymsubstrat-/Chromogen-Losungen werden frei-
gesetzt. Eine Farbentwicklung des FIV-Antikorper-Testpunkts auf der linken
Seite des Ergebnisfeldes weist auf das Vorhandensein von FIV-Antikorpern hin.
Seine Farbintensitét ist proportional zur Konzentration von FIV-Antikorpern in

der Probe.

Zur Durchfiihrung des Snap® Combo Plus wurden bei senkrecht gehaltener
Flasche erst vier Tropfen Konjugat und spiter drei Tropfen der Probe in das
Testrohrchen gegeben. Die Fliissigkeiten wurden griindlich miteinander vermischt
und anschliefend in die Testkammer des Snap-Testers gegossen. Die Fliissigkeit
diffundierte von der Testkammer zum Aktivierungsauge des Testers. Sobald im
Aktivierungsauge eine blduliche Verfiarbung sichtbar war, wurde fest auf dem
Ausloser des Testers gedriickt. Nach zehn Minuten konnte das Ergebnis abgelesen
werden. Den fehlerfreien Ablauf des Tests zeigte ein hellblauer Kontrollpunkt im
Ergebnisfenster an. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn das Indikatorfeld fiir
FIV-Antikorper und das positive Kontrollfeld verfiarbt waren. Das Ergebnis war
negativ, wenn nur das positive Kontrollfeld verfarbt war (Abbildung 14). Der Test
war ungiiltig, wenn kein Kontrollpunkt nach Ablauf der Durchfiihrungszeit
erschien oder wenn das negative Kontrollfeld gleichdunkel oder dunkler als das

FeLV-Indikatorfeld verfarbt war.
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Abb. 14:  Darstellung eines positiven und negativen FIV-Ergebnis des Snap®
Combo Plus

2.2.2.3. Mapic® FIV

Der Mapic® FIV ist ein Schnelltestsystem, das von der Firma Sinovus Biotech
Inc. (Medford, New York, USA) hergestellt wird. Bis Ende 1997 wurde dieses
Testsystem unter dem Namen OnSite® FIV gefiihrt und von der Firma OnSite
Biotech/NVI (Uppsala, Schweden) hergestellt. In Deutschland war der OnSite®
FIV bis 1997 iiber die Firma Hoechst (Wiesbaden, Deutschland) kéuflich zu
erwerben. Der Mapic® FIV beruht auf dem Prinzip der Immunochromatographie
und kann sowohl mit Vollblut als auch mit Plasma oder Serum betrieben werden.
Die Testsysteme werden bei Zimmertemperatur gelagert. Die Durchfiihrungszeit
betrdgt zwischen zehn und 15 Minuten. Es sind Packungen mit zehn

Einzelteststreifen erhéltlich.

Beim Mapic® FIV wird das an Latexpartikel gebundene, synthetische Trans-
membranantigen gp40 des FIV verwendet. Das Transmembranantigen bindet
spezifische FIV-Antikorper in der Probe und diffundiert als Komplex zum
Ergebnisfenster. Der Komplex wird an einer sensibilisierten Reaktionslinie, die

fixierte anti-Spezies-Antikdrper enthilt, gebunden. Es entsteht eine blaue Bande.
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Freies FIV-Antigen wird durch anti-Spezies-Antikorper (Ziegen-IgG-anti-Katze)

abgefangen, und es erscheint eine blaue Kontrollbande im Kontrollfenster.

Zur Durchfiihrung des Mapic® FIV wurden je zwei Tropfen der Probe und zwei
Tropfen der Pufferlésung in das Probenfenster gegeben. Nach ca. zehn Minuten
wurde das Ergebnis abgelesen. War eine Kontrollbande im Kontrollfenster
erkennbar, so war der Test giiltig. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn eine blaue
Bande in Zone 2 des Ergebnisfensters und die Kontrollbande im Kontrollfenster
erkennbar waren. Der Test war negativ, wenn nur die Kontrollbande erschien. Als

ungiiltig galt ein Test, wenn keine Kontrollbande erschien.

2.2.2.4. FASTest® FIV

Der FASTest® FIV ist ein Testsystem, das auf einem immunochromato-
graphischen “Sandwich-Prinzip“ basiert und FIV-Antikorper gegen das Trans-
membranprotein gp40 nachweist. Er wird von der Firma MegaCor (Horbranz,
Osterreich) hergestellt und vertrieben. Zur Durchfiihrung kann Vollblut, Plasma
oder Serum verwendet werden. Die Durchfiihrung dauert zehn Minuten. Die
Testsysteme sind bei Zimmertemperatur zu lagern. Es sind Packungen mit zehn
oder 25 Teststreifen erhéltlich.

Beim FASTest® FIV wandert das Probenmaterial auf einer mit synthetischen
Peptiden beschichteten Fliessmembran. Bei diesen Peptiden handelt es sich um,
mit kolloidalen Goldpartikeln markiertem Transmembranprotein gp40 des FIV.
Sind Antikorper gegen gp40 in der Probe vorhanden, so bilden sich spezifische
Antigen-Antikorper-Komplexe, die auf der Membran weiterwandern und von
membranfixierten Peptiden im Ergebnisfenster abgefangen werden. Die
verdichteten kolloidalen Goldpartikeln lassen einen violett-purpurfarbenen
Streifen im Ergebnisfenster sichtbar werden. Freie, nicht gebundene Peptide
wandern weiter und werden im Kontrollfenster abgefangen. Es entsteht eine

Kontrollbande.

Zur Durchfiihrung des FASTest® FIV wurde ein Tropfen der Probe und
anschlieend fiinf Tropfen Pufferlosung in das Probenfenster gegeben. Der Test
war giiltig, wenn nach zehn Minuten eine Kontrollbande im Kontrollfenster
erschien. Bei positiven Proben wurde ein zusétzlicher Streifen im Ergebnisfenster

sichtbar. Ein negatives Ergebnis lag vor, wenn nur die Kontrollbande in der
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Kontrollzone erschien. Testsysteme, bei denen keine Kontrollbanden erschienen,

wurden als ungiiltig bewertet.

2.2.2.5. DUO Speed® FIV

Bei diesem Testsystem sind der DUO Speed® FIV und der DUO Speed® FeLV in
einer Testeinheit zusammengefasst und dienen dem parallelen Nachweis von FIV-
Antikdrpern gegen das Transmembranprotein gp40 und dem FeLV-p27-Antigen.
Der Test wird von der Firma BVT (BIO VETO TEST, La Seyene-Sur-Mer,
Frankreich) hergestellt und in Deutschland von der Firma Albrecht® vertrieben.
Auch dieser Test beruht auf dem Prinzip der Immunochromatographie. Zur
Durchfiihrung kann Vollblut, Serum oder Plasma verwendet werden. Teststreifen
sind bei Zimmertemperatur zu lagern. Es sind Packungen mit sechs, zwo6lf oder 16

Einzelteststreifen erhaltlich.

Beim DUO Speed® FIV binden sich spezifische mit kolloidalem Gold markierte
Proteine, die der immundeterminanten Stelle des gp40-Transmembranproteins
entsprechen, an FIV-Antikorper im Probenmaterial. Diese Komplexe werden
durch matrixgebundene anti-Spezies-Antikorper auf einer Linie im Ergebnis-
fenster fixiert und erzeugen durch die Goldpartikel eine rosarote Bande. Die
rosarote Kontrollbande im Kontrollfenster entsteht beim DUO Speed® FIV durch

nicht gebundene markierte Proteine.

Zur Durchfithrung des DUO Speed”® FIV wurde erst ein Tropfen der Probe und
anschliefend fiinf Tropfen der Pufferlosung in die Probenvertiefung gegeben. Ein
negatives Ergebnis lag nach zehn bis 15 Minuten vor, wenn nur eine Kontroll-
bande im Kontrollfenster sichtbar war. War zusétzlich zur Kontrollbande eine
Bande im Ergebnisfenster erkennbar, so war der Test positiv (Abbildung 15). Der

Test war ungiiltig, wenn keine Kontrollbande erschien.
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Abb. 15: Darstellung eines negativen und positiven FIV-Ergebnis des DUO
Speed®

2.2.2.6. Virachek® FIV

Der Virachek® FIV ist ein Mikrotitersystem, das auf dem Prinzip des ELISA
beruht und von der Firma Synbiotics Corporation (San Diego, Kalifornien, USA)
vertrieben wird. Es werden spezifische FIV-Peptide verwendet, um Antikorper
gegen FIV zu entdecken. Der Test kann mit Vollblut, Serum oder Plasma
durchgefiihrt werden Die Durchfiihrungszeit betrégt ca. 15 Minuten. Der Test
muss gekiihlt (2 °C bis 7 °C) gelagert und vor Benutzung auf Zimmertemperatur

gebracht werden.

Die Packungseinheit Virachek® FIV enthilt eine Platte mit 48 Vertiefungen, die
jeweils mit Protein A beschichtet sind. Das Protein A fiihrt zur Immobilisation der
FIV-Antikorper in den Mikroplattenvertiefungen. In Tabelle 7 werden die fiir die
Durchfiihrung benétigten Fliissigreagenzien aufgelistet. Diese sind in der

Packungseinheit mit enthalten.
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Tabelle 7:  Reagenzien des Virachek™ FIV

Menge Beschreibung
7,0 ml | FIV-Ag-HRP-Konjugat (Meerrettichperoxidase)
1,0 ml | Positivkontrolle (felines antikorperpositives Serum)
1,0 ml | Negativkontrolle (felines Serum, nicht reagierend mit FIV)

2,5 ml | Chromogen
2,5 ml | Substratpuffer
100 ml | Waschkonzentrat (1 : 10 mit Aqua destillata verdiinnt)

Zu Beginn der Durchfiihrung des Virachek® FIV wurden drei Tropfen FIV-Ag-
HRP-Konjugat in alle Mikrotitervertiefungen pipettiert. AnschlieBend wurde mit
Hilfe eines kleinen Plastikloffels je 0,001 ml der Serumprobe in je eine Vertiefung
gebracht. Je eine Mikrotitervertiefung wurde mit einem Tropfen Positiv- oder
Negativkontrolle inkubiert. Wihrend der zehnminiitigen Inkubationszeit banden
sich in der Probe befindliche FIV-Antikérper sowohl an das FIV-Antigen-HRP-
Konjugat als auch an das Antikorper fangende Protein A. Nach zehn Minuten
wurde die Fliissigkeit abgekippt und die nicht gebundenen Reagenzien durch
mehrmaliges Waschen mit verdiinnter Waschldsung entfernt. Anschlieend wurde
in jede Mikrotitervertiefung je ein Tropfen Chromogen und ein Tropfen
Substratpuffer einpipettiert, die bei Vorhandensein von Antigen-Antikdrper-
Komplexen eine Blaufirbung hervorriefen. Nach weiteren fiinf Minuten wurde
das Ergebnis abgelesen. Der Test war giiltig, wenn die Positivkontrolle eine
Blaufarbung und die Negativkontrolle keine Farbung aufwies. Positive Proben
zeigten eine intensive Blaufirbung. Negative Proben férbten sich, ebenso wie die

Negativkontrolle, nicht an.

2.2.27. PetChek Plus® Anti-FIV

Beim PetChek Plus® Anti-FIV handelt es sich um ein mit Mikrotiterplatten
arbeitendes System, das auf dem Prinzip des ELISA beruht. Es dient zum
Nachweis von FIV-Antikorpern gegen das Transmembranprotein gp40 und das
Kapsidprotein p24. Es konnen Plasma- und Serumproben verwendet werden. Die
Durchfiihrungszeit betrégt ca. eine Stunde. Vor Gebrauch miissen die bei 2 °C bis
7 °C gekiihlt aufbewahrten Reagenzien auf Zimmertemperatur gebracht werden.
Dieses Testsystem wird von der Firma IDEXX, Laboratories, Inc. (Westbrook,
Maine, USA, Vertrieb Worrstadt, Deutschland) hergestellt. Der Packungsinhalt
des PetChek Plus® Anti-FIV enthilt zwei Platten mit je 96 beschichteten

Vertiefungen. In Tabelle 8 werden die fiir die Durchfiihrung bendtigten
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Fliissigreagenzien aufgelistet. Die Reagenzien sind im Packungsinhalt mit

enthalten.

Tabelle 8: Reagenzien des PetChek® Plus Anti-FIV

Menge Beschreibung

10,0 ml | FIV-Ag-HRPO (Meerrettichperoxidase)

Konjugat in Puffer mit Proteinstabilisatoren, konserviert mit Gentamicin
1,0 ml | Positivkontrolle (felines antikdrperpositives Serum in Puffer mit
Proteinstabilisatoren), konserviert mit Natriumazid

1,0 ml | Negativkontrolle (felines Serum, nicht reagierend mit FIV, in Puffer mit
Proteinstabilisatoren)

25,0 ml | TMB-Substratlosung (Tetramethylbenzidine)

25,0 ml | Stopplosung (0,125 % Flusssdure)

100 ml | Waschkonzentrat (1 : 10 mit Aqua destillata verdiinnen)

Zur Durchfihrung des PetChek Plus® Anti-FIV  wurden die Mikro-
titervertiefungen mit 50 pul Serum und je einen Tropfen Konjugat, das aus FIV-
Antigen und daran konjugierter Meerrettichperoxidase bestand, inkubiert. Zwei
Vertiefungen wurden mit je 50 pl Positivkontrolle und zwei mit je 50 pl
Negativkontrolle bestiickt. Wahrend einer Inkubationszeit von 30 Minuten banden
sich in der Probe befindliche FIV-Antikérper sowohl an die FIV-Antigen-
Beschichtung der Mikrotitervertiefungen sowie an das mit Meerrettichperoxidase
konjugierte FIV-Antigen und bildeten so spezifische Immunkomplexe.
AnschlieBend wurde die Fliissigkeit aus allen Vertiefungen geschiittet und die
Vertiefungen nachfolgend mit dem verdiinnten Waschkonzentrat fiinfmal ge-
waschen. Durch die Zugabe von zwei Tropfen TMB-Konzentrat, das als Substrat
und Chromogen fungierte, wurde bei Vorhandensein von Antigen-
Antikorperkomplexen eine Blaufirbung hervorrufen. Nach einer Inkubationszeit
von 15 Minuten wurde die Farbreaktion mit Hilfe der Stopplosung abgebrochen.
Die Extinktionswerte in den einzelnen Vertiefungen wurden mit dem ELISA-
Reader photometrisch bei 650 nm gemessen. Der relative Antikoérpergehalt in der
Probe wurde ermittelt, indem man das Verhéltnis Probe zu positiv Kontrolle
berechnete. War dieses Verhiltnis kleiner als 0,5, dann galt die Probe als negativ.
War das Verhiltnis groBBer als 0,5, zeigte es das Vorhandensein von Antikérpern

gegen das FIV an.
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2.3. Durchfithrung der Bestitigungstests

Alle Proben, die in einem oder mehreren Testsystemen positiv reagierten, wurden
im Bestdtigungstest verifiziert. Zusétzlich wurden 100 willkiirlich ausgewihlte,

negative FIV-Proben und 81 negative FeLV-Proben bestétigt.

FIV-positive Proben und 100 negative Proben wurden mit dem Western Blot
nachgetestet. Der Western Blot wurde im Labor des Department of Small Animal
Medicine, University of Georgia, Athens, USA, durchgefiihrt. FeLV-positive
Ergebnisse und 81 negative Proben wurden mit der Virusisolierung bestétigt. Die
Virusisolierung wurde am Institut of Veterinary Pathology, Glasgow, UK,

durchgefiihrt.

2.3.1. Western Blot

Alle Proben, die in einem Test ein positives FIV-Ergebnis zeigten und 100
negative Proben, wurden im Western Blot bestitigt. Die Blotstreifen wurden
freundlicherweise von Dr. H. Egberink und Mitarbeitern, Institut fiir Virologie der
Universitdt Utrecht, Niederlande, hergestellt, und auf Trockeneis an das
Department of Small Animal Medicine, University of Georgia, Athens, USA,
geschickt.

Das Prinzip des Western Blot beruht auf der elektrophoretischen Auftrennung von
Proteinen im Polyacrylamidgel und dem anschlieBenden Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran. Diese Membran enthdlt nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennte Proteine, die immunogen sind und spezifische, im Testserum
enthaltene Antikorper binden. Die Antigen-Antikdrper-Komplexe werden durch
Inkubation mit anti-Spezies-Konjugat (Ziegen-IgG-anti-Katze-IgG) und nach-
folgendem Zufligen von Substrat (4-Chloro-1-Naphtol-Losung) in Form von
violett-schwarzen Banden sichtbar gemacht (Abbildung 16). Die Lage und Anzahl
der erkennbaren Banden zeigt an, gegen welche FIV-Proteine die untersuchte

Katze Antikorper produziert (TOWBIN et al., 1979).
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. Zerstortes Virus
Virus (z. B. FIV) Western Blot

p24 gp4l

Abb. 16:  Western Blot (nach RAMSEY & TENNANT, 2001)

2.3.1.1. Herstellung der Gele

Fiir die Herstellung der Gele wurde die Elektrophoresekammer Mini Protean II
Cell der Firma Bio Rad® (Hercules, Kalifornien, USA) verwendet (Tabelle 9).
Verschiedene technische Hilfsmittel (Tabelle 10) und Reagenzien (Tabelle 11)

wurden fiir die Herstellung bendtigt.

Tabelle 9:  Ausstattung der Elektrophoresekammer Mini Protean II Cell (Bio Rad,
Hercules, Richmond, Kalifornien, USA)

Anzahl | Beschreibung
1 Netzgerit, Model 200/2,0 Power Supply

Durchsichtiges Kunststoffbecken mit Deckel und zwei Elektroden
Elektrophoresestinder zum Einhidngen der beiden Glasplatten-Klammern

PlastikgieBstdnder mit zwei Gummikissen und einer Tariervertiefung
Plastikklammern fiir die Glasplattensandwichs

Grof3e Glasplatten

Kleine Glasplatten

Teflonkdmme mit jeweils einem groBen und einen kleinem Zahn

1,5 mm Spacer (Abstandhalter zwischen den Glasplatten)

NN —

Tabelle 10: Technische Hilfsmittel

Produkt Firma

Analysenwaage Typ 1702004 | Sartorius, Gottingen, Deutschland

Autoklav Typ 24 Melag, Apparate GmbH, Deutschland

pH-Meter pH 510 Wiss.-Techn. Werkstétten, Weilheim, Deutschland

Magnetriihrer, IKAMAG® Janke & Kunzel, Staufen, Deutschland
Schiittler Type REAX 3 Heidolph, Deutschland
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Tabelle 11: Erforderliche Reagenzien

Reagenz Firma

Acylamidldsung Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ammoniumpersulfat (APS) Bio Rad®, Richmond, Kalifornien, USA
Aqua bidest. Spicker, Baiersbrunn, Deutschland
Bromphenolblau Merk, Darmstadt, Deutschland
4-Chloro-1-Naphtol-Losung Sigma, St. Louis, USA
Bisacrylamidlosung Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycin Serva, Heidelberg, Deutschland
Isobutanol Merk, Darmstadt, Deutschland

Konjugat (Ziegen-IgG-anti-Katze-1gQG)

ICN/Cappel, Aurora, Ohio, USA

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Merk, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

J. T. Baker Inc., Phillipsburg, USA

Natriumphosphat (monobasisch)

J. T. Baker Inc., Phillipsburg, USA

Natriumphosphat

J. T. Baker Inc., Phillipsburg, USA

Vorgefirbte Proteinmarker

Bio Rad®, Richmond, Kalifornien, USA

Schweinegelantine
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Tetramethylendiamin (Temed)

Hydroxymethyl-Aminomethan-HCI
(TRIS-CI)
Triton-X100

Wasserstoffperoxid 30 %

Sigma, St. Louis, USA
Sigma, Steinheim, Deutschland
Bio Rad®, Richmond, Kalifornien, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fisher Scientific, Pittsburgh, USA
J. T. Baker Inc., Phillipsburg, USA

Bei jedem Arbeitsdurchgang wurden zwei Trenn- und Laufgele hergestellt. Als
erstes wurde die Apparatur sorgfiltig gewaschen und getrocknet, um eine
Kontamination mit Fremdproteinen zu vermeiden. Nach dem Aufbau wurden in
die beiden Plastikkammern des GieBstinders je ein Glasplattensandwich
eingesetzt. Diese wurden in zwei Klammern eingeschnallt und mit Zugschrauben
befestigt. Die Zutaten fiir die Laufgele (Tabelle 12) wurden in einen
Erlenmeyerkolben pipettiert. Zuletzt wurden die Substanzen, die zu einer raschen
Polymerisation fiihren (z. B. TEMED), hinzugefiigt. Die Gele wurden zwischen
die beiden Glasplatten des Glasplattensandwichs gegossen und mit geséttigten
Isobutanol tberschichtet. Da Isobutanol leichter als Wasser ist, schwimmt es
zundchst auf dem Gel und diffundiert dann langsam zu Boden. Zum einem wurde
dadurch die Bildung von Gasblasen verhindert, zum anderen bildete sich eine
glatte Geloberflache. Nach ca. einer halben Stunde wurde die Oberfliche des
ausgehirteten Gels gesplilt und mit Whatman-Papier (Chromatographiepapier)
getrocknet. Die Trenngele (Tabelle 13) wurden auf die Oberflache der Laufgele

aufgebracht und anschlieend die Teflonkdmme zwischen die beiden Glasplatten
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geschoben. Nach ausreichender Aushidrtung des Trenn-Gels wurden die beiden
Plastikklammern mit den Gelen aus dem GieBstinder genommen und in den
Elektrophoresestdnder eingehéngt. Der Elektrophoresestinder bildete mit den
seitlichen Klammern die innere, das Kunststoffbecken, in das der Stinder
eingehingt wurde, die dullere Pufferkammer. Die innere Pufferkammer wurde bis
oben mit Elektrophoresepuffer (Tabelle 14) gefiillt, so dass auch die Kdimme mit
Fliissigkeit bedeckt waren. Das duflere Becken wurde bis zur Hélfte mit Puffer
aufgefiillt. Danach wurden die Gele beladen. Dazu wurde der Laemmli-Puffer
(Tabelle 15) mit den FIV-Antigen-Komponenten fiinf Minuten auf 95 °C erhitzt,
um eine ausreichende Denaturierung der Proteine zu erreichen. Nachdem die
Teflonkdmme vorsichtig aus den beiden Glasplattensandwichs entfernt worden
waren, wurde der antigenhaltige Laemmli-Puffer jeweils in die grofle Kavitit der
Gele eingefiillt. Da der Laemmli-Puffer durch das Glycerol wesentlich schwerer
ist als der Elektrophoresepuffer, sank er auf den Boden der Gelliicke ab. In die
kleine Kavitdt wurden 5 bis 10 pl Marker (prestained protein low molekular
weight marker) mit einer Hamiltonpipette vorsichtig eingefiillt. Vor Beginn der
Elektrophorese wurden simtliche Luftblasen, die sich am unteren Ende des Gels
befanden, entfernt, da sie das elektrische Feld storen und das Abwértswandern der
Proteine beeintridchtigen. Danach wurde der Kammerdeckel mit den beiden
Elektroden auf das Becken gesetzt und so der Stromkreis geschlossen. Das
Netzgerdt wurde eingeschaltet und auf 50 Volt eingestellt. Durch Aufsteigen
kleiner Luftblasen wurde die zwischen beiden Pufferkammern entstandene
Spannung angezeigt. Das dadurch erzeugte elektrische Feld ermdglichte die
Wanderung der negativ geladenen Proteine im Gel. Nach ca. einer halben Stunde
hatte die Lauffront des Lammli-Puffers das Trenngel durchwandert und war im
Laufgel angekommen. Die Spannung wurde auf 70 Volt erhoht. Nach ca. vier
Stunden war die Lauffront am unteren Gelrand angekommen und die
Elektrophorese abgeschlossen. Die Gele wurden aus den Glasplatten genommen.
Dazu wurden die Plastikklammern aus dem Elektrophoresestéinder entfernt, die
Schrauben der Klammern gelockert und das Glasplattensandwich vorsichtig
herausgeschoben. Mit Hilfe von Spacern wurden die Glasplatten voneinander
getrennt, die oberen Laufgele abgeschnitten und die festeren Trenngele heraus-

genommen.
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Tabelle 12: Rezept fiir zwei Laufgele

Menge Reagenz
10,00 ml | 30%-ige Acrylamidldsung

1,70 ml | 1%-ige Bisacrylamidldsung
5,00 ml | 1,5 M TRIS-CI Puffer, pH 8,8
2,90 ml | Aqua bidest.
200 ul | 10%-ige SDS-Losung
200 pl | 10%-ige APS-Losung
6,70 ul | Temed

Tabelle 13: Rezept fiir zwei Trenngele

Menge Reagenz

1,33 ml | 30%-ige Acrylamidlésung
1,00 ml | 1%-ige Bisacrylamidldsung
2,50 ml | 0,5-M TRIS-CI Puffer, pH 6,8
4,75 ml | Aqua bidest.

100 ul | 10%-ige SDS-Losung

300 ul | 10%-ige APS-Losung

10 ul | Temed

Tabelle 14: Reagenzien fiir Elektrophoresepuffer

Menge | Reagenz
30,30 g | Tris-Cl (0,05 M)
142,70 g | Glycin (0,38 M)
5,0g |SDS (0,1 %)
in51 | Aqua bidest.

Tabelle 15: Rezeptur fiir Antigen-Laemmli-Puffer

Menge | Reagenz
1,88 ml | TRIS-CI
300 mg | SDS
0,87 ml | Aqua bidest.
1,50 ml | Glycerol
0,75 ml | 2-Mercaptoethanol
30 pl | Bromphenolblau

600 pl | FIV-Antigene: KSU; (17 kD)
GTM, (36 kD)
F,4 sucrose material (24 kD)

in 5 ml | LSB (3-fach konzentrierter Laemmli-Puffer)

2.3.1.2. Herstellung der Blotstreifen

Die fiir die Herstellung der Blotstreifen benétigten Reagenzien und technischen
Hilfsmittel sind in den Tabellen 10 und 11 aufgelistet. In einer mit Blotpuffer
(Tabelle 16) befiillten Plastikwanne befanden sich zwei aufgeklappte Gel-

halterungen mit jeweils darauf liegenden nassen Schaumstoff, nassem
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Wattmannpapier und feuchter Nitrozellulose. Die beiden Trenngele wurden auf
die Nitrozellulosemembran gelegt und die Laufrichtung der Proteine mit einem
Pfeil markiert. Mit Hilfe einer 10 ml-Pipette wurde die Gele mit Blotpuffer
iibergossen und unter leichtem Druck ausgerollt, um alle Luftblasen zwischen Gel
und Nitrozellulose zu entfernen. AnschlieBend wurde die zweite Schicht von
nassem Wattmannpapier und Schaumstoff aufgelegt, die Halterung unter Druck
verschlossen und in die Trans-Blot-Elektrode eingeschoben. Die mit beiden Gelen
bestiickte Trans-Blot-Elektrode wurde so in den Puffertank eingehéngt, dass sich
die Gele auf der Seite der Kathode und die Nitrozellulose auf der Seite der Anode
befanden. Dadurch konnten die negativ geladenen Proteine auf die
Nitrozellulosemembran zuwandern. Der Tank wurde bis oben mit Blotpuffer
aufgefiillt und mit einem Magnetriihrer bestiickt. Mit Aufsetzen des Tankdeckels
wurden die Elektroden miteinander verbunden. Bei einer Spannung von 30 Volt
wurden iiber Nacht die Proteine von Trenngel auf die Nitrozellulose {ibertragen
(blotten). Am néchsten Morgen wurden die Nitrozellulosemembrane aus der
Halterung genommen, auf eine Plexiglasunterlage gelegt und in ca. 30 gleich-
breite (2 - 3 mm) Streifen geschnitten, die mit einer fortlaufenden Nummer
versehen wurden. Die &uBersten Streifen wurden verworfen, die iibrigen
zusammen mit einem Markerstreifen in ein verschlieBbares Plastikrohrchen

gegeben, das mit Blotpuffer gefiillt war.

Tabelle 16: Rezeptur fiir Blotpuffer

Anteil Reagenz

31 Elektrophoresepuffer
1,8 ml Aqua bidest.
1,2 ml Methanol

2.3.1.3. Inkubation der Blotstreifen

Zunéchst wurden die Blotstreifen, die in PBS bei — 20 °C aufbewahrt wurden, im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Jeder Blotstreifen wurde in eine Vertiefung der
vorher griindlich mit Spiilmittel gereinigten Inkubierschalen gelegt und mit einem
nach Anleitung hergestelltem Gelatinepufter (Tabellen 17 und 18) fiir 30 Minuten
inkubiert. Durch die Gelatine und die waschaktiven Substanzen des Puffers
wurden unspezifische Bindungen abgesittigt, die durch Proteinverunreinigungen
auf der Nitrozellulose zustande kommen. Nach 30 Minuten wurde der Puffer

abgesaugt. Auf jeden Blotstreifen bzw. in jede Vertiefung wurden 490 ul
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Gelatinepuffer und 10 ul Testserum pipettiert. Als Positivkontrolle wurde auf
einem Blotstreifen Gelatinepuffer und 10 pl Serum einer experimentell infizierten,
im Western Blot positiven Katze, gegeben. Die Inkubierschalen wurden fiir eine

Stunde auf einen Schiittler gestellt.

Nach Absaugen des Puffers und des Testserums wurden die Streifen in den Ver-
tiefungen dreimal fiir je zehn Minuten mit Gelatinepuffer gewaschen.
AnschlieBend folgte die Zugabe von jeweils 500 pl 1:500 mit Gelatinepuffer
verdiinntem Konjugat (Peroxidase-konjugiertes-anti-Katzen-IgG aus der Ziege),
pro Vertiefung, und eine weitere einstliindige Inkubation. Nach einer Stunde
wurde das Konjugat aus den Vertiefungen entfernt und die Streifen erneut in den
Vertiefungen dreimal fiir je zehn Minuten mit PBS gewaschen. Danach wurde
jeder Streifen mit 500 ul Substrat inkubiert. Das Erscheinen der Banden konnte in
den folgenden Minuten beobachtet werden. Um die Reaktion zu beenden, wurde
das Substrat nach ca. fiinf bis acht Minuten aus den Vertiefungen entfernt und die
Streifen mit PBS und Aqua dest. gespiilt. Nach weiteren zehn Minuten wurden die
Streifen aus den Vertiefungen genommen und auf Filterpapier getrocknet. Zur
Dokumentation wurden die einzelnen Streifen aufgeklebt. Die Seren galten als
positiv fiir FIV, wenn auf dem Streifen mindestens zwei Banden im Bereich des
TM2-/SU3-Proteins und/oder im Bereich des p24-/pl5-Proteins zu erkennen

waren.

Tabelle 17: Rezeptur fiir PBS Losung (pH 7,2)

Menge | Reagenz
85,00 g | Natriumchlorid
21,75 g | Natriumphosphat (bibasisch)
3,50 g | Natriumphosphat (monobasisch)
in 101 | Aqua bidest.

Tabelle 18: Rezeptur fiir Gelatine Puffer

Menge | Reagenz

5,00 ¢g Schweinegelatine
inl1ml |Triton-X-100
inll PBS

Tabelle 19: Rezeptur fiir Substrat

Menge |Reagenz
500,0 pl | 4-Chloro-1-Naphthol-Ldsung
0,5 ul |30 % Wasserstoffperoxid
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2.3.2. Virusisolierung

Alle FeLV-positiv reagierenden Proben und 81 FeLV-negative Proben, die
willkiirlich ausgewéhlt wurden, wurden auf Trockeneis zu Prof. Dr. Jarrett,

Institut of Veterinary Pathology, Glasgow, UK, geschickt.

Am Tag 1 wurden 5 x 10 QN10-Zellen in jede der 22 mm groBen Vertiefungen
der Platten eingesetzt und mit 1 ml Wachstumsmedium (Tabelle 20) sowie
4 ng/ml Polybrene® (Hexadimethrine Bromid, Abbott Laboratories, USA)
versetzt. AnschlieBend wurden die Platten bei 37 °C in einem Brutschrank mit

einer 5%-igen CO,— Konzentration inkubiert.

Am Tag 2 wurden 0,2 ml der Testseren in jede Vertiefung pipettiert und fiir zwei
Stunden bei 37 °C inkubiert. Eine Positiv- und Negativkontrolle wurde ebenfalls
mit angesetzt. Bei der Positivkontrolle handelte es sich um eine zehnfache
Verdiinnungsreihe eines FeLV-A-Stocks. Nach der Inkubation wurde das Serum
von der Zellschicht entfernt, mit 1,5 ml Wachstumsmedium ersetzt und die

Inkubation fortgesetzt.

Am Tag finf bis Tag sieben wurden die Platten nach spezifischen
Transformationsstellen, die auf ein positives Ergebnis deuten, untersucht. Die
Proben, bei denen keine Verdnderung der Zellen sichtbar waren, wurden
nochmals subkultiviert. Bei der Subkultivierung wurde das Wachstumsmedium
aus den Vertiefungen entfernt und mit 250 ul Trypsin-Versen-Mischung, die eine
Loslosung der Zellen untereinander verursacht, ersetzt. Sobald sich die Zellen
voneinander 16sten, wurden sie in 1 ml Wachstumsmedium resuspendiert, auf die
nummerierten Petrischalen (5 cm Durchmesser) aufgebracht und mit weiteren
4 ml Wachstumsmedium versetzt. Auch bei der Subkultivierung wurde eine
Positiv- und Negativkontrolle mit angesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Petrischalen erneut nach Transformationsstellen untersucht. Kam es
zu keinen spezifischen Transformationen in den Schalen, so wurde die Virus-
isolierung als negativ bewertet. Waren spezifischen Transformationen erkennbar,

so war die Virusisolierung positiv.
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Tabelle 20: Komponenten des Wachstumsmedium

% Anteil |Reagenz

HEPES-Puffer mit Dulbecco’s MEM (GiboBRL cat. No 42430-025)

10 % fetales Kélberserum

1% 100mM Natrium Pyruvat (Gibo cat. No 11360-039)

1% 200mM L-Glutamin (Gibo cat. No 25030-024)
4% 10000 IU/ml Penicillin Streptomycin (Gibo cat. No 15140-114)

2.4. Verdinnungsreihe

Es wurde eine Verdiinnungsreihe mit dem Serum einer FIV-positiven Katze
(Western Blot bestitigt) und einer FeL V-positiven Katze (Virusisolierung positiv)
angelegt. Die Sera wurden exponentiell in neun Verdiinnungsstufen mit den Seren
FIV- bzw. FeLV-negativer Katzen verdiinnt. Die letzte Stufe betrug die
Verdiinnung 1: 256. Von jedem Testsystem wurde je ein Test mit dem
unverdiinnten Serum einer positiven Katze sowie je ein Test mit jeder angelegten
Verdiinnungsstufe durchgefiihrt. Das Testsystem One-Step® FeLV fehlt bei
diesem Experiment, da nicht geniigend Testkits zur Verfiigung standen. Anhand
der noch ablesbaren Positivbande und der Farbintensitdt der ELISA-Vertiefungen
konnte die Sensitivitidt der Tests bei den einzelnen Verdiinnungsstufen erfasst
werden. Die Verdiinnungsreihe gibt Auskunft iiber die Sensitivitdt der einzelnen

Testsysteme beziiglich der Antigen- und Antikorperkonzentrationen.

2.5. Auswertung

Die einzelnen Testergebnisse wurden nach den nachfolgend beschriebenen

Kriterien ausgewertet.

2.5.1. Kriterien

Jedes einzelne Testsystem wurde nach den Kriterien der Auswertbarkeit, der
Ablesbarkeit, der positiven, negativen, falschpositiven und falschnegativen
Testergebnisse, der Sensitivitdt, der Spezifitdt und des positiven und negativen

pradiktiven Wertes beurteilt.

2.5.1.1. Auswertbarkeit

Der Test galt als ,,auswertbar*, wenn er innerhalb der vorgegebenen Reaktionszeit

und einer Verzogerungszeit von fiinf Minuten eine sichtbare Kontrollbande
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erkennen lieB, und wenn das Ergebnisfeld trotz Verwaschungen und
Verfarbungen noch zu beurteilen war. Er wurde in die Berechnung von
Sensitivitdt, Spezifitit, positivem und negativem pradiktiven Wert mit
einbezogen. Testsysteme, die im genannten Zeitraum keine Kontrollbande an-
zeigten oder das Ergebnisfeld derart verdndert war, dass die Beurteilung einer
eventuellen Positivbande nicht mdglich war, wurden als ,nicht auswertbar*
beurteilt und in keine Berechnung mit einbezogen. Der prozentuale Anteil aller
auswertbaren Testergebnisse an der Gesamtzahl aller durchgefiihrten Tests eines

Testsystems ergab die Auswertbarkeit dieses Testsystems.

2.5.1.2. Ablesbarkeit

Alle Testergebnisse, die als ,,auswertbar galten, wurden zusétzlich noch nach
ihrer Ablesbarkeit beurteilt. Zeigten sich wihrend der angegebenen Reaktionszeit
auf dem Teststreifen Verfarbungen oder war das Sichtfeld durch unregelméafig
verlaufende Reaktionsfliissigkeiten verlaufen, so dass das Ablesen der Banden
deutlich beeintrichtigt, aber noch moglich war, galt der Test als ,,schlecht
ablesbar®. Auch das Erscheinen von verzdgerten oder schwach sichtbaren Reak-
tionsbanden oder von Banden, die zwar gut sichtbar waren, aber nicht iiber die
gesamte Breite des Teststreifens erschien, fiihrte zur Bewertung schlecht ablesbar.
Testergebnisse, die durch keine der genannten Storfaktoren beeintréchtigt wurden,
galten als ,,gut ablesbar®. Die Ablesbarkeit eines Testsystems errechnete sich aus
dem prozentualen Anteil aller gut ablesbarer Testergebnisse an der Gesamtzahl

aller auswertbaren Testergebnisse dieses Testsystems.

2.5.1.3. Positives Testergebnis

Ein Test wurde als ,,positiv* beurteilt, wenn er auswertbar war und zusétzlich zur
Kontrollbande eine Positivbande im Ergebnisfenster erschien. Alle positiven
Testergebnisse wurden den jeweiligen Bestitigungsverfahren unterzogen. Wurde
die Probe im Verfahren, das als der ,,goldene Standard* festgelegt worden war, als
positiv bestétigt, ging das Testergebnis als ,,richtigpositiv* in die Berechnung von
Sensitivitét, Spezifitit, positiven und negativen priadiktiven Wert des Testsystems
ein. War das Resultat des Bestitigungsverfahrens negativ, so wurde das

Testergebnis als “falschpositiv* bewertet.
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2.5.1.4. Negatives Testergebnis

Ein Test wurde als ,negativ beurteilt, wenn er auswertbar war und im
Ergebnisfeld keine Positivbande erschien. Nicht alle negativen Ergebnisse wurden
den jeweiligen Bestitigungsverfahren unterzogen. Bei FIV wurden 100 negative
Proben und bei FeLV 81 negative Proben, die zufillig ausgewé#hlt wurden,
bestdtigt. Wurde bei einem negativen Testergebnis ein positives Bestédtigungs-
resultat erreicht, so ging das negative Testergebnis bei der Berechnung von
Sensitivitéit, Spezifitdt, positiven und negativen pradiktiven Wert flir das Test-

system als “falschnegatives* Testergebnis ein.

2.5.1.5. Falschpositives Testergebnis

Ein Testergebnis wurde als ,,falschpositiv®® bewertet, wenn die Probe, die im Test
als positiv beurteilt wurde, im Bestétigungstest ein negatives Ergebnis zeigte.
Falschpositive Ergebnisse wurden in die Berechnung von Sensitivitét, Spezifitit,

positivem und negativem préadiktiven Wert des Testsystems mit einbezogen.

2.5.1.6. Falschnegatives Testergebnis

Ein Testergebnis wurde als ,,falschnegativ bewertet, wenn die Probe, die im Test
als negativ beurteilt wurde, im Bestdtigungstest ein positives Ergebnis zeigte.
Falschnegative Ergebnisse wurden in die Berechnung von Sensitivitit, Spezifitit,

positivem und negativem pradiktiven Wert des Testsystems mit einbezogen.

2.5.1.7. Sensitivitit

Die Sensitivitdt driickt die Wahrscheinlichkeit aus, mit der ein Testergebnis
positiv sein wird, wenn in der Probe Antigene oder Antikorper vorhanden sind
(Abbildung 18). Die Berechnung der Sensitivitdit kann mit Hilfe der Vier-
feldertafel erfolgen (Abbildung 17). Die Anzahl der infizierten Proben (a + c¢)
sowie die Anzahl aller richtigpositiven (a) und falschnegativen (c) Testergebnisse
miissen flir die Berechnung bekannt sein. Die Anzahl aller im Bestétigungstest
positiven Ergebnisse stellt die Anzahl aller infizierten Katzen des gesamten
Probenumfanges dar. Die Infiziertenanzahl muss fiir jedes einzelne Testsystem

errechnet werden, und héangt von der Zahl der auswertbaren Testergebnisse ab.
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Western Blot / Virusisolierung
FIV-Status FeLV-Status
Positiv Negativ Gesamt
Positiv a b atb
FIV-/FeLV-
Testergebnis
Negativ c d c+td
Gesamt atc b+d
a d
Sensitivitit: ------- Spezifitit: ----—---
atc b+d
a d
PPW: NPW:
atb c+d

Abb. 17: Vierfeldertafel zur Berechnung der Sensitivitit, Spezifitit und des
positiven und negativen prddiktiven Werts eines Testsystems
(PPW = positiver prddiktiver Wert; NPW = negativer prddiktiver
Wert)

richtigpositive Testergebnisse
Sensitivitit = X 100

Anzahl der Infizierten

Abb. 18:  Berechnung der Sensitivitdt

2.5.1.8. Spezifitit

Die Spezifitit driickt die Wahrscheinlichkeit aus, mit der ein Testergebnis negativ
sein wird, wenn in der Probe kein Antigen oder keine Antikérper enthalten sind
(Abbildung 19). Fiir die Berechnung der Spezifitit mit Hilfe der Vierfeldertafel
(Abbildung 17) muss die Anzahl der nichtinfizierten Proben (b + d) sowie die
Anzahl aller falschpositiven (b) und richtignegativen (d) Testergebnisse bekannt

sein. Die Anzahl der Nichtinfizierten des gesamten Probenumfanges stellt die



III. Material und Methodik 75

Differenz zwischen der Gesamtzahl der Proben und der Zahl der infizierten
Katzen dar. Die Anzahl der nichtinfizierten Katzen eines einzelnen Testsystems
ergibt sich aus der Anzahl aller auswertbaren Testergebnisse abziiglich der Anzahl

der Infizierten dieses Testsystems.

richtignegative Testergebnisse
Spezifitit = X 100
Anzahl der Nichtinfizierten

Abb. 19:  Berechnung der Spezifitit

2.5.1.9. Positiver pradiktiver Wert

Er driickt die Wahrscheinlichkeit aus, mit der bei einem positiven Testergebnis
tatsdchlich Antigene oder Antikdrper in der Probe vorhanden sind (Abbildung
20). Fiir die Berechnung des positiven priadiktiven Wert mit Hilfe der
Vierfeldertafel (Abbildung 19) muss die Anzahl der richtigpositiven (a) und
falschpositiven (d) Testergebnisse bekannt sein. Die positiven pradiktiven Werte
der einzelnen FeLV- und FIV-Testsysteme wurden in Abhingigkeit von
verschiedenen Prévalenzen mit Hilfe der Bayes Formel (Abbildung 21 ) berechnet

und graphisch dargestellt. Es wurden die Pravalenzen 1 % bis 10 % gewihlt.

richtigpositive Ergebnisse
positiver pradiktiver Wert = X 100
alle positiven Ergebnisse

Abb. 20:  Berechnung des positiven prddiktiven Werts

PPW =P x Se/[P x Se + (1 —P) x (1 —Sp)]

Abb. 21:  Bayes Formel
(PPW = positiver prddiktiver Wert; P = Prdvalenz; Se = Sensitivitdt,
Sp = Spezifitit)
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2.5.1.10. Negativer pridiktiver Wert

Er driickt die Wahrscheinlichkeit aus, mit der bei einem negativen Testergebnis
tatsdchlich keine Antigene oder Antikorper in der Probe vorhanden sind
(Abbildung 22). Fiir die Berechnung des negativen pradiktiven Wert mit Hilfe der
Vierfeldertafel (Abbildung 17) muss die Anzahl der richtignegativen (d) und der

falschnegativen Testergebnisse (¢) bekannt sein.

richtignegative Ergebnisse
negativer pradiktiver Wert = X 100
alle negativen Ergebnisse

Abb. 22:  Berechnung des negativen prddiktiven Werts

2.5.1.11. Konjunktive Auswertung

Bei der konjunktiven Auswertung wurde der positiv pradiktive Wert bei
Kombination zweier FeLV- oder FIV-Testsysteme berechnet. Nur eine in beiden
Tests positiv reagierende Probe wurde in diesem Fall als positiv gewertet. Anhand
der berechneten positiv pradiktiven Werte war ein Vergleich der verschiedenen

Testkombinationen moglich.

2.5.1.12. Disjunktive Auswertung

Bei der disjunktiven Auswertung wurde der negativ pradiktive Wert bei
Kombination zweier FeLV- oder FIV-Testsysteme berechnet. Nur eine in beiden
Tests negativ reagierende Probe wurde in diesem Fall als negativ gewertet.
Anhand der berechneten negativ priadiktiven Werte war ein Vergleich der

verschiedenen Testkombinationen moglich.

2.5.2. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung umfasste die Berechnungen statistisch signifikanter
Unterschiede zwischen jeweils zwei Testsystemen im Bezug auf einzelne
spezifische Parameter. Die Berechnungen wurden mittels Chi-Quadrat-Test

durchgefiihrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied lag vor, wenn p < 0,05 war.
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Anhand der errechneten Signifikanzen war ein statistischer Vergleich der

untersuchten FeLV- und FIV-Testsysteme moglich.
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IV. Ergebnisse

1. Feline Leukimievirusinfektion

Fiir den Nachweis einer felinen Leukdmievirusinfektion wurden in der
vorliegenden Studie acht verschiedene FeLV-Testsysteme untersucht und

miteinander verglichen.

1.1. Durchfiihrbarkeit der Tests

Der Witness® FeLV war in seiner Handhabung und Durchfiihrung einfach und
praktikabel zu bedienen. Das Ablesen der Ergebnisse war bei insgesamt 68
Proben aufgrund von schwachen oder verwaschenen Kontrollbanden erschwert.
Nach einer zwei- bis fiinfminiitigen Verldngerung der Durchfithrungszeit wurden
die Banden in der Regel klarer und besser ablesbar. Bei vier Proben waren die
Positivbanden im Ergebnisfeld schwach angefiarbt und erschwerten das Ablesen

des Ergebnisses

Beim Snap® Combo Plus handelte es sich um ein Kombinationssystem, der auf
dem Prinzip des ELISA beruhte. Seine Handhabung war einfach, erforderte aber
einen zusitzlichen Arbeitsschritt, da die Proben in Vorverdiinnungsréhrchen mit
Konjugat vermischt wurden. Sowohl die Kontrollpunkte als auch die Testpunkte
waren deutlich erkennbar und gut ablesbar. Bei zwei Proben waren die Testpunkte
nach Ablauf der Durchfithrungszeit nur schwach angefiarbt und erschwerten das
Ablesen der Ergebnisse. Der Snap® Combo Plus musste gekiihlt (2 °C — 7 °C)

gelagert werden.

Der One-Step® FeLV war in seiner Handhabung mit einem minimalen
Arbeitsaufwand verbunden und einfach durchzufiihren. Bei diesem Testsystem
waren insgesamt 69 Proben, zum einem durch das nicht Erscheinen von
Kontrollbanden und zum anderen durch rosa Verfarbungen der Ergebnisfenster
nicht auswertbar. In anderen Fillen wurde die Serumprobe mit der zugegebenen
Pufferlosung vom Teststreifen nicht vollstindig absorbiert und nach Ablauf der
Durchfiihrungszeit stand die Fliissigkeit noch im Ergebnisfenster und verhinderte
die Auswertung. Das Ablesen der Ergebnisse war bei insgesamt 20 Proben

aufgrund von schwachen oder verwaschenen Kontrollbanden erschwert. Bei 17
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Proben waren die Ergebnisbanden undeutlich angefirbt, so dass das Ablesen

ebenfalls behindert wurde.

Die Testdurchfithrung war beim Mapic® FeLV einfach und unkompliziert. Es
fielen das héufige Nichterscheinen der Kontrollbande und die blduliche
Verfiarbung und Verwaschung des gesamten Ergebnisfeldes auf. Insgesamt 115
Proben waren aus diesen Griinden nicht auswertbar und wurden in die
anschlieBende Bewertung nicht mit einbezogen. Das Ablesen der Ergebnisse war
bei 18 Proben aufgrund von schwachen oder verwaschenen Kontrollbanden und

bei einer Probe aufgrund einer schwach angeférbten Ergebnisbande erschwert.

Die Handhabung und Testdurchfiihrung des FASTest® FeLV war unkompliziert
und mit einem minimalen Arbeitsaufwand verbunden. Die Banden wiesen
insgesamt eine gute Breite und eine deutliche Farbintensitéit auf. Eine Probe war
durch das Fehlen der Kontrollbande nicht auswertbar. Bei sieben Proben waren
die Ergebnisbanden nur leicht angefiarbt, so dass das Ablesen der Ergebnisse

erschwert war.

Beim DUO Speed® FeLV handelte es sich um ein kombiniertes Testsystem, das
den parallelen Nachweis von FeLLV-Antigen und FIV-Antikorpern ermdglichte.
Die Testdurchfithrung war einfach und die Ergebnisse fiir den Untersuchenden
leicht abzulesen. Bei insgesamt zehn Proben waren nach Ablauf der Durch-
filhrungszeit keine Kontrollbanden erkennbar und somit nicht auswertbar. Das
Ablesen der Ergebnisse war bei acht Proben aufgrund von schwach angefiarbten

Ergebnisbanden erschwert.

Der Virachek® FeLV war ein auf Mikrotiterplatten arbeitendes ELISA-System,
dessen Handhabung Erfahrung im Bereich der Labortechnik erforderte. Das
Testsystem wurde gekiihlt (2 °C — 7 °C) gelagert und wurde vor Benutzung auf
Zimmertemperatur gebracht. Fiir die Durchfithrung waren insgesamt sechs
Arbeitsschritte notwendig und bei jedem Testdurchgang wurde eine Positiv- und
Negativkontrolle mitgefiihrt. Das visuelle Ablesen der Ergebnisse war bei acht
Proben erschwert, da sie eine schwichere Blaufiarbung als die Positivkontrolle

zeigten.

Beim PetChek® FeLV handelte es sich ebenfalls um ein auf Mikrotiterplatten
arbeitendes ELISA-System. Fiir die Handhabung und Durchfithrung waren labor-

technische Kenntnisse erforderlich und die gekiihlten Reagenzien mussten vor
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Benutzung auf Zimmertemperatur gebracht werden. Fiir die Durchfithrung waren
sechs Arbeitsschritte notwendig. Die Testergebnisse wurden beim PetChek®™ FeLV
visuell abgelesen und es war bei insgesamt sechs Proben schwierig, visuell zu
entscheiden, ob die Farbintensitit einer Probe mehr oder weniger als 50 % der
Farbintensitdt der Positivkontrolle betrug. Die Gebrauchsanweisung des

Herstellers erschien in diesem Punkt sehr vage und ungenau.

1.2. Diagnostische Qualitat der Tests

Die diagnostische Qualitit der einzelnen Testsysteme wurde nach den Kriterien
der Auswertbarkeit, der Ablesbarkeit, der positiven, negativen, falschpositiven
und falschnegativen Testergebnisse, der Sensitivitdt, der Spezifitit und des
positiven und negativen pradiktiven Wertes beurteilt. Bei der Beurteilung der acht
verschiedenen FeLV-Testsysteme wurden zwei unterschiedliche Auswertungen
vorgenommen (Tabelle 22 und 23), da es beim Testen der FeLV-Proben bei
insgesamt 17 Proben zu “nicht bestitigbaren Ergebnissen* kam (Tabelle 24).
Diese zeigten in allen ELISA-Systemen und Immunochromatographie-
Schnelltests positive Ergebnisse an, die in der Virusisolierung jedoch nicht
bestdtigt wurden. In der ersten Auswertung wurden nur die 22 Proben als
Richtigpositive beurteilt, die in der Virusisolierung bestétigt wurden (Tabelle 25).
Bei der zweiten Auswertung wurden die 17 Proben mit “nicht bestdtigbaren
Ergebnissen® zusétzlich als Richtigpositive gewertet. Bei fiinf Proben fielen die
Ergebnisse der einzelnen Testsysteme unterschiedlich aus (Tabelle 26). In der
Virusisolierung waren sie negativ und wurden in der Bewertung als negative

Proben gewertet.
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Tabelle 22: Auswertung von acht verschiedenen FeLV-Testsystemen ohne
Beriicksichtigung der 17 “nicht bestdtigbaren Ergebnisse

(Anz. = Anzahl; pos. = positiv; neg. = negativ; Testergeb. = Testergebnisse;
VI = Virusisolierung, prdd. = prddiktiv)

Wit- Snap® |FASTest® |[DUO |Vira- | Pet- Mapic® | One-

ness” Speed® chek® | Chek® Step®

Anzahl (n) 528 528 528 528 528 528 378 517

-~ 7 3 1 10 1 2 115 69
unguitig 13% | 06% | 02% | 1,9% | 02% | 04% | 30,4% | 133%
berechnetes n | 521 525 527 518 527 526 263 448
S"hlec"ttbar 72 2 7 8 8 6 19 37
auswer 13,8% | 04% | 13% | 15% | 1,5% | 14% | 72% 8.4 %
Anz. pos.
bestitigter 22 22 22 21 22 22 6 18
Proben (VI)
Privalenz 42% | 42% | 42% | 41% | 42% | 42% | 23% | 40%
Anz. pos. 47 49 4 40 45 41 9 50
Testergeb. 91% | 93% | 80% | 7.7% | 85% | 7.8% | 34% | 112%
Anz. neg. 474 476 485 478 482 485 254 398
Testergeb. 90,9% [90,7% | 92,0% |923% | 91,5% | 922% | 96.6% | 88.8%
Anz. 19 19 20 19 20 19 5 17

richtigpos. 40,4% [388% | 47,6% |475% | 44,4% | 46,3% | 55,6 % 34,0 %

Anz. 28 30 22 21 25 22 4 33
falschpos. 59,6 % |61,2% | 524% | 52,5% | 55,6 % | 53,7% | 44,4 % 66,0 %
Anz. 471 473 483 476 480 482 253 397

richtigneg. 99.4% 199,4% | 99,6 % | 99,6% | 99,6% | 99,4% | 99,6% | 99,7%

Anz. 3 3 2 2 2 3 1 1
falschneg. 0,6% | 0,6% 0,4 % 0,4% | 04% 0,6 % 0,4 % 0,3 %
Sensitivitit

86,4 % |86,4% | 91,0% |90,5% | 91,0% | 86,4 % | 83,3% 94,4 %

Spezifitiit 94.4% |940% | 95.6% | 96,8% | 950% | 95.6% | 98.4% | 92,3 %
{’;}:'rfrad' 40,4% |388% | 47,6% |47,5% | 445% | 463% | 556% | 34,0%
neg. prad.

Wert 99.4% 199,4% | 99,6% |99,6% | 99,6 % | 99,4% | 99,6% | 99,7%
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Tabelle 23: Auswertung von acht verschiedenen FeLV-Testsystemen mit
Beriicksichtigung der 17 “nicht bestdtigbaren Ergebnisse

(Anz. = Anzahl; pos. = positiv; neg. = negativ; Testergeb. = Testergebnisse;

VI = Virusisolierung)

Wit- | Snap® | FASTest® | DUO Vira- | Pet- Mapic® | One-
ness” Speed® Chek® | Chek® Step®
Anzahl (n) 528 528 528 528 528 528 378 517
il 7 3 1 10 1 2 115 69
ungultig 13% [ 06% | 02% 19% | 02% | 04% |304% |13,3%
berechnetes n 521 525 527 518 527 526 263 448
schlecht 72 2 7 8 8 6 19 37
auswertbar 138% | 04% | 1,3% 15% | 1,5% | 14% | 72% | 8,4%
Anz. pos.
bestiitigter 22 22 22 21 22 22 5 18
Proben (VI)
Anz. der
dariiber hinaus |, 17 16 17 17 16 3 14
in allen Tests
pos. Proben
Priivalenz 73 74 72 73 74 72 3,0 7.1
Anz. pos. 47 49 42 40 45 41 9 50
Testergeb. 90% | 93% | 8,0% 7% | 85% | 7.8% | 3.4% [112%
Anzahl neg. 474 | 476 485 478 482 485 254 | 398
Testergeb. 91,0% |90,7%| 92,0% | 923% | 91,5% | 922% | 96,6% | 8.8%
Anz. 35 36 36 36 37 35 7 31
richtigpos. 745% |73,5% | 858% | 90,0% | 822% | 854% | 77.8% | 62,0 %
Ang. falschbos 12 13 6 4 8 6 2 19
g POS- | h5 500 126,5% | 142% | 100% | 17.8% | 14.6% | 22,2% | 38,0 %
Anz. richtig 471 473 483 476 480 482 253 | 397
negativer 99.4% 199.4%| 99.6% | 99.6% | 99.6% | 99,4 % | 99,6 % | 99,7 %
Ang. falsch 3 3 2 2 2 3 1 1
nz.lalscineg. 1 669% | 0.6% | 04% 04% | 04% | 06% | 04% | 0,3%
Sensitivitit 92,1% [923%| 94,7% | 94,7% | 949% | 92,1% | 87,5 % | 96,8 %
Spezifitiit 97.5% |97.3%| 98.8% | 992% | 98.4% | 99,4 % | 99,2 % | 95,4 %
“’V":'rfrad‘ 745% | 73,5%| 857% | 90,0% | 82.2% | 85.4% | 77,8 % | 62,0 %
neg. prad. 99.4% [99.4%| 99,6% | 99.6% | 99.6% | 99.4% | 99.6 % |99,7 %

Wert
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Tabelle 24: Darstellung der 17 Proben mit “nicht bestditigbaren Ergebnissen "
(pos. = positiv, (pos.) = schwach positiv; n.a. = nicht auswertbar; n.g. =
nicht getestet)
Probe | Witness® | Snap® | FASTest® | DUO | Vira- PetChek® | Mapic® | One
Speed® | chek® Step®
24 n.a. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g.
68 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
267 pos. pos. pos. (pos.) pos. pos. n.a. n.a.
490 pos. pos. (pos.) (pos.) pos. pos. n.g. pos.
491 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
495 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
497 pos. pos. n.a. (pos.) pos. pos. n.g. |(pos.)
499 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. n.g. pos.
500 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. n.a.
505 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
516 pos. pos. (pos.) (pos.) pos. n.a. n.g. |(pos.)
519 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
529 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
558 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
560 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
564 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
570 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
Tabelle 25: Darstellung der positiv bestdtigten FelV-Ergebnisse
(pos. = positiv; neg. = negativ; (pos.) = schwach positiv; n.a. = nicht
auswertbar; n.g. = nicht getestet)
Probe | Witness® | Snap® | FASTest® DUO | Vira- | PetChek® | Mapic® | One
Speed® | chek® Step®
22 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g. pos.
23 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g pos.
26 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g n.a.
29 pos. pos. (pos.) (pos.) | (pos.) (pos.) n.g | (pos.)
109 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
168 neg. neg. (pos.) n.a. neg. neg. (pos.) | n.a.
224 neg. neg. neg. neg. neg. neg. (pos.) | n.g
271 pos. pos. pos. pos. pos. pos. (pos.) | n.a.
461 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
466 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.a.
496 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
498 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
518 (pos.) pos. pos. pos. pos. pos. poSs. n.g
526 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
527 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
556 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
563 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
566 neg. neg. neg. neg. (pos.) neg. neg. neg.
572 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g
580 pos. pos. pos. (pos.) pos. pos. (pos.) | pos.
585 pos. pos. pos. (pos.) pos. pos. pos. n.g
592 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.a.
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Tabelle 26: Darstellung der Proben mit unterschiedlichen FeLV-Testergebnissen

(pos. = positiv, neg. = negativ; (pos.) = schwach positiv; n.a. = nicht
auswertbar; n.g. = nicht getestet)

Probe | Witness® | Snap® | FASTest® | DUO | Vira- PetChek® | Mapic® | One

Speed® | chek® Step®
13 pos. pos. neg. n.a. (pos.) (pos.) n.g. pos.
269 (pos.) pos. neg. neg. n.a. n.a. n.a. neg.
337 pos. pos. neg. neg. (pos.) (pos.) neg. neg.
524 pos. pos. (pos.) n.a. (pos.) neg. neg. n.a.
530 pos. pos. pos. neg. (pos.) (pos.) n.g. neg.

1.3. Statistischer Vergleich

Der statistische Vergleich umfasste die Berechnung statistisch signifikanter
Unterschiede zwischen jeweils zwei Testsystemen im Bezug auf einzelne
spezifische Parameter. Die Berechnungen wurden mittels Chi-Quadrat-Test
durchgefiihrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied lag vor, wenn p < 0,05 war.
Bei jedem Parameter wurden fiir die FeLV-Testsysteme zwei Berechnungen
vorgenommen. In der ersten Berechnung wurden nur die Proben als
Richtigpositive gewertet, die in der Virusisolierung bestétigt wurden. In der
zweiten Berechnung wurden zusitzlich die 17 Proben als Richtigpositive gezéhlt,

die in allen ELISA-Systemen positiv, aber in der Virusisolierung negativ waren.

Bei der Berechnung des Signifikanzniveaus p in Bezug auf die Anzahl richtiger
Ergebnisse unterschieden sich die beiden schlechteren Testsysteme One-Step”
und Snap® Combo Plus statistisch signifikant von den besseren Testsystemen
FASTest®, DUO Speed®, Virachek® und PetChek®. Ein statistischer Unterschied
wurde ebenfalls zwischen dem Witness® (schlechterer Test) und den besseren
Testsystemen FASTest”, DUO Speed®” und PetChek® berechnet (Tabelle 27).
Dieselben Ergebnisse wurden auch bei der zweiten Berechnung, bei der die 17
“nicht bestétigbaren* Proben zusitzlich als Richtigpositive gewertet wurden,

berechnet (nicht dargestellt).
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Tabelle 27: Statistischer Vergleich von jeweils zwei FeLV-Testsystemen unter
Beriicksichtigung der Anzahl richtiger Ergebnisse

(* = statistisch signifikanter Unterschied)
Wit- | Snap® | FASTest” | DUO Vira- | Pet- Mapic® | One-

ness” Speed® |chek® |Chek® Step®
Witness® 1,0000| 0,0114* |0,0339* |0,0253*| 0,1025 | 0,5637 | 0,0881
Snap® 0,0114% | 0,0196* | 0,0253* | 0,0455*| 0,3173 | 0,1615
FASTest® 1,0000 | 0,4795 | 0,2568 | 0,5637 |0,0028*
]S)}:i?d@) 0.6547 | 0,1797 | 03173 | 0,0016*
Virachek® 0,5637 | 1,0000 |0,0046*
PetChek® 0,5637 |0,0164*
Mapic® 1,0000
One-
Step®

Bei der Berechnung des Signifikanzniveaus p im Bezug auf den positiven
pradiktiven Wert unterschied sich der Test Snap® Combo Plus statistisch
signifikant von den besseren Testsystemen FASTest”, DUO Speed”, Virachek®
und PetChek®. Statistisch signifikante Unterschiede wurden ebenfalls zwischen
den beiden schlechteren Testsystemen One-Step und Witness und den
Testsystemen FASTest”, DUO Speed”, Virachek® und PetChek® aufgewiesen
(Tabelle 28). Bei der zweiten Berechnung mit Beriicksichtigung der diskrepanten
Proben wurden mit einer Ausnahme dieselben Ergebnisse ermittelt. Im Gegensatz
zur ersten Berechnung wurde zwischen dem One-Step® (als schlechterer Test) und
dem Witness® (als besserer Test) ein statistisch signifikanter Unterschied

berechnet (nicht dargestellt).
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Tabelle 28: Statistischer Vergleich von jeweils zwei FeLV-Testsystemen unter
Beriicksichtigung des positiven prddiktiven Werts

(* = statistisch signifikanter Unterschied)

Wit- |Snap®|FAS- |DUO |Vira- |Pet- Mapic® | One-
ness” Test” Speed® |chek® |Chek® Step®
Witness” 1,000 |0,0128* |0,0341* |0,0289* |0,1026 |0,5639 |0,1702
Snap® 0,0128* | 0,0198* | 0,0304* |0,0456* |0,3181 |0,3080
FASTest” 1,000 0,4963 |0,2511 |0,5639 |0,0043*
bUO ® 0,7029 |0,1798 [0,3176 |0,0029*
Speed
Virachek® 0,5152 |0,9237 |0,0118*
PetChek® 0,5639 |0,0388
Mapic® 1,000
One-
Step®

1.4. Testkombinationen

Zwischen den Ergebnissen des One-Step® und den anderen Testsystemen, mit
Ausnahme des Mapic®, wurden zwischen 17 und 25 diskrepante Ergebnisse
errechnet. Die Ergebnisse des DUO Speed® und des FASTest” stimmten bis auf
ein diskrepantes Ergebnis iiberein. Beim Vergleich der anderen Testsysteme lag
die Anzahl von diskrepanten Ergebnissen im Durchschnitt zwischen fiinf und

sechs Proben (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Diskrepante FeLV-Ergebnisse

Wit- | Snap® |FASTest® | DUO |Vira- |Pet- |Mapic® |One-

ness” Speed” |chek® |Chek® Step®
Witness® 8 10 8 5 6 3 22
Snap® 10 9 5 4 4 25
FASTest® 4 8 7 3 22
]S)[E:(e)d(@ 5 5 1 17
Virachek® 3 4 21
PetChek® 3 21
Mapic® 3
One-Step®

1.4.1. Konjunktive Auswertung

Bei der konjunktiven Auswertung wurde der positive pradiktive Wert bei

Kombination zweier FeLLV-Testsysteme berechnet. Nur eine in beiden Tests

positiv reagierende Probe wurde in diesem Fall als positiv gewertet. Bei der

Auswertung der positiven priadiktiven Werte bei Kombination zweier FelLV-

Testsysteme wurden zwei unterschiedliche Berechnungen vorgenommen. In der

ersten Berechnung galten nur die Proben als FeLV-positiv, die in der

Virusisolierung bestitigt wurden. Die hochsten Werte wurden beim Mapic® in

Kombination mit den anderen Testsystemen errechnet. Hier ergaben sich Werte

zwischen 62,5 % und 71,4 %. Fiir die anderen Testkombinationen wurden positive

pradiktive Werte zwischen 44,2 % und 53,3 % berechnet (Tabelle 30).
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Tabelle 30: Positiv pridiktive Werte (%) bei Kombination zweier Testsysteme ohne
Beriicksichtigung der 17 “nicht bestdtigbaren Ergebnisse
Wit- |Snap® |FASTest® |DUO Vira- Pet- | Mapic® | One-
ness” Speed® |chek® |chek® Step®
Witness® 44,2 50,0 514 | 452 | 487 | 714 | 483
Snap® 47,5 48,7 43,2 46,3 62,5 46,9
FASTest” 51,4 48,7 51,4 62,5 533
g;i‘e)d@) 490 | 500 | 666 | 484
Virachek® 46,3 62,5 46,9
PetChek” 62,5 | 48,4
Mapic® 62,5
One-
Step®

In der zweiten Berechnung wurden nicht nur Proben als FeLV-positiv gewertet,

die in der Virusisolierung bestitigt wurden, sondern auch die 17 Proben, die in

allen ELISA-Systemen positiv, aber in der Virusisolation negativ waren. Fiir die

Testkombination DUO Speed® mit Mapic® wurde ein positiver pradiktiver Wert

von 100 % errechnet. Der niedrigste Wert wurde fiir die Testkombination

Witness® mit Snap® errechnet. Hier ergab sich ein positiver pridiktiver Wert von

81,4 %. Fiir die anderen Testkombinationen wurden Werte zwischen 81,8 % und

94,6 % errechnet (Tabelle 31).
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Tabelle 31: Positiv pridiktive Werte (%) bei Kombination zweier Testsysteme mit

Beriicksichtigung der 17 “nicht bestdtigharen Ergebnisse

Wit- Snap® | FASTest® | DUO | Vira- |Pet- Mapic® | One-
ness” Speed”® | chek® | Chek® Step®
Witness® 81,4 91,9 94,6 83,3 87,2 85,7 93,5
Snap® 87,5 92,3 81,8 85,0 87,5 90,6
FASTest® 94,6 89,7 91,9 87,5 96,7
DUO
Speed® 92,3 92,1 100 94,0
Virachek® 85,4 87,5 90,6
PetChek” 87,5 | 90,3
Mapic® 87,5
One-
Step®

1.4.2. Disjunktive Auswertung

Bei der disjunktiven Auswertung wurde der negative pradiktive Wert bei

Kombination zweier FeLLV-Testsysteme berechnet. Nur eine in beiden Tests

negativ reagierende Probe wurde als negativ gewertet. Bei der Auswertung wurde

fiir die Testkombinationen Virachek™ mit Mapic® und Virachek® mit One-Step®

jeweils ein negativ pradiktiver Wert von 100 % errechnet. Bei den anderen

Testkombinationen lagen die errechneten Wahrscheinlichkeiten zwischen 99,4 %

und 99,8 % (Tabelle 32).
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Tabelle 32: Negativ prddiktive Werte (%) bei Kombination zweier Testsysteme
Wit- | Snap® | FASTest® | DUO |Vira- |Pet- |Mapic® | One-

ness” Speed” | chek® | Chek® Step®
Witness® 99.4 99,6 99,6 99.6 | 994 | 99,6 | 99,7
Snap® 99,6 99,6 99.6 | 994 | 99,6 | 99,7
FASTest® 99,6 998 | 996 | 99,6 | 99,7
]S);i?d@@ 998 | 996 | 99.6 | 99.7
Virachek® 99,6 100 100
PetChek® 99,6 | 99.7
Mapic® 99,5
One-
Step®

1.5. Abhingigkeit der positiven pradiktiven Werte von
der Priavalenz

Bei der Berechnung der positiven priadiktiven Werte in Abhédngigkeit von der
Priavalenz wurden fir FeLV zwei Auswertungen vorgenommen. Die
Auswertungen unterschieden sich in der Anzahl richtigpositiver Ergebnisse. Bei
der ersten Auswertung wurden nur die Proben als richtigpositive gewertet, die in
der Virusisolierung bestéitigt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 23
dargestellt. In der zweiten Auswertung wurden zusétzlich die 17 Proben, die in
allen ELISA-Systemen positiv, aber in der Virusisolierung negativ waren, als
richtigpositive gewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestellt. Die

Privalenzen 1 % bis 10 % wurden gewéhlt.
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Abb. 23:

Positive prddiktive

Werte der gepriiften FeLV-Testsysteme

in

Abhdingigkeit von der Prdvalenz ohne Beriicksichtigung der 17 “nicht

bestdtigharen Ergebnisse
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Abb. 24:  Positive prddiktive Werte der gepriiften FelV-Testsysteme in

Abhdingigkeit von der Prdvalenz mit Beriicksichtigung der 17 “nicht
bestdtigharen Ergebnisse

1.6. Verdiinnungsreihe

Um die Sensitivitit der Testsysteme zu wurde eine

Das

vergleichen,

Verdiinnungsreihe in  neun

angelegt. Serum wurde exponentiell
Verdiinnungsstufen mit Seren FeLV-negativer Katzen verdiinnt. Das Testsystem
Virachek”™ wies bis zur hochsten Verdiinnungsstufe (1:256) FeLV-Antigen in der
Probe nach (Tabelle 33). Beim Mapic® waren vier Ergebnisse aufgrund von
Verfarbungen des Sichtfensters nicht auswertbar. Dieser Test zeigte nur in der

unverdiinnten und ersten Verdiinnungsstufe ein positives Testergebnis an.
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Tabelle 33: Ergebnisse der FeLV-Verdiinnungsreihe

(n.a. = nicht auswertbar, (+) = schwach positiv;, + = positiv; - = negativ)

|Junverdiinnt
Verdiinnung 1:1
Verdiinnung 1:2
Verdiinnung 1:4
Verdiinnung 1:8
Verdiinnung 1:16
Verdiinnung 1:32
[Verdiinnung 1:64
Verdiinnung 1:128
Verdiinnung 1:256

2. Feline Immunschwiichevirusinfektion

Fir den Nachweis der felinen Immunschwichevirusinfektion wurden in der
vorliegenden Studie sieben verschiedene FIV-Testsysteme untersucht und

miteinander verglichen.

2.1. Durchfiihrbarkeit der Tests

Der Witness® FIV war in seiner Handhabung und Durchfiihrung einfach und
praktikabel zu bedienen. Die Banden waren nach Ablauf der Durchfiihrungszeit
deutlich sichtbar und gut ablesbar. Zwei Proben waren durch das Fehlen der
Kontrollbanden nicht auswertbar. Bei vier Proben waren die Ergebnisbanden nach
Ablauf der Durchfithrungszeit nur schwach angefirbt und erschwerten das

Ablesen.

Beim Snap® Combo Plus handelte sich um ein kombiniertes Testsystem, das den
parallelen Nachweis von FeLV-Antigen und FIV-Antikorpern ermdglichte. Seine
Handhabung war einfach, erforderte aber einen zusétzlichen Arbeitsschritt, da die
Proben in Vorverdiinnungsréhrchen mit Konjugat vermischt wurden. Sowohl die
Kontrollpunkte als auch die Testpunkte waren deutlich erkennbar und gut
ablesbar. Bei drei Proben waren die Testpunkte nach Ablauf der Durch-
fihrungszeit nur schwach angefirbt und erschwerten das Ablesen des
Ergebnisses. Durch das Fehlen der Kontrollbande waren sechs Proben nicht

auswertbar. Der Snap® Combo Plus musste gekiihlt (2 °C — 7 °C) gelagert werden.



IV. Ergebnisse 94

Die Testdurchfiihrung war beim Mapic® FIV einfach und unkompliziert. Es fiel
das haufige Nichterscheinen der Kontrollbande und die blduliche Verfiarbung und
Verwaschung des gesamten Ergebnisfeldes auf. Insgesamt 93 Proben waren aus
diesen Griinden nicht auswertbar und wurden in die anschlieBende Bewertung
nicht mit einbezogen. Das Ablesen der Ergebnisse war bei 24 Proben aufgrund
von schwachen oder verwaschenen Kontrollbanden und bei zehn Proben aufgrund

von schwach angefirbten Ergebnisbanden erschwert.

Die Handhabung und Testdurchfiihrung des FASTest® FIV war unkompliziert
und mit einem minimalen Arbeitsaufwand verbunden. Die Banden wiesen
insgesamt eine gute Breite und eine deutliche Farbintensitit auf. Drei Proben
waren durch das Fehlen der Kontrollbanden nicht auswertbar. Bei drei Proben
waren die Ergebnisbanden nur leicht angefdrbt, so dass das Ablesen der

Ergebnisse erschwert war.

Beim DUO Speed® FIV handelte es sich um ein kombiniertes Testsystem, das
den gleichzeitigen Nachweis von FeLV-Antigen und FIV-Antikérpern
ermoglichte. Die Testdurchfiihrung war einfach und die Ergebnisse flir den
Untersuchenden leicht abzulesen. Bei insgesamt sechs Proben war nach Ablauf
der Durchfiihrungszeit keine Kontrollbande erkennbar und somit eine Auswertung
nicht moglich. Das Ablesen der Ergebnisse war bei vier Proben aufgrund von

schwach angeférbten Ergebnisbanden erschwert.

Der Virachek® FIV war ein auf Mikrotiterplatten arbeitendes ELISA-System,
dessen Handhabung Erfahrung im Bereich der Labortechnik erforderte. Das
Testsystem wurde gekiihlt (2 °C — 7 °C) gelagert und wurde vor Benutzung auf
Zimmertemperatur gebracht. Fiir die Durchfilhrung waren insgesamt sechs
Arbeitsschritte notwendig und bei jedem Testdurchgang wurde eine Positiv- und
Negativkontrolle mitgefiihrt. Das visuelle Ablesen der Ergebnisse war bei acht
Proben erschwert, da die eine schwichere Blaufdarbung als die Positivkontrolle
zeigten. Bei insgesamt drei Proben kam es nach Ablauf der Durchfiihrungszeit zu
keiner Verfiarbung der Positivkontrolle und die Proben wurden als nicht

auswertbar gewertet.

Beim PetChek® Plus Anti-FIV handelte es sich cbenfalls um ein auf
Mikrotiterplatten arbeitendes ELISA-System. Fiir die Handhabung und

Durchfiihrung waren labortechnische Kenntnisse erforderlich und die gekiihlten
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Reagenzien mussten vor Benutzung auf Zimmertemperatur gebracht werden. Fiir
die Durchfiihrung waren sechs Arbeitsschritte notwendig und die Durch-
filhrungszeit betrug 45 Minuten. Die Testergebnisse des PetChek®™ Plus Anti-FIV
wurden laut der Auswertungskriterien des Herstellers mit dem ELISA-Reader
abgelesen. Alle Ergebnisse waren gut ablesbar. Bei einer Probe war nach Ablauf
der Durchfiihrungszeit keine Verfirbung der Positivkontrolle erkennbar, so dass

diese Probe als ungiiltig bewertet wurde.

2.2. Diagnostische Qualitiit der Tests

Die diagnostische Qualitit der einzelnen Testsysteme wurde nach den Kriterien
der Auswertbarkeit, der Ablesbarkeit, der positiven, negativen, falschpositiven
und falschnegativen Testergebnisse, der Sensitivitdt, der Spezifitit und des
positiven und negativen pradiktiven Wertes beurteilt. Anhand der errechneten
Werte sind die Testsysteme miteinander vergleichbar (Tabelle 34). In der nach
folgenden Tabelle 35 sind die Ergebnisse der einzelnen Testsysteme fiir die 55

positiv bestatigten FIV-Proben dargestellt.
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Tabelle 34: Vergleich von sieben verschiedenen FIV-Testsystemen

(Anz. = Anzahl; pos. = positiv; neg. = negativ; Testergeb. = Testergebnisse;
WB = Western Blot; prdd. = prddiktiv)

Wert

Witness® |Snap® |FASTest® | DUO Virachek® | PetChek® | Mapic®
Speed®

Anzahl (n) 535 535 535 535 535 535 402
ungiilti 2 6 3 6 3 1 93

suiig 0,4 % 1,1% 0,6% 1,1% 0,6 % 02% | 23,1%
berechnetesn | 533 529 532 529 532 534 309
schlecht 4 3 3 4 8 0 34
auswertbar 0,8 % 0,6 % 0,6% 0,8 % 1,5% 11 %
Anz. pos.
bestiitigter 55 52 55 54 53 55 30
Proben (WB)
Priivalenz 103% | 98% | 103% | 102% | 10,0% | 103% | 9,7 %
Anz. pos. 55 55 57 57 51 52 30
Testergeb. 103% | 104% | 10,7% | 10,8% | 9,6% 9,7 % 9,7 %
Anz. neg. 478 474 475 472 481 482 279
Testergeb. 89.7% | 89,6% | 893% | 892% | 90.4% | 903% | 903 %
Anz. 52 52 53 52 50 52 30
richtigpos. 945% | 945% | 93,0% | 91,2% | 98,0% 100% | 100 %
Anz. 3 3 4 5 1 0 0
falschpos. 5,5% 5,5% 7,0 % 8,8 % 2%
Anz. 475 474 473 470 477 479 268
richtigneg. 99.4% | 100% | 99,6% | 99,6% | 992% | 99.4% | 96,0%
Anz. 3 0 2 2 4 3 11
falschneg. 0,6 % 04% | 04% 0,8 % 0,6 % 4%
Spezifitit 99.4% | 99.4% | 992% | 99,0% | 99,8 % 100% | 100 %
Sensitivitit 945% | 100% | 964% | 963% | 92,6% | 945% | 73.2%
&‘j;frﬁd' 945% | 945% | 93.0% | 91.2% | 96,1 % 100 % 100 %
neg. prad. 99.4% | 100% | 99.6% | 99.6% | 992% | 99.4% | 96,1 %
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Tabelle 35: Darstellung der positiv bestdtigten FIV-Ergebnisse

(pos. = positiv, (pos.) = schwach positiv; neg. = negativ, n.a. = nicht
auswertbar; n.g. = nicht getestet)

Probe | Witness® | Snap® FASTest® | DUO - Virachek® | PetChek® | Mapic®
Speed®
9 pos. pos. pos. pos. pos. pos. neg.
21 pos. pos. pos. pos. pos. pos. (pos.)
65 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
72 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. neg.
97 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
120 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. (pos.)
125 pos. pos. pos. pos. pos. pos. neg.
143 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
151 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
203 pos. n.a. pos. pos. pos. pos. (pos.)
248 pos. pos. pos. pos. pos. neg. n.a.
262 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
267 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
278 pos. pos. pos. pos. pos. pos. (pos.)
281 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
294 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
295 pos. pos. pos. pos. pos. pos. (pos.)
313 pos. pos. pos. (pos.) pos. pos. neg.
344 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
351 neg. (pos.) neg. neg. neg. neg. n.a.
366 pos. pos. (pos.) pos. pos. pos. (pos.)
371 neg. pos. neg. neg. neg. pos. neg.
382 pos. n.a. pos. pos. pos. pos. pos.
394 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. n.a.
395 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g.
453 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
458 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.a.
459 pos. pos. pos. pos. pos. neg. pos.
460 pos. pos. (pos.) pos. pos. pos. n.a.
481 pos. pos. pos. (pos.) n.a. pos. n.g.
482 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. n.a.
483 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.a.
484 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. neg.
486 pos. pos. pos. pos. pos. pos. n.g.
488 poSs. poSs. pos. pos. pos. pos. n.g.
490 pos. pos. pos. pos. neg. pos. n.g.
493 neg. pos. pos. pos. pos. pos. n.g.
499 pos. pos. pos. pos. neg. pos. n.g.
513 pos. pos. pos. pos. pos. pos. neg.
514 pos. pos. pos. pos. n.a. pos. neg.
515 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
524 pos. pos. pos. pos. pos. pos. (pos.)
528 (pos.) pos. pos. pos. pos. pos. (pos.)
531 pos. n.a. pos. n.a. pos. pos. neg.
551 (pos.) pos. pos. pos. (pos.) pos. pos.
553 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
554 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. pos.
555 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
576 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
580 pos. pos. pos. pos. pos. pos. neg.
582 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
583 pos. pos. pos. pos. pos. pos. (pos.)
584 pos. pos. pos. pos. (pos.) pos. (pos.)
591 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos.
593 pos. pos. pos. pos. pos. pos. neg.
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2.3. Statistischer Vergleich

Der statistische Vergleich umfasste die Berechnung statistisch signifikanter
Unterschiede zwischen jeweils zwei Testsystemen im Bezug auf einzelne
spezifische Parameter. Die Berechnungen wurden mittels Chi-Quadrat-Test
durchgefiihrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied lag vor, wenn p < 0,05 war.
Bei der Berechnung des Signifikanzniveaus p im Bezug auf die Anzahl richtiger
Testergebnisse wurde ein signifikanter Unterschied zwischen dem besseren
Testsystem Mapic® und den Testsystemen Snap® Combo Plus, Virachek™ und

PetChek® Plus Anti-FIV berechnet (Tabelle 36).

Tabelle 36: Statistischer Vergleich von jeweils zwei FIV-Testsystemen unter
Beriicksichtigung der Anzahl richtiger Ergebnisse

(* = statistisch signifikanter Unterschied)

Witness® |Snap® |FASTest® | DUO Vira- | Pet- Mapic®
Speed® | chek® | Chek®

Witness® 0,2568 | 0,6547 | 0,7055 | 1,0000 | 04142 | 0,0522
Snap® 0,2568 | 0,1573 | 0,2568 | 0,6547 | 0,0209*
FASTest” 0,3173 | 1,0000 | 0,4142 | 0,0522
ls?i?a@ 0,7055 | 02568 | 0,1655
Virachek® 0,4142 | 0,0114*
PetChek® 0,0039*
Mapic®

Bei der Berechnung des Signifikanzniveaus p in Bezug auf den positiven
pradiktiven Wert von jeweils zwei FIV-Testsystemen wurde zwischen den
einzelnen Testsystemen kein signifikanter Unterschied berechnet (nicht

dargestellt).

2.4. Testkombinationen

Zwischen den Ergebnissen des Mapic® und der anderen Testsysteme wurden
zwischen zehn und 13 diskrepante Ergebnisse errechnet. Die Ergebnisse des DUO
Speed” und des FASTest” stimmten bis auf ein diskrepantes Ergebnis tiberein.
Beim Vergleich der anderen Testsysteme lag die Anzahl von diskrepanten

Ergebnissen im Durchschnitt zwischen fiinf und sechs Proben (Tabelle 37).
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Tabelle 37: Diskrepante FIV-Ergebnisse
Witness® |Snap® |FASTest® | DUO Vira- Pet- Mapic®
Speed” |chek® | Chek®
Witness” 5 5 6 6 6 13
Snap® 7 8 7 5 12
FASTest” 1 6 6 13
]S);?d® 7 7 13
Virachek® 6 10
PetChek® 12
Mapic®

2.4.1. Konjunktive Auswertung

Bei der konjunktiven Auswertung wurde der positive priadiktive Wert bei
Kombination zweier FIV-Testsysteme berechnet. Nur eine in beiden Tests positiv
reagierende Probe wurde als positiv gewertet. Die hochsten Werte wurden fiir
PetChek™ Plus Anti-FIV und Mapic® in der Kombination mit den anderen
Testsystemen errechnet. Die Wahrscheinlichkeit, dass Antikdrper gegen FIV
vorhanden waren, lag bei jeder dieser Kombinationen bei 100 %. Der niedrigste

positive pradiktive Wert lag bei 92,9 % und wurde fiir die Testkombination DUO

Speed® mit FASTest” errechnet (Tabelle 38).
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Tabelle 38: Positiv pridiktive Werte (%) bei Kombination zweier Testsysteme
* = statistisch signifikanter Unterschied)

Witness® | Snap® | FASTest® | PUO o Viraz@ PetChek® | Mapic®
Speed™ | chek

Witness® 98,0 98,1 98,1 98,0 100* 100*
Snap® 98,0 98,0 | 978 100* 100*
FASTest” 92,9 | 98,0 100 100
DUO
Speed® 98,0 100 100
Virachek® 100 100
PetChek® 100+
Mapic®

2.4.2. Disjunktive Auswertung

Bei der disjunktiven Auswertung wurde der negative pradiktive Wert bei
Kombination zweier FIV-Testsysteme berechnet. Nur eine in beiden Tests negativ
reagierende Probe wurde als negativ gewertet. Bei der Auswertung wurde fiir die
Testkombination PetChek®™ Plus Anti-FIV mit Mapic® und fiir die Test-
kombinationen Snap® Combo Plus mit den anderen Testsystemen jeweils ein
negativ priadiktiver Wert von 100 % errechnet. Bei den anderen Test-
kombinationen lagen die negativ pradiktiven Werte zwischen 99,6 % und 99,8 %

(Tabelle 39).
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Tabelle 39: Negativ prddiktive Werte (%) bei Kombination zweier Testsysteme

* = statistisch signifikanter Unterschied)

Witness®” | Snap® | FASTest® | DUO Vira- PetChek® | Mapic®

Speed® | chek®

Witness® 100 99,6 99,6 99,6 99,8 99,6
Snap® 100% 100* 100* 100* 100*
FASTest” 99,6 99,6 99,8 99,6
IS):e(e)d® 99,6 99,8 99,6
Virachek® 99,8 99,6
PetChek” 100
Mapic®

2.5. Abhangigkeit der positiven pridiktiven Werte von
der Pravalenz

Abbildung 25 zeigt die Abhingigkeit der positiven priadiktiven Werte von der

Privalenz einer FIV-Infektion. Die Pravalenzen 1 % bis 10 % wurden gewdéhlt.

Positiver pridiktiver Wert (%’
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Abb. 25:

Positive  prddiktive Werte
Abhdingigkeit von der Prdvalenz

der gepriiften FIV-Testsysteme in
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2.6. Verdiinnungsreihe

Um die Sensitivitit der Testsysteme zu vergleichen, wurden Verdiinnungsreihen
angelegt. Die Sera wurden exponentiell in neun Verdiinnungsstufen mit Seren
FIV-negativer Katzen verdinnt. Virachek® und Witness” reagierten in der
unverdiinnten Probe schwach positiv. In den nachfolgenden Verdiinnungen waren
die Ergebnisse jedoch positiv und gut ablesbar. Der Virachek® wies FIV-
Antikorper bis zur Verdiinnungsstufe 1:16 nach. Alle anderen Testsysteme zeigten
bis zur letzten Verdiinnungsstufe deutlich positive oder, wie der Snap® Combo

Plus und Witness®, schwach positive Ergebnisse an (Tabelle 40).

Tabelle 40: Ergebnisse der FIV-Verdiinnungsreihe

(n.a. = nicht auswertbar, (+) = schwach positiv, + = positiv, - = negativ)

Witness® |[Snap® [FASTest® i ic®

|unverdiinnt
Verdiinnung 1:1
Verdiinnung 1:2
Verdiinnung 1:4
Verdiinnung 1:8
Verdiinnung 1:16

Verdiinnung 1:32 Q o

Verdiinnung 1:64

Verdiinnung 1:128 Qi

Verdiinnung 1:256
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V. Diskussion

1. Aufbau der Studie

Das Ziel der vorliegenden Studie war der Vergleich von neuen verschiedenen
Testsystemen zur Diagnose einer FeLV- und FIV-Infektion. Insgesamt wurden
535 Serumproben von gesunden und kranken Katzen mit 11 verschiedenen
Testsystemen untersucht. Alle FeLV- und FIV-positiven Ergebnisse wurden mit
einem spezifischeren Verfahren verifiziert. Eine Bestitigung der negativen Proben
wurde mit einer partiellen willkiirlich ausgewahlten Anzahl von negativen Proben
durchgefiihrt. Eine ,partielle Verifikation wird als zuverldssige und effektive
Moglichkeit angesehen, wenn die Prévalenz einer Infektion in der untersuchten
Population niedrig ist und die Bestitigung aller Proben zu teuer und zu
zeitaufwendig wére (GREINER, 1999). Mit der gewihlten Probenanzahl war es
moglich reprisentative Werte fiir die Sensitivitét, Spezifitit und fiir die positiven

und negativen pradiktiven Werte der einzelnen Testsysteme zu ermitteln.

Probleme ergaben sich vor allem bei der Virusisolierung, die als
Bestitigungsverfahren fiir FeLV-positive und insgesamt 81 negative Proben
ausgewdhlt wurde. Bei insgesamt 17 Proben kam es zu “nicht bestitigbaren
Ergebnissen®. Diese zeigten in allen verwendeten ELISA- und Immuno-
chromatographie-Testsystemen positive Ergebnisse an, die in der Virusisolierung
jedoch nicht bestitigt wurden. Somit ergaben sich fiir alle FeLV-Testsysteme sehr
niedrige positiv pradiktive Werte, die deutlich unter fritheren publizierten Daten
lagen. Um eine bessere Aussage liber die Qualitit der Testsysteme machen zu
konnen, wurden fiir die unterschiedlichen FeLV-Auswertungen jeweils zwei

Berechnungen vorgenommen.

1.1. Probenauswahl

Da laut Gebrauchsanweisung der Testsysteme keine negative Beeintrachtigung
der Ergebnisse durch hdmolytische, tiefgefrorene oder bis zu drei Tagen gekiihlt
gelagerte Proben zu erwarten war, mussten die verwendeten Proben keine
bestimmten Qualititskriterien erfiillen. Fiir die gewéhlten Bestitigungsverfahren
(Western Blot und Virusisolierung) mussten ausschlielich Serumproben, die bei

— 70°C gelagert wurden, verwendet werden. In der vorliegenden Studie wurden
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fiir die Durchfiihrung der Testsysteme ausschlieBlich Serumproben verwendet, die
nach der Entnahme bei —70°C gelagert wurden. Die Proben wurden von Katzen
aus verschiedenen Bereichen Deutschlands und der USA gewonnen. Bei den
Proben aus den USA wurde ein groBer Anteil aus dem Labor flir infektidse
Krankheiten der University of Georgia, Athens, USA, verwendet, bei denen
bereits eine FIV- oder FeLV-Infektion nachgewiesen wurde. Da bewusst
Probenmaterial von verdichtigen und erkrankten Tieren untersucht wurde, war ein
grofler Anteil kranker Katzen vorhanden. Dies erklért die ungewdhnlich hohen
Privalenzen fiir FeLV (4,3 %) und FIV (10,2 %) in dieser Studie. Da es sich um
keine epidemiologische Studie handelte, sind die ermittelten Pravalenzen als nicht

reprasentativ anzusehen.

In Deutschland wird fiir FIV eine Prdvalenz zwischen 2 % und 8 % angegeben,
wobei die Infektion in Norddeutschland héufiger als in Siiddeutschland
beobachtet wird (HARTMANN & LUTZ, 1989; NEU et al., 1989; HARTMANN
et al., 1992; FUCHS et al., 1994). Die Unterschiede in der Pridvalenz konnen
durch unterschiedliche Bestandsdichten und Haltungsweisen von Katzen erklért
werden (HARTMANN & HINZE, 1991). Die Prévalenz fiir FeLV liegt in
Deutschland zwischen 2 % und 3 %. Dies deutet auf eine Abnahme der Infektion
iber die letzten Jahre hin, die vor allem durch den konstanten Einsatz von
»3creening and Removal“-Programmen, durch préventive MaBnahmen (z. B.
Impfung, regelmiBige Durchfithrung von FeLV-Tests) und durch ein besseres
Verstiandnis der FeLV-Infektion bei Tierdrzten und Besitzern, erkliart werden kann

(HARTMANN et al., 1999).

1.2. Bestitigungsverfahren

Als Bestitigungsverfahren wurde fiir FeLV-positive und 81 negative Proben die
Virusisolierung und fiir FIV-positive und 100 negative Proben der Western Blot

gewihlt.

1.2.1. Virusisolierung

In der FeLV-Diagnostik gibt es als Bestitigungstest fiir FeLV-positive Proben
keinen einheitlichen ,,Goldenen Standard“. Neben der Virusisolierung wird von

manchen Autoren auch der Immunofluoreszenztest (IFT) oder die FeLV-PCR als
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Bestitigungstest favorisiert. Mit der Virusisolierung konnen bei einer bestehenden
Virdmie bereits kleine Mengen an Virusmaterial nachgewiesen werden.
Problematisch wird die Virusisolierung bei Katzen, die eine Antigendmie, aber
keine Virdmie aufweisen. Dies ist bei der atypischen Verlaufsform einer FeLV-
Infektion moglich. Es handelt sich um eine sequestrierte Infektion, in der es zur
lokalen Vermehrung des Virus z. B. in der Blase, Milchdriise oder im Auge, ohne
Beteiligung des Knochenmarks, kommt. Durch die intermittierende oder geringe
Produktion von p27-Antigen, kann es zu positiven ELISA-Ergebnissen kommen,
die jedoch in der Virusisolierung nicht verifiziert werden konnen (HOOVER &
MULLINS, 1991). Diese diskrepanten Ergebnisse kommen jedoch nicht durch
mangelnde Spezifitdt der Testsysteme zustande, sondern sind auf biologische
Besonderheiten der Virusinfektion oder unterschiedliche Immunantworten der

Katze zuriickzufiihren.

Bei der Virusisolierung kann durch mangelhafte Lagerungs- und Transport-
bedingungen der Proben und durch technische Fehler in der Handhabung intaktes
Virusmaterial verloren gehen (JARRETT et al., 1982). Dies fiihrt zu falsch-
negativen Ergebnissen in der Virusisolierung und hat zur Folge, dass die an sich
richtigpositiven ELISA-Proben in der Auswertung der Testsysteme als
falschpositive gewertet werden. Auch bakteriell kontaminierte positive Proben
konnen wegen ihrer toxischen Wirkung auf die Zellkultur nicht durch eine
Virusisolierung bestéitigt werden. Die Problematik von antigenpositiven
virusnegativen Proben existiert jedoch auch unabhingig von der Qualitdt der
Proben, da das Auftreten divergenter Testergebnisse durch den Immunstatus der
Katze bedingt sein kann (JARRETT et al., 1991). In der vorliegenden Studie kam
es bei insgesamt 17 Serumproben zu “nicht bestétigbaren Ergebnissen® (s. Tabelle
24). Die Proben zeigten in allen ELISA-Systemen und Immunochromatographie-
Schnelltests positive Ergebnisse an, die in der Virusisolierung jedoch nicht
bestdtigt wurden. Zur Bewertung der Testsysteme wurden daher zwei
unterschiedliche Berechnungen vorgenommen. In der ersten Berechnung wurden
nur die Proben als Richtigpositive gewertet, die in der Virusisolierung verifiziert
wurden. Fiir alle Testsysteme wurde daher eine hohe Anzahl von falschpositiven
Proben ermittelt, die zu einer niedrigen Spezifitit und einem schlechten positiven
pradiktiven Wert der Testsysteme fiihrte. Alle Testsysteme wurden in diesem Fall

aber in gleichem MalBle benachteiligt und der Vergleich wurde dadurch nicht
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beeinflusst. In der zweiten Berechnung wurden die 17 Proben mit “nicht
bestitigbaren Ergebnissen®, die in der ersten Berechnung als falschpositive
gewertet wurden, zu den richtigpositiven Proben gezihlt. Bei der Berechnung der
Spezifitit und des positiven pradiktiven Werts wurden flir jedes Testsystem
deutlich hohere Werte ermittelt, die mit fritheren publizierten Studien vergleichbar

sind.

1.2.2. Western Blot

Mit Hilfe des Western Blot ist es moglich, spezifische FIV-Antikorper gegen
Hauptinnenkorperproteine  und gegen das Transmembranprotein  gp40
nachzuweisen (O’CONNOR et al., 1989; CALZOLARI et al., 1995). Da diese
Nachweismethode in der FIV-Diagnostik als ,,Goldener Standard“ angesehen
wird, wurde er auch in dieser Studie zur Bestitigung FIV-positiver Proben und
100 negativer Proben herangezogen. Technisch ist der Western Blot relativ
aufwendig und Bedarf einer speziellen Ausstattung. Die Interpretation der Banden
gestaltet sich nicht immer als eindeutig und einfach (BARR et al., 1991; REID et
al., 1992).

Es wurde das Western Blot Protokoll, dass von EGBERINK und Mitarbeitern
(1991) beschrieben wurde, durchgefiihrt. Eine Probe wurde als positiv bestétigt,
wenn eine deutliche Bande auf der Hohe der beiden FIV-Proteine F4 (p24) und
KSUs; (p17) oder auf Hohe des GTM,—Proteins sichtbar war. Beim Western Blot
ist es oft nicht mdglich, Antikérper gegen hohermolekulare Hiillproteine (gp95,
gpl20, gpl35) nachzuweisen. Diese werden bei der Aufreinigung und
Denaturierung der FIV-Proteinfraktionen beschiddigt und kénnen anschlieBend
nicht vollstindig auf die Nitrozellulose iibertragen werden (PEDERSEN, 1990a;
EGBERINK et al, 1991). Dies kann bei FIV-infizierten Katzen, die
ausschlieBlich Antikorper gegen hdohermolekulare Hiillproteine bilden, im
Western Blot zu falschnegativen Ergebnissen fithren (BARR et al., 1991). Der
Nachweis dieser Antikorper kann nur mittels RIPA erfolgen. Der RIPA wurde in
dieser Studie als Bestitigungsmethode nicht in Betracht gezogen, da er weniger
zuverlassig ist als der Western Blot (EGBERINK et al., 1991). Die PCR wurde in
der vorliegenden Arbeit als Bestétigungstest nicht in Betracht gezogen, da sie im
Gegensatz zu den untersuchten Testsystemen auf dem direkten Erregernachweis

beruht. Es muss auch beriicksichtigt werden, dass durch die grofle Varianz der
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Virusstimme einige FIV-Subtypen der Diagnose mittels PCR entgehen kdnnen

(HARTMANN et al., 2001).

Die Auswahl des Western Blot zur Bestitigung FIV-positiv reagierender Proben
und einer Anzahl FIV-negativ reagierender Proben erwies sich fiir diesen
Testvergleich als geeignet. Die Banden auf dem Western Blotstreifen waren
deutlich zu erkennen und die Ergebnisse stimmten mit den Resultaten der

untersuchten Testsysteme gut liberein.

2. Beurteilung der Testsysteme

Die Testsysteme wurden nach den Kriterien der Auswertbarkeit, Ablesbarkeit,
Sensitivitdt, Spezifitdit und des positiven und negativen pradiktiven Werts

beurteilt.

2.1. Feline Leukimievirus-Tests

Die FeLV-Testsysteme wurden nach ihrer Auswertbarkeit, Ablesbarkeit,
Sensitivitét, Spezifitdt und nach dem positiven und negativen pradiktiven Wert

beurteilt und miteinander verglichen.

2.1.1. Auswertbarkeit und Ablesbarkeit

Die Beurteilung der Auswertbarkeit war einfach, da ein Test entweder
auswertbar oder nicht auswertbar war. Ein Test galt als nicht auswertbar, wenn
in der angegebenen Reaktionszeit keine Kontrollbande erkennbar und/oder im
Ergebnisfeld aufgrund von Verwaschungen oder Verfarbungen eine Interpretation
des Ergebnisses nicht moglich war. Besonders auffillig war der sehr hohe Anzahl
an nicht auswertbaren Ergebnissen beim Mapic® FeLV. Es mussten 30,4 % der
Teststreifen verworfen werden, da entweder das Ergebnisfeld bléulich verfarbt
war oder keine Kontrollbande in der angegebenen Reaktionszeit erschien. Auch
bei einer Verldngerung der Reaktionszeit um einige Minuten wurde das
Ergebnisfeld nicht klarer und die Teststreifen wurden als nichtauswertbar
beurteilt. In einer von HARTMANN und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie
(2001) wurden fiir den Mapic® FeLV, der damals unter dem alten Namen OnSite®
FeLV erhiltlich war, eine Auswertbarkeit von 99,0 % errechnet. Der Grund fiir

die deutliche Verschlechterung der Auswertbarkeit ist unklar.
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Auch beim One-Step® FeLV war eine hohe Anzahl (13,3 %) von Teststreifen
nicht auswertbar, da bei den meisten dieser Teststreifen nach Ablauf der
Testdurchfiihrungszeit keine Kontrollbande erschien oder das Ergebnisfeld
pinkfarben verwaschen war. Bei anderen Proben wurde die Pufferlosung vom
Teststreifen nicht vollstindig absorbiert und verhinderte somit das Ablesen des
Ergebnis. Bei einer fritheren Studie wurde fiir den One-Step® eine Auswertbarkeit
von 99,0 % errechnet (HARTMANN et al., 2001). Die Ursache fiir diesen

deutlichen Unterschied ist unklar.

Alle Testergebnisse, die als “auswertbar galten, wurden zusétzlich noch nach
ihrer Ablesbarkeit beurteilt. Zeigten sich auf dem Teststreifen wéhrend der
angegebenen Reaktionszeit Verfarbungen oder war das Sichtfeld durch
unregelmédfig absorbierte Reaktionsfliissigkeiten verlaufen, so dass das Ablesen
der Banden deutlich beeintrichtigt, aber noch moglich war, galt der Test als
“schlecht ablesbar®“. Auch das verzogerte Erscheinen von schwach sichtbaren
Reaktionsbanden oder von Banden, die zwar gut sichtbar waren, aber nicht iiber
die gesamte Breite des Teststreifens erschien, fithrte zur Bewertung “schlecht
ablesbar. Schwach geférbte Positivbanden stellten bei der Auswertung der
Ergebnisse ein groBes Problem dar, da die Gebrauchsanweisung der Hersteller
keine Angaben zu der mindestens erforderlichen Farbintensitit einer Positivbande
enthielten. Die hochste Anzahl (4 %) von schwach positiven Banden fiel beim
One-Step® FeLV auf. Die Mehrzahl der schwach positiven Proben wurden in der
Virusisolierung nicht bestétigt und stellten sich somit als falschpositiv heraus. In
einer von HARTMANN und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie wurde fiir den
One-Step” eine noch hohere Anzahl (11 %) von schwach positiven Ergebnis-
banden ermittelt. Die Griinde fiir das Auftreten von schwach positiven
Kontrollbanden sind vielfiltig und konnen an der Qualitét der Testsysteme und an
der Probenqualitit liegen. Vor allem aber wird dem Untersucher durch das
visuelle Ablesen der Testergebnisse eine groBe Breite an Inter-
pretationsmdglichkeiten gegeben, die zu einer starken Subjektivitit bei der

Auswertung fiihrt.

Ein hoher Anteil schwer interpretierbarer Ergebnisse ergab sich beim Witness®™
FeLV. 18 % der Teststreifen wurden als schlecht ablesbar beurteilt, da in den
meisten Fillen die Kontrollbande nach Ablauf der Reaktionszeit nur schwach zu

erkennen war. Nach Verlidngerung der Durchfithrungszeit um wenige Minuten
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wurden die Kontrollbanden in der Regel deutlicher und gut erkennbar. Die Proben
wurden entweder als “schwach negativ® oder, wenn eine zusitzliche Bande im
Ergebnisfenster erkennbar war, als “schwach positiv* bewertet. Die Ursache fiir
die schlechte Ablesbarkeit des Witness® FeLV ist unklar. Eine Erklirung kénnte
die Menge an Pufferlosung sein, die bei jedem Testgang mit in das Probenfeld
pipettiert werden muss. Beim Witness® FeLV werden im Gegensatz zum
Witness® FIV, bei dem drei Tropfen bendtigt werden, nur zwei Tropfen
hinzugegeben. Dieser Unterschied konnte eine Auswirkung auf die
Fliessgeschwindigkeit des Probenmaterials haben und somit eine Verlangsamung
der Reaktion beim Witness® FeLV herbeifiihren. In einer von HARTMANN und
Mitarbeitern (2001) durchgefiihrten Studie wurden &hnliche Probleme mit dem
Witness® FeLV festgestellt. ROBINSON und Mitarbeiter (1997) hingegen
erwihnten dieses Problem nicht in ihrer Studie, in der sie 480 Serumproben mit

dem Witness® FeLV untersuchten.

Fiir die Ablesbarkeit des Snap® Combo Plus wurde in der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zu einer von HARTMANN und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie
(2001) ein deutlich hoherer Wert von 99,0 % ermittelt. HARTMANN und
Mitarbeiter errechneten fiir den Snap™ Combo nur eine Ablesbarkeit von 87,3 %.
Der Grund fiir die Verbesserung der Ablesbarkeit konnte in der Benutzung des
neueren und iiberarbeiteten Snap® Combo Plus Testsystem liegen. Dieser neue

Test ist seit 1998 in Europa kommerziell erhéltlich.

2.1.2. Spezifitiat und Sensitivitit

Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Testsysteme wurde die Spezifitit und die

Sensitivitit berechnet.

Mit der Spezifitit wird der prozentuale Anteil der nichtinfizierten Tiere, die
negativ reagieren, definiert. Je geringer die Anzahl falschpositiver Ergebnisse ist,

desto hoher ist die Spezifitit eines Testsystems.

Ein Test wurde als positiv beurteilt, wenn er auswertbar war und eine Kontroll-
und Positivbande bzw. Kontroll- und Positivpunkt im Ergebnisfenster erschien.
Bei den mit Mikrotiterplatten arbeitenden ELISA galt ein Test als positiv, wenn
die Vertiefung mit der Positivkontrolle und die Probenvertiefung blaulich verfarbt

waren. Wurde dieses Ergebnis im Bestitigungstest bestdtigt, so wurde es als
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richtigpositives Testergebnis bewertet und spiegelte somit den tatsdchlichen
Infektionsstatus des untersuchten Tieres wieder. Ein falschpositives Ergebnis lag

vor, wenn das positive Ergebnis im Bestétigungstest nicht verifiziert wurde.

Zum Auftreten von falschpositiven Testergebnissen kommt es vor allem durch
unspezifische Reaktionen, méBige Probenqualitit und Handhabungsfehler.
Letztere sind vor allem bei mit Mikrotiterplatten arbeitenden ELISA-Systemen
(PetChek™ FeLV, Virachek® FeLV) in Betracht zu ziehen, da es sich um
temperaturempfindliche Systeme handelt, deren Durchfithrung Sorgfalt und
Laborerfahrung erfordert. Durch ungeniigendes Waschen konnen ungebundene
enzymkonjugierte Antikorper in den ELISA-Vertiefungen zuriickbleiben und eine
unspezifische Farbentwicklung verursachen (LOPEZ, 1989; HARDY &
ZUCKERMAN, 1991c). Bei der Verwendung von hémolytischen Seren kann
durch die Hadmolyse der Erythrozyten Hé&moglobin freigesetzt werden, dessen
Héam-Anteil eine Pseudoperoxidase-Wirkung besitzt und damit eine positive
Reaktion vortduschen kann (HOLZNAGEL et al, 1997). Immuno-
chromatographie-Schnelltests hingegen besitzen den Vorteil, das sie sehr einfach
in der Handhabung sind und ihre Durchfiihrung kaum Fehlerquellen beinhaltet.
Sie sind weder temperaturempfindlich noch sind aufwendige und genaue
Pipetierschritte nétig. Die Farbentwicklung der Positivbande/punkte kommt durch
die Verdichtung von kolloidalen Gold- oder Latexpartikeln zustande, so dass eine
sekundidre enzym-katalysierte Farbreaktion, die bei mit Mikrotiterplatten

arbeitenden ELISA-Systemen notwendig ist, wegfallt (ROBINSON, 1997).

Falschpositive FeLV-Testergebnisse konnen abgesehen von Handhabungsfehlern
und Qualitidtsméngeln des Probenmaterials oder der Testsysteme auch durch das
Vorhandensein von heterophilen Antikdrpern im Katzenserum entstehen (LOPEZ
& JACOBSEN, 1989). Bei den Antikdrpern handelt es sich um anti-Maus-
Antikorper, die bei bis zu 0,6 % der Katzen im Serum vorkommen, und die mit
den monoklonalen Antikdrpern des ELISA reagieren kénnen (JACOBSEN &
LOPEZ, 1991). Der Grund fiir die Entstehung der Antikdrper ist nicht eindeutig
geklart. Man nimmt aber an, dass diese Katzen durch intensiven Kontakt zu
Mausen (z. B. beim Fressen von Miusen), Antikorper gegen Mause-IgG bilden
(HORZINEK, 1990). In den letzten Jahren l6sten einige Hersteller das Problem
durch die Zugabe von spezifischen Antikorpern, die gegen die anti-Maus-

Antikorper gerichtet sind (LOPEZ et al., 1989). Der auf dem Prinzip des ELISA



V. Diskussion 111

beruhende PetChek™ FeLV enthilt in seiner Packungseinheit einen integrierten
Bestitigungstest, der diese, von anti-Maus-Antikorpern hervorgerufenen falsch-
positiven Testergebnisse identifizieren kann. In der vorliegenden Studie war die
Durchfiihrung und visuelle Interpretation des Bestéitigungstests problemlos. Bei
keiner Probe wurde aufgrund von anti-Maus-Antikorpern ein falschpositives
Testergebnis hervorgerufen. Auch der auf dem Prinzip des ELISA basierende
Snap” Combo Plus kann falschpositive Testergebnisse, die durch anti-Maus-
Antikorper in der Probe hervorgerufen werden, identifizieren. Beim Vor-
handensein von anti-Maus-Antikorpern wird ein bldulicher Kontrollpunkt im
unteren Drittel des Ergebnisfensters erkennbar und der Test wird ungiiltig. Der
Mapic® FeLV enthilt als einziger Immunochromatographie-Schnelltest eine
integrierte Kontrollbande, die falschpositive Reaktionen mit anti-Maus-
Antikorpern anzeigen kann. Sowohl beim Snap® Combo Plus als auch beim
Mapic® FeLV war es nicht moglich, eine Aussage iiber die Effektivitit der
integrierten Kontrollschritte zu treffen, da es bei keiner der getesteten Proben zum

Erscheinen des Kontrollpunktes bzw. der Kontrollbande kam.

In der vorliegenden Studie wurden fiir die untersuchten FeLV-Testsysteme zwei
Auswertungen vorgenommen, da es beim Testen der Serumproben bei insgesamt
17 Proben zu “nicht bestdtigbaren Ergebnissen® kam. Diese zeigten in allen
ELISA-Systemen und Immunochromatographie-Schnelltests positive Ergebnisse
an, die in der Virusisolierung jedoch nicht bestitigt wurden. Bei der ersten
Auswertung wurden nur die Proben als Richtigpositive gewertet, die in der
Virusisolierung bestitigt wurden. Die errechneten Spezifititen lagen fiir die
einzelnen Testsysteme zwischen 92,3 % und 96,8 % und waren im Vergleich zu
fritheren publizierten Studien niedriger (KAHN et al., 1980; JARRETT et al.,
1982b; LOPEZ & JACOBSON, 1989; HARDY & ZUCKERMAN, 1991c;
HAWKS et al., 1991; SWANGO, 1991; ROBINSON et al., 1998; GROAT et al.,
2000; HARTMANN et al., 2001). Als mogliche Ursache wurden die falsch-
negativen Ergebnisse der Virusisolierung diskutiert. Besonders deutlich wird der
Unterschied der Ergebnisse im Vergleich zu einer neueren Studie, die von
HARTMANN und Mitarbeitern (2001) durchgefiihrt wurde. Die Spezifitit der
einzelnen Testsysteme lag bei dieser Studie im Durchschnitt bei 97,7 %.
Ausnahmen bildeten sowohl der One-Step” FeLV mit einer Spezifitit von 91,8 %

als auch der OnSite” FeLV mit einer Spezifitit von 95,8 %. In der vorliegenden
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Arbeit wurden im Bezug zur Spezifitit keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Testsystemen berechnet. Die besten Werte wurden fiir den Mapic®

FeLV (98,4 %) und den DUO Speed® (96,8 %) ermittelt.

Bei der zweiten Auswertung wurden die Proben, die in der Virusisolierung
bestdtigt wurden und die 17 Proben mit “nicht bestitigbaren Ergebnissen® als
Richtigpositive gewertet. Die bei der Berechnung der Spezifitit ermittelten Werte
lagen zwischen 95,4 % und 99,4 %. und zeigten somit eine bessere Uber-
einstimmung mit den von HARTMANN und Mitarbeitern (2001) errechneten
Spezifititen.

Beim Vergleich der einzelnen Testsysteme fiel vor allem der One-Step” FeLV mit
einer sehr hohen Anzahl von falschpositiven Ergebnissen auf. Dies wurde bereits
in der von HARTMANN und Mitarbeitern (2001) durchgefiihrten Studie
beobachtet. Als Ursache fiir die hohe Anzahl von falschpositiven Ergebnissen
wird die Verwendung sowohl von polyklonalen als auch von monoklonalen
Antikdrpern zum Nachweis von p27-Antigen angesehen. Es wird vermutet, dass
die polyklonalen Antikdrper einerseits die Sensitivitdt dieser Systeme steigern,
andererseits aber das Auftreten von unspezifischen Reaktionen erhohen. In der
vorliegenden Studie erkannte der One-Step® FeLV auch p27-Antigen in zwei
Proben, die in allen anderen Testsystemen negativ reagierten, in der
Virusisolierung jedoch positiv waren. Daher eignet sich der One-Step® FeLV vor
allem zum Ausschluss eines falschnegativen Resultates bei einer Katze, bei der

vorberichtlich und klinisch der Verdacht einer FeLV-Infektion besteht.

Eine deutliche Verbesserung der Spezifitit wurde fiir den Mapic® FeLV im
Gegensatz zu einer von HARTMANN und Mitarbeitern (2001) durchgefiihrten
Studie gezeigt. Das Testsystem, das friiher unter dem Namen OnSite® FeLV
bekannt war, wurde in der Studie aufgrund der niedrigen Spezifitit nicht fiir die
tierdrztliche Praxis empfohlen. Die Ursache fiir die hohere Spezifitit in der
vorliegenden Studie ist unklar. Bei der Bewertung des Mapic® FeLV muss jedoch
beachtet werden, dass ein sehr groBer Anteil der Teststreifen nicht auswertbar
oder schlecht ablesbar war und daher nur eine kleine Anzahl an giiltigen
Ergebnissen in die Endwertung eingegangen ist. Die Qualitit des Mapic® FeLV
ist daher nur sehr schwer mit den anderen untersuchten Testsystemen

vergleichbar.
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FeLV-Testergebnisse konnen vermeintlich falschpositiv sein, wenn das
Bestitigungsverfahren einen unterschiedlichen Infektionsstatus nachweist.
JARRETT und Mitarbeiter (1991) wiesen darauf hin, dass bei ca. 10 % der FeLV-
infizierten Katzen diskrepante Testergebnisse auftreten konnen. Bei diesen Katzen
lasst sich das p27-Antigen im ELISA nachweisen, wihrend weder eine
Virusisolierung noch der intrazellulire Antigennachweis in den Leukozyten
mittels IFT gelingt. Die Ursachen fiir das Entstehen von diskrepanten Ergebnissen
liegen in den unterschiedlichen Verlaufsformen einer FeLV-Infektion und sind
weder auf mangelnde Sensitivitdt der Virusisolierung oder des IFT noch auf eine
ungeniigende Spezifitdt des ELISA zuriickzufiihren. So kann z. B. eine transiente
Viramie durch eine effektive Immunantwort der Katze, bevor das Virus das
Knochenmark infiziert, beendet werden. Mit Hilfe eines FeLV-Antigen-
Schnelltests kann dieser Infektionsstatus, der mit dem IFT nicht erkannt wird,
nachgewiesen werden. Auch die atypische Verlaufsform einer FeLV-Infektion
kann fiir die Entstehung von diskrepanten Ergebnissen verantwortlich sein, da es
hier nur zur lokalen Vermehrung des Virus z. B. in der Blase, Milchdriise oder im
Auge ohne Beteiligung des Knochenmarks kommt. Bei diesen Tieren kann es zu
einer intermittierenden oder geringen Produktion von p27-Antigen kommen.
Diese Katzen reagieren daher nur manchmal und/oder grenzwertig im Antigentest
positiv (HOOVER & MULLINS, 1991) und sind in der Virusisolierung und im
IFT nicht zu erfassen (HIRSCH et al., 1982, JARRETT et al., 1982b; MCCAW,
1994). Es wurde in der vorliegenden Studie nicht ausgeschlossen, dass ein Teil
der “nicht bestitigbaren Ergebnisse” durch die biologischen Besonderheiten der
FeLV-Infektion zustande kamen. Dies kann jedoch nur vermutet werden, da bei

diesen Katzen kein spiterer Testdurchgang durchgefiihrt wurde.

Mit der Sensitivitit wird der prozentuale Anteil der infizierten Tiere, die positiv
reagieren, definiert. Je geringer die Anzahl von falschnegativen Ergebnissen ist,

desto hoher ist die Sensitivitdt eines Testsystems.

In der vorliegenden Studie wurde ein Test als negativ beurteilt, wenn er
auswertbar war und im Ergebnisfeld keine Positivbande/punkt erschien oder die
Vertiefungen der Mikrotiterplatten nicht verfarbt waren. Es wurden 81 zufillig
ausgewdhlte, negative FeLV-Proben mit der Virusisolierung verifiziert. Diese

ergab fiir alle 81 Proben ein negatives Ergebnis.
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In der Literatur werden sehr unterschiedliche Prozentzahlen fiir das Auftreten
falschnegativer FeLV-Testergebnisse angegeben. So wurden sowohl von
ROMATOWSKI (1989) als auch von SWANGO (1991) 0,1 % an falschnegativen
ELISA-Ergebnissen ermittelt, wohingegen HARDY und ZUCKERMAN (1991)
in einer Studie von 13 % falschnegativer ELISA-Ergebnissen berichteten. Auch
KERR und SMITH (1995) wiesen in einer Vergleichsstudie von IFT und zwei
unterschiedlichen ELISA auf das Problem falschnegativer FeLV-ELISA-
Ergebnisse hin. Sie stellten vor allem bei Katzen, die klinische und
hidmatologische Verdnderungen zeigten, die hdufig mit FeL.V-assoziiert sind, eine
hohe Anzahl von falschnegativen ELISA-Ergebnissen fest. Der Grund dafiir ist
unklar, da der ELISA eine &uflerst sensitive Untersuchungsmethode darstellt. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Sensitivitit der einzelnen Testsysteme mit
Hilfe einer Verdiinnungsreihe iiberpriift. Insgesamt wiesen die ELISA-Systeme
(PetChek”®, Virachek®, Snap® Combo Plus) eine hohere Sensitivitdt auf als die
untersuchten Immunochromatographie-Schnelltests. Der Virachek”™ wies bis zur
letzten Verdiinnungsstufe (1: 256) p27-Antigen in der Probe nach. Die immuno-
chromatographischen Schnelltests reagierten hingegen mit unterschiedlicher,
etwas schlechterer diagnostischer Empfindlichkeit. Der Witness® und FASTest"”
wiesen im Gegensatz zu den anderen Schnelltests nur bis zur dritten
Verdiinnungsstufe (1: 4) p27-Antigen nach. Eine Aussage iiber die Sensitivitit des
Mapic® wurde nicht getroffen, da fast die Hilft der verwendeten Teststreifen nicht

auswertbar war.

Material-, Handhabungsfehler sowie qualitative Méngel beim Probenmaterial,
zum Beispiel durch denaturiertes Antigen, sind zwar selten fiir falschnegative
FeLV-Testergebnisse verantwortlich, miissen jedoch in Betracht gezogen werden.
KERR und SMITH (1995) sind der Ansicht, dass im Serum von einigen Katzen
Substanzen vorhanden sein konnen, die eine Verbindung zwischen p27-Antigen

und den Antikorpern kompetitiv verhindern kénnen.

In der vorliegenden Teststudie fielen zwei Proben auf, die in allen Testsystemen
mit Ausnahme des One-Step” FeLV negativ reagierten. Im One-Step”™ Test gelang
in diesen Proben der p27-Antigennachweis und die FeLV-Infektion liel sich
durch die Virusisolierung bestitigen. Die ausschlieBliche Verwendung
monoklonaler Antikorper koénnte eine verminderte Sensitivitdt der anderen

Testsysteme zur Folge haben, da der One-Step” Test durch den kombinierten
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Einsatz von poly- und monoklonalen Antikérpern FeLV-positive Proben ent-
decken konnte, die anderen Testsystemen entgingen. Andererseits begiinstigt die
Verwendung von polyklonalen Antikdrpern das Auftreten von unspezifischen
Reaktionen, die zu einer hohen Anzahl von falschpositiven Ergebnissen und somit
zu einer niedrigen Spezifitdt fiir das Testsystem fithren konnen. In der
vorliegenden Studie lag die ermittelte Sensitivitit des One-Step® (96,8 %) etwas
hoher als fiir die anderen untersuchten Testsysteme. Ein signifikanter Unterschied

wurde jedoch nicht festgestellt.

Insgesamt stimmten die ermittelten Sensitivititen der einzelnen Testsysteme gut
mit fritheren publizierten Werten {iberein (KAHN et al., 1980; JARRETT et al.,
1982b; LOPEZ et al., 1989; HARDY & ZUCKERMAN, 1991¢c; HAWKS et al.,
1991; SWANGO, 1991; GROAT et al., 2000; HARTMANN et al., 2001). Eine
Ausnahme bildete der Mapic® FeLV, fiir den im Gegensatz zu einer von
HARTMANN und Mitarbeitern (2001) durchgefiihrten Studie, eine hdhere
Sensitivitidt ermittelt wurde. Das Testsystem, das damals unter dem Namen
OnSite® bekannt war, wird seit einem Jahr von einem neuen Hersteller vertrieben.
Die beste Sensitivitit wurde fiir den One-Step” FeLV mit einem Wert von 96,8 %
ermittelt. Es muss jedoch beachtet werden, dass auch beim One-Step” eine hohe
Rate von Testsystemen nicht auswertbar oder schwer ablesbar waren und somit
nur schwer eine Aussage iiber die Qualitit getroffen werden kann. Gute Werte fiir
die Sensitivitit wurde ebenfalls fiir den FASTest”, DUO Speed” und Virachek®
ermittelt. Sie lagen bei 95 %.

2.1.3. Positive und negative pridiktive Werte

Der positive pridiktive Wert driickt die Wahrscheinlichkeit aus, mit der bei
einem positiven FeLV-Testergebnis tatsdchlich Antigene in der Probe vorhanden
sind. In der vorliegenden Studie wurde auch fiir die Berechnung des positiven
pradiktiven Werts der einzelnen Testsysteme zwei Auswertungen vorgenommen.
Diese unterschieden sich in der Anzahl der richtigpositiven Ergebnisse. Bei der
ersten Berechnung wurden nur die in der Virusisolierung bestétigten Proben als
Richtigpositive gewertet. Dadurch ergab sich fiir jedes Testsystem eine hohe
Anzahl von falschpositiven Ergebnissen, die zu niedrigen positiven préadiktiven
Werten fiihrten. Die Werte lagen zwischen 34,0 % und 55,6 % und lagen somit
deutlich unter den fritheren publizierten Daten (KAHN et al., 1980; JARRETT et
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al., 1982b; LOPEZ & JACOBSON, 1989; HARDY & ZUCKERMAN, 1991c;
HAWKS et al., 1991; SWANGO, 1991; ROBINSON et al., 1998; GROAT et al.,
2000; HARTMANN et al., 2001). Als Ursache fiir die sehr niedrigen positiven
priadiktiven Werte kann die hohe Anzahl von Proben mit “nicht bestétigbaren
Ergebnissen* angesehen werden, die in allen untersuchten Testsystemen positiv
waren, aber in der Virusisolierung nicht bestitigt wurden. Um die schlechten
Werte des positiven priadiktiven Werts in der ersten Auswertung zu relativieren,
wurden in der zweiten Auswertung die 17 Proben mit “nicht bestétigbaren
Ergebnissen® als Richtigpositive gezdhlt. Die ermittelten positiven pradiktiven
Werte lagen fiir die einzelnen Testsysteme zwischen 62,0 % und 90,0 % und
waren mit den Daten in einer von HARTMANN und Mitarbeitern (2001)
durchgefiihrten Studie vergleichbar. Der beste Test war mit einem positiven
pradiktiven Wert von 90,0 % der DUO Speed”. Statistisch Signifikant unterschied
sich der DUO Speed® von den schlechteren Testsystemen One-Step® FeLV,
Witness® FeLV und Snap® Combo Plus. Ebenfalls statistisch Signifikant
unterschieden sich sowohl die beiden schlechteren Testsysteme Snap® Combo
Plus und Witness® von den Systemen FASTest®, Virachek® und PetChek® als
auch der One-Step® (als schlechterer Test) von den besseren Tests PetChek®,

FASTest® und Virachek®.

Der negative pridiktive Wert driickt die Wahrscheinlichkeit aus, mit der bei
einem negativen FeLV-Testergebnis tatsdchlich keine Antigene in der Probe
vorhanden sind. Fiir die untersuchten Testsysteme ergaben sich in der
vorliegenden Studie negative pradiktive Werte zwischen 99,4 % und 99,7 %. Die
Werte sind mit frithren publizierten Daten vergleichbar (KAHN et al., 1980;
JARRETT et al., 1982b; LOPEZ et al., 1989; HARDY & ZUCKERMAN, 1991c;
HAWKS et al., 1991; SWANGO,1991; GROAT et al., 2000; HARTMANN et al.,
2001). Fiir den One-Step® wurde der beste Wert von 99,7 % berechnet. Statistisch

signifikante Unterschiede bestanden zwischen den einzelnen Testsystemen nicht.

Die pradiktiven Werte hingen von der Privalenz der FeLV-Infektion ab (siche
Abb. 24) Wegen der niedrigen Privalenz der FeLV-Infektion in Deutschland und
in vielen anderen Léndern liegen die negativen pradiktiven Werte immer hoher als
die positiven pradiktiven Werte. Auch wenn ein Test eine diagnostische Spezifitit
von 90 % hat, kann der priadiktive Wert eines positiven Ergebnisses in einer

Population mit niedrigerer Prdvalenz deutlich unter 50 % liegen. Wegen der
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niedrigen Privalenz und weil ein positives Testergebnis meist schwerwiegende
Konsequenzen nach sich zieht, spielen falschpositive Testergebnisse eine weitaus
groBere Rolle als falschnegative (GRINER et al., 1981; TYLER et al., 1989).
Mogliche Testkombinationen wurden in der vorliegenden Studie untersucht.
Dadurch sollte geklart werden, welche Tests sich am besten zur Kombination
eignen und wie die Aussagekraft ist, wenn ein Serum in zwei Tests positiv oder in

zwei Tests negativ reagiert.

Bei der konjunktiven Auswertung wurde der positive pradiktive Wert bei der
Kombination zweier Testsysteme errechnet. Als die beste Testkombination wurde
der DUO Speed® mit dem Mapic® ermittelt. Reagieren in diesem Fall beide Tests
positiv, betrug die Wahrscheinlichkeit, dass die Katze tatséchlich infiziert ist, 100
%. Bei der Beurteilung des Mapic® muss jedoch beachtet werden, dass durch die
sehr schlechte Auswertbarkeit eine geringere Anzahl von Proben in die
Berechnung eingegangen ist als bei den anderen Testsystemen und somit keine
zuverlissige Aussage iiber die Qualitit des Mapic® getroffen werden konnte.
Daher miissen auch Testkombinationen mit dem Mapic® mit Vorbehalt
interpretiert werden. Als gute Testkombinationen eignen sich der One-Step”
FeLV mit dem DUO Speed® oder dem FASTest”. Die Wahrscheinlichkeit, dass
die Katze tatsdchlich infiziert ist, lag zwischen 94 % und 96,7 %.

Bei der disjunktiven Auswertung wurde der negative pradiktive Wert bei der
Kombination zweier Testsysteme errechnet. Die Aussagekraft bei einem doppelt

negativen Ergebnis lag bei allen Testkombinationen iiber 99 %.

2.2. Feline Immunschwichevirus-Tests

2.2.1. Auswertbarkeit und Ablesbarkeit

Auch bei den FIV-Testsystemen fiel die sehr hohe Anzahl von nicht auswertbaren
Ergebnissen beim Mapic® FIV auf. Es mussten insgesamt 23,1 % der Teststreifen
verworfen werden, da entweder das Ergebnisfeld bldulich verfarbt war oder keine
Kontrollbande in der vorgegebenen Reaktionszeit erschien. In einer von
HARTMANN und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie (2001) wurde fiir den
Mapic®, der unter dem alten Namen OnSite® FIV erhiltlich war, eine
Auswertbarkeit von 99,0 % ermittelt. Der Grund fiir die deutliche Ver-

schlechterung ist unklar. Da bei den meisten dieser Tests die Kontrollbande nicht
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erschien oder das Ergebnisfeld verwaschen war, kann davon ausgegangen werden,
dass fehlerhafte Testkits die Ursache fiir das gehédufte Auftreten dieser ungiiltigen
Ergebnisse waren. FEine Verbesserung der Auswertbarkeit wurde in der
vorliegenden Studie fiir den Witness” FIV beobachtet. Die Auswertbarkeit lag bei
99,6 %. In einer von HARTMANN und Mitarbeitern durchgefiihrten Studie
mussten etwa 13 % aller Testkits verworfen werden, da meist nach Ablauf der
Reaktionszeit keine Kontrollbande erkennbar war. Es wurde jedoch diskutiert,
dass es sich eventuell um eine fehlerhafte Charge des Witness® FIV gehandelt
haben konnte. Dies wire eine moglich Erklarung fiir die unterschiedlichen Werte

fiir die Auswertbarkeit des Witness® FIV.

Beim Ablesen der Ergebnisse stellten vor allem schwach angefarbte Positiv-
banden ein Problem dar, da die Gebrauchsanweisung der meisten Hersteller keine
Angaben zu der erforderlichen Farbintensitdt einer Positivbande enthielten. Nur
beim PetChek™ Plus Anti-FIV (IDEXX, USA) wurden die Ergebnisse mit dem
ELISA-Reader ermittelt und anschlieBend mit einer vorgegebenen Formel
errechnet. Dadurch war eine objektivere Auswertung moglich. Bei den anderen
Testsystemen wurden schwach angefarbte Kontrollbanden oder Kontrollpunkte
als positives Ergebnis gewertet. Die Griinde fiir das Auftreten von schwach
positiven Kontrollbanden sind vielfdltig und konnen an der Qualitdt der
Testsysteme, an der Probenqualitidt und an der Subjektivitit der Beurteiler liegen.
In der vorliegenden Arbeit fiel die schlechte Ablesbarkeit vor allem beim Mapic®
FIV auf. Insgesamt 11 % der Testergebnisse waren aufgrund von schwachen
Positiv- oder Negativbanden schwer zu beurteilen. HARTMANN und Mitarbeiter
(2001) erwéhnten diese Probleme nicht in ihrer Studie, in der sie 756
Serumproben mit dem Mapic® FIV (OnSite” FIV) untersuchten. Die Ursache fiir
die unterschiedlichen Ergebnisse der Ablesbarkeit ist unklar. Die Ablesbarkeit
beim Snap” Combo Plus lag bei 99 % und erzielte damit ein deutlich besseres
Ergebnis als bei der von HARTMANN und Mitarbeitern (2001) durchgefiihrten
Studie. Sie ermittelten nur eine Ablesbarkeit von 85,6 %. Der Grund fiir die
Verbesserung konnte mit der Einfiihrung der neueren Version des Snap® Combo
Plus zusammenhéngen. Dieser Test ist seit 1998 in Europa kommerziell erhiltlich

und wurde in der vorhergehenden Studien noch nicht beriicksichtigt.
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2.2.2. Spezifitit und Sensitivitit

Als Ursachen fiir das Auftreten von falschpositiven FIV-Testergebnissen werden
neben Handhabungs- und Waschfehlern auch Qualitdtsméngel vor allem bei den
dlteren ELISA-Systemen (z. B. PetChek®™ FIV, PetChek™ Anti-FIV) diskutiert.
Die élteren ELISA wurden auf der Basis von in Zellkulturen produzierten FIV-
Antigenen hergestellt. Diese mittels Dichtegradient gereinigten Viren sind oft
kontaminiert mit Bestandteilen der Zellkultur (z. B. CrFK-Zellen), in der das
Virus geziichtet wurde, oder mit Komponenten des fetalen Kélberserums, das fiir
ein optimales Wachstum der Zellen zugesetzt wurde (PEDERSEN &
BARLOUGH, 1991). Viele Katzenimpfstoffe werden auch auf CrFK-Zellen oder
anderen Zelllinien hergestellt, die fetales Kélberserum benétigen. Geimpfte
Katzen konnen Antikorper gegen dieses, in Impfstoffen enthaltene, Kélberserum
bilden, welche dann mit dem schlecht gereinigten Antigen in den FIV-ELISA-
Platten einen Antigen-Antikorperkomplex bilden (CALZOLARI et al., 1995). Es
kann zu einer hohen Zahl falschpositiver Ergebnisse kommen, die in einer
niedrigen Spezifitdt fir das jeweilige Testsystem resultiert. Der PetChek™ FIV
(IDEXX, USA) war 1992 der erste kommerziell erhiltliche FIV-ELISA, beim
dem rekombinantes aufgereinigtes p24-Protein aus Bakterien als FIV-Antigen
verwendet wurde. Dadurch wurden durch Verunreinigungen verursachte
falschpositive Reaktionen verhindert (MERMER et al., 1992). Durch die
Verwendung von rekombinanten aufgereinigten FIV-Antigenen wurde die
Spezifitdt des ELISA deutlich erhdht und eine bessere Ubereinstimmung
zwischen den Ergebnissen des ELISA und denen des Western Blot erreicht (REID
et al., 1991; FURUYA et al., 1992). Auch das Nachfolgemodel PetChek® Plus
Anti-FIV basiert auf dem rekombinanten aufgereinigten p24-Protein. Zusétzlich
wird in diesem ELISA noch ein weiteres Antigen, das AntikOrper gegen das
Transmembranprotein gp40 des FIV nachweist, verwendet. Die Peptide des
Transmembranproteins werden synthetisch hergestellt, so dass die Gefahr von
Verunreinigungen nicht besteht. Das Auftreten von falschpositiven Test-
ergebnissen konnte weiterhin darin begriindet sein, dass manche Katzen
unabhingig von einer FIV-Infektion Antikorper gegen das p24-Protein besitzen.
So weill man beispielsweise aus humanmedizinischen Studien, dass etwa 1 %
aller Menschen anti-p24- oder anti-pl8-Antikérper haben, die mit dem p24-
Antigen, auch mit dem des FIV, kreuzreagieren konnen (MATSUOQ, 1992).
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In der vorliegenden Studie trat bei allen verwendeten Testsystemen nur eine
geringe Anzahl von falschpositiven FIV-Ergebnissen auf. Somit wurden fiir die
einzelnen Testsysteme Werte fiir die Spezifitit zwischen 99 % und 100 %
errechnet. Die Ergebnisse sind mit den Resultaten von dlteren Studien gut
vergleichbar (BARR et al., 1991; REID et al., 1991; HARTMANN et al., 1994;
LUTZ & WINKLER, 1995; ROBINSON et al., 1998; GROAT et al., 2000;
HARTMANN et al., 2001). Eine Ausnahme bildete der Mapic® FIV, bei dem in
dieser Studie eine Spezifitdit von 100 % errechnet wurde. In der von
HARTMANN und Mitarbeitern (2001) durchgefiihrten Studie, in der dieser Test
als OnSite® FIV bezeichnet wurde, wurde nur eine Spezifitit von 97,1 %
errechnet. Der OnSite® FIV war der schlechteste Test in der Auswertung dieser
Studie und wurde fiir den Gebrauch in der tierdrztlichen Praxis nicht empfohlen.
Aus diesen Griinden wurde dieser Test, der eine kurze Zeit von Hoechst
(Wiesbaden, Deutschland) vertrieben wurde, in Deutschland wieder vom Markt
genommen. Es muss bei der Interpretation der Auswertung jedoch beriicksichtigt
werden, dass die getestete Probenanzahl beim Mapic® geringer war als bei den
anderen untersuchten Testsystemen. Sehr viele verwendete Teststreifen mussten
verworfen werden, da eine Auswertung der Ergebnisse aufgrund von
Verfarbungen des Ergebnisfensters oder durch das Nichterscheinen von
Kontrollbanden nicht moglich war. Die Berechnung der Spezifitit beruhte daher
auf einer deutlich geringeren Anzahl von Proben als bei den anderen untersuchten

Testsystemen und ist somit nur bedingt aussagekréftig.

Neben dem Mapic® wurde auch fiir den PetChek®™ Plus Anti-FIV eine Spezifitit
von 100 % berechnet. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zwischen den

einzelnen Testsystemen nicht ermittelt.

Eine Bestdtigung der negativen FIV-Proben wurde mit einer partiellen willkiirlich
ausgewdhlten Anzahl von negativen Proben durchgefiihrt. Es wurden 100 zufillig
ausgewdhlte, negative FIV-Proben mit dem Western Blot verifiziert. Diese ergab

fiir alle 100 Proben ein negatives Ergebnis.

Falschnegative FIV-Testergebnisse konnen dadurch zustande kommen, dass
manche FIV-infizierten Katzen ausschlieflich Antikorper gegen die Hiillproteine
bilden. Testsysteme, die nur auf dem p24-Antikdrpernachweis beruhen, kénnen
die env-spezifischen Antikdrper nicht erkennen und fithren zu einem

falschnegativen Ergebnis (EGBERINK et al.,, 1992; FURUYA et al., 1992;
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AVRAMEAS et al., 1993; VERSHOOR et al., 1993b). Die in der Studie
untersuchten Immunochromatographie-Schnelltests beruhten alle auf dem
Nachweis von Antikorpern gegen das Hiillprotein gp40. Fiir den FASTest”, DUO
Speed® und Witness® wurden hohe Sensitivititen zwischen 94,0 % und 96,0 %
berechnet. Die Werte stimmen mit frilheren publizierten Studien gut iiberein
(ROBINSON, 1998; GROAT et al.,, 2000, HARTMANN et al., 2001). Eine
deutliche Ausnahme bildete der Mapic®, da nur eine Sensitivitit von 73,2 %
ermittelt wurde. Auch HARTMANN und Mitarbeiter (2001) erwéhnten dieses
Problem in ihrer Studie, in der sie 756 Serumproben mit dem Mapic® (OnSite®
FIV) untersuchten. Sie ermittelten fiir dieses Testsystem beim Testen der
Serumproben eine Sensitivitdt von nur 43,2 %. HARTMANN und Mitarbeiter
(2001) diskutierten, dass die Ursache am Aufbau des Testsystems liegen konnte.
Der OnSite® und auch der jetzige Mapic® arbeiten im Vergleich zu den anderen
Immunochromatographie-Schnelltests mit gefiarbten Latexpartikeln, an die
synthetisches Peptid des FIV gebunden ist. Es wire denkbar, dass zu hohe
Antikorperkonzentrationen in der Probe die Komplexbildung mit den
Latexpartikeln negativ beeinflussen und fiir das gehdufte Auftreten von

falschnegativen Testergebnissen bei nicht verdiinnten Proben verantwortlich sind.

Fiir den auf dem Prinzip des ELISA beruhenden Snap” Combo Plus ergab sich in
der vorliegenden Studie eine Sensitivitdt von 100 %. Das gleiche Resultat wurde
von GROAT und Mitarbeitern(2000) berichtet, wohingegen HARTMANN und
Mitarbeiter in ihrer Studie (2001) nur eine Sensitivitit von 86,3 % ermittelten.
Eine mogliche Begriindung konnte in der Verwendung von unterschiedlichen
Testversionen des Snap-Tests liegen. So wurden sowohl in der vorliegenden
Studie als auch von GROAT und Mitarbeitern (2000) die neuste Testversion
(Snap® Combo Plus) untersucht. Der Snap® Combo Plus ist seit 1998 in Europa
kommerziell erhéltlich und weist im Gegensatz zu seiner élteren Testversion

sowohl gp40- als auch p24-Antikdrper nach.

Fiir den PetChek®™ Plus Anti-FIV, der ebenfalls auf dem Prinzip des ELISA
beruht, wurde in der vorliegenden Studie eine Sensitivitidt von 94,5 % errechnet.
In der Literatur werden fiir die Sensitivitdt dieses Testsystem Werte zwischen 86
% und 100 % angegeben (LUTZ et al., 1988a; BARR et al., 1991; JACOBSEN,
1991; REID et al., 1992; HARTMANN et al.,, 1994; FIERRO et al., 1995;
ROBINSON et al., 1998; GROAT et al., 2000; HARTMANN et al., 2001). Die
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Ursache fiir die starke Varianz der Sensitivitit des PetChek™ FIV kénnte in der
Interpretation der Testergebnisse liegen. Laut Hersteller sollen mit Hilfe des
ELISA-Readers die Extinktionswerte in den einzelnen Vertiefungen des PetChek®
gemessen und das Verhiltnis der Werte von Probe zu Positivkontrolle errechnet
werden. Ist dieses Verhiltnis grofler als 0,5, so wird die Probe als ein positives
Testergebnis gewertet. Das Problem dieser Auswertung liegt bei den Proben, die
knapp unterhalb der angegebenen 0,5 Grenze liegen. Hier haben bereits kleine
technische Fehler in der Handhabung der Testsysteme eine Auswirkung auf die
anschlieBende Auswertung der Ergebnisse, und es besteht eine hohere
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von falschnegativen Resultaten (BARR,
1996). In der vorliegenden Studie wurde dieses Problem bei vier Proben
beobachtet. Nach Ablauf der Reaktionszeit zeigten die Proben eine deutliche
Blaufirbung in den Vertiefungen des PetChek”. Die anschlieBende Messung und
Berechnung ergab fiir die Proben jedoch Werte knapp unterhalb der 0,5 Grenze.

Im Bestitigungstest (Western Blot) waren diese Proben positiv.

Das ebenfalls auf dem Prinzip des ELISA beruhende Testsystem Virachek®™ FIV
zeigte im Vergleich zu den anderen Testsystemen eine recht hohe Anzahl von
falschnegativen Ergebnissen. Somit wurde nur eine Sensitivitit von 92,6 %
berechnet. Im Vergleich zu frither publizierten Studien ist dieses Ergebnis jedoch
iibereinstimmend (SIBILLE et al., 1995; GROAT et al., 2000). Als Ursache fiir
die relativ schlechte Sensitivitit kann die visuelle und somit subjektive
Auswertung der Ergebnisse angesehen werden. Das Problem stellt sich vor allem
bei schwach positiven Proben, die eine geringere Blaufirbung anzeigen als die
Positivkontrolle. Hier ist es von der Interpretation des Ablesers abhingig, ob die
Proben als positiv oder negativ gewertet werden. Durch die Subjektivitit des

Ablesens kann eine hohe Anzahl von falschnegativen Ergebnissen entstehen.

Im Vergleich zu allen untersuchten Testsystemen wurde fiir den Snap® Combo
Plus die hochste Sensitivitit berechnet. Statistisch signifikante Unterschiede traten

zwischen den einzelnen Testsystemen jedoch nicht auf.

2.2.3. Positiver und negativer pradiktiver Wert

Die positiven pradiktiven Werte lagen bei den untersuchten FIV-Testsystemen

zwischen 91,2 % und 100 % und fiir die negativen pradiktiven Werte zwischen
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96,1 % und 100 %. Die pradiktiven Werte sind mit den Resultaten von fritheren
Studien gut vergleichbar (BARR et al., 1991; REID et al., 1991; HARTMANN et
al., 1994; LUTZ & WINKLER, 1995; ROBINSON et al., 1998; GROAT et al.,
2000; HARTMANN et al., 2001).

Als anerkanntes Bestdtigungsverfahren gilt der Western Blot. Dieser ist in
Deutschland nicht in kommerziellen Labors verfligbar und wird nur an wenigen
Universitidten zu wissenschaftlichen Zwecken durchgefiihrt. Die Aussagekraft
eines positiven Ergebnis kann jedoch durch die Kombination von zwei auf dem
gleichen Prinzip beruhenden Testsystemen erhoht werden (BARR, 1996;
HARTMANN et al, 2001). In der vorliegenden Studie wurden mogliche
Testkombinationen untersucht. Dadurch sollte geklért werden, welche Tests sich
am besten zur Kombination eignen und wie die Aussagekraft ist, wenn ein Serum

in zwei Tests positiv oder negativ reagiert.

Bei der konjunktiven Auswertung wurde der positive pradiktive Wert bei
Kombination zweier FIV-Testsysteme berechnet (s. Tabelle 38). Nur eine in
beiden Tests reagierende Probe wurde als positiv gewertet. Die besten
Testkombinationen waren der PetChek® Plus Anti-FIV und der Mapic® FIV in
Kombination mit den anderen Testsystemen. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine
Katze tatsdchlich infiziert ist, betrug bei diesen Kombinationen 100 %. Die
Anwendung der Testkombinationen mit dem Mapic® sind jedoch nicht zu
empfehlen, da in der vorliegenden Arbeit aufgrund der geringen Zahl von
auswertbaren Proben keine zuverldssige Aussage liber die Qualitit getroffen
wurde. Weitere Untersuchungen mit einer groferen Anzahl von Proben sind
notwendig, um das Testsystem Mapic® zu beurteilen. Der PetChek®™ Plus Anti-
FIV kann als Bestétigungstest fiir positive FIV-Proben empfohlen werden, da er
hohe préadiktive Wert besitzt und bei der Testdurchfiihrung andere Reagenzien als
bei den Immunochromatographie-Schnelltests verwendet werden. Der Nachteil
liegt in der Handhabung des mit Mikrotiterplatten arbeitenden ELISA, da
grundlegende Erfahrungen im Bereich der Labortétigkeit erforderlich sind. Die
Testsysteme miissen gekiihlt gelagert werden und die Durchfithrung ist mit einem
groBBeren Arbeits- und Zeitaufwand verbunden. Aus den genannten Griinden ist
der Einsatz des PetChek™ Plus Anti-FIV in groBeren Kliniken und in

Untersuchungslabors zu empfehlen.
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Bei der disjunktiven Auswertung wurde der negative pradiktive Wert bei
Kombination zweier FIV-Testsysteme berechnet. Nur eine in beiden Tests negativ
reagierende Probe wurde als negativ berechnet. Besteht bei einer Katze mit einem
negativen Ergebnis aufgrund der klinischen Symptome und des Vorberichts
trotzdem Verdacht auf eine FIV-Infektion, ldsst sich durch Kombination zweier
Tests bei einem doppelt negativen Ergebnis eine Aussagekraft von nahezu 100 %
erreichen (s. Tabelle 39). Die beste Aussagekraft kann durch die Kombination mit
dem Snap® Combo Plus erreicht werden. Sind die Ergebnisse der zwei
durchgefiihrten Tests jedoch diskrepant, muss die Katze als potentiell infiziert
angesehen werden und eine erneute Testung nach etwa vier Wochen ist zu

empfehlen.

3. Schlussfolgerung

Beim Vergleich von sieben verschiedenen FIV- und acht verschiedenen FelV-
Testsystemen wurden Unterschiede sowohl in der Auswertbarkeit und Ablesbar-

keit der Testsysteme als auch in der statistischen Auswertung ermittelt.

Die Auswertbarkeit und Ablesbarkeit der FIV-Testsysteme waren mit Ausnahme
des Mapic”® zufriedenstellend. Beim Mapic® mussten 23,1 % der verwendeten
Testsysteme aufgrund von Verfarbungen des Ergebnisfeldes oder durch das
Nichterscheinen der Kontrollbande verworfen werden. Bei den FeLV-
Testsystemen fiel die schlechte Auswertbarkeit und Ablesbarkeit sowohl beim
One-Step” als auch beim Mapic® auf. 13,3 % der untersuchten One-Step”™- und
30,4 % der Mapic®-Teststreifen konnten nicht ausgewertet werden. Beim
Witness” waren 13,8 % der Teststreifen aufgrund von schwachen Kontrollbanden
nur schwer interpretierbar. Aus den genannten Griinden sind sowohl die beiden
Mapic® Testsysteme als auch der One-Step™ und der Witness® fiir die tierirztliche

Praxis nicht zu empfehlen.

Bei der Berechnung der positiv pradiktiven Werte ergaben sich fiir die FIV-
Testsysteme Werte zwischen 91,2 % und 100 %. Fiir den auf dem Prinzip des
ELISA beruhenden PetChek® Plus Anti-FIV und fiir den Mapic® wurden die
besten Werte ermittelt. Beim Mapic® muss jedoch in Betracht gezogen werden,
dass wegen der niedrigen Anzahl von letztendlich auswertbaren Proben nur eine

bedingte Aussage moglich ist und ein qualitativer Vergleich zu den anderen
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Testsystemen schwer fdllt. Fiir den negativ pridiktiven Wert wurden Werte
zwischen 96,1 % und 100 % berechnet. Als bester Test wurde der Snap” Combo
Plus ermittelt. Sowohl bei den positiv als auch bei den negativ pradiktiven Werten

wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede berechnet.

Bei der Berechnung der positiv und negativ pradiktiven Werte der FeLV-
Testsysteme wurden aufgrund der “nicht bestdtigbaren Ergebnisse zwei
Auswertungen vorgenommen. Fiir die positiv pridiktiven Werte mit
Beriicksichtigung der “nicht bestéitigbaren® Ergebnisse wurden Werte zwischen
62 % und 90 % berechnet. Als bester Test wurde der DUO Speed® erwihnt. Fiir
den FASTest® und fiir die beiden auf dem Prinzip des ELISA beruhenden
Testsysteme PetChek”™ und Virachek™ wurden positiv pridiktive Werte von ca.
85 % ermittelt. Statistisch signifikant unterschieden sich die besseren Testsysteme
DUO Speed®, PetChek®, Virachek® und FASTest® von den Testsystemen
Witness”, Snap” Combo Plus und One-Step®. Fiir diese drei Testsysteme wurden
positiv pradiktive Werte unter 77 % berechnet. Die Ergebnisse miissen mit
Vorsicht interpretiert werden, da es zwischen den Resultaten der Testsysteme und
der Virusisolierung zu einer hohen Zahl von nicht {ibereinstimmenden
Ergebnissen kam. Obwohl fiir die FeLV-Auswertung eine zweite Berechnung
vorgenommen wurde, in der der Anteil von “nicht bestdtigbaren Ergebnissen
beriicksichtigt wurde, besteht weiterhin die Moglichkeit, dass eine Anzahl von
FeLV-positiven Proben in der Virusisolierung nicht erkannt wurde und somit als
Falschnegative in die Auswertung eingingen. Fiir die negativ pradiktiven Werte
wurden Werte zwischen 99,7 % und 99,4 % ermittelt. Als bester Test galt der
One-Step”. Dieser erkannte FeLV-positive Proben, die allen anderen
Testsystemen entgingen und verdient daher zum Ausschluss von falschnegativen
Ergebnissen Beachtung. Statisch signifikante Unterschiede wurden zwischen den

einzelnen negativ pradiktiven Werten der Testsysteme nicht berechnet.

Zum Nachweis einer FIV-Infektion konnen die Immunochromatographie-
Schnelltests DUO Speed”, FASTest” und Witness® und der auf dem Prinzip des
ELISA beruhende Snap® Combo Plus fiir die tierdrztliche Praxis empfohlen
werden. Ein Nachteil beim Snap® Combo Plus ist, dass der Test bei
Kihlschranktemperatur aufbewahrt werden muss. Die mit Mikrotiterplatten
arbeitenden ELISA PetChek® Plus Anti-FIV und Virachek® sind im Vergleich zu

den immunochromatographischen Schnelltests mit einem groferen Arbeits- und
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Zeitaufwand verbunden. Thr Einsatz wird hauptsidchlich in Untersuchungslabors

und in groBeren Kliniken empfohlen.

Fir die FeLV-Diagnostik kann der DUO Speed®, fiir den der beste positiv
pradiktive Wert ermittelt wurde, empfohlen werden. Da jedoch zu den
Ergebnissen des FASTest”, Virachek® und PetChek® kein statistisch signifikanter
Unterschied berechnet wurde, konnen auch diese Testssysteme zum Nachweis
einer FeLV-Infektion eingesetzt werden. Der Einsatz des PetChek™ und des
Virachek® wird vor allem in Untersuchungslabors und in groBeren Kliniken

empfohlen.

Da die Priavalenz der FeLV- und FIV-Infektion in Deutschland sehr niedrig ist,
und ein positives Ergebnis weitreichende Folgen hat, sollte eine Bestitigung
durch ein spezifischeres Testverfahren (z. B. Western Blot oder Virusisolierung)
durchgefiihrt werden. Da diese Methoden meist sehr aufwendig sind und nur an
wenigen Universititen zu wissenschaftlichen Zwecken durchgefiihrt werden, kann
auch eine Kombination von zwei auf dem gleichen Prinzip beruhenden
Testsystemen verwendet werden (BARR, 1996; HARTMANN et al., 2001).
Mogliche Testkombinationen wurden in der vorliegenden Studie untersucht. Bei
der FIV-Diagnostik kann der PetChek® Plus Anti-FIV als Bestitigungstest eines
positiven Ergebnisses eingesetzt werden. Fiir die Bestitigung eines positiven
FeLV-Ergebnisses kann der One-Step” empfohlen werden. Negative Ergebnisse
konnen dagegen aufgrund der guten Sensitivitit der Mehrzahl der untersuchten

Testsysteme mit hoher Wahrscheinlichkeit als korrekt angesehen werden.
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VI. Zusammenfassung

»vergleich neuer verschiedener Testsysteme fiir die feline

Immunodefizienz- und die feline Leukimievirusinfektion“

In der vorliegenden Studie wurden elf verschiedene kommerziell erhiltliche
Testsysteme zur Diagnostik der felinen Immunschwéche- (FIV) und der felinen
Leukémievirusinfektion (FeLV) anhand von 535 Serumproben untersucht und
miteinander verglichen. Die Testsysteme beruhten entweder auf dem Prinzip des
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) oder auf einem ELISA-éhnlichen
Prinzip der Immunochromatographie. Bei den FIV-Testsystemen wurden der
Snap® Combo Plus (IDEXX Laboratories Inc., USA), der PetChek®™ Plus Anti-
FIV (IDEXX Laboratories Inc., USA), der Virachek® (Synbiotics Corporation,
USA), der Witness® (Synbiotics Corporation, USA), der FASTest® (MegaCor,
Osterreich), der DUO Speed® (BIO VETO TEST, Frankreich) und der Mapic®
(Sinovus Biotech Inc., USA) untersucht. Fiir den Nachweis einer FeLLV-Infektion
wurden die Testsysteme Snap” Combo Plus (IDEXX Laboratories Inc., USA),
PetChek™ (IDEXX Laboratories Inc., USA), Virachek® (Synbiotics Corporation,
USA), Witness” (Synbiotics Corporation, USA), FASTest"” (MegaCor,
Osterreich), DUO Speed® (BIO VETO TEST, Frankreich), Mapic® (Sinovus
Biotech Inc., USA) und One-Step® (European Veterinary Laboratory,
Niederlande) verwendet. Zur Bestitigung positiver und 81 negativer FeLV-
Ergebnisse wurde eine Virusisolierung durchgefiihrt. FIV-positive Proben und
100 negative Proben wurden im Western Blot verifiziert. Maogliche
Testkombinationen wurden verglichen und fiir den Einsatz in der tierdrztlichen

Praxis untersucht.

Die Ablesbarkeit und Auswertbarkeit der Testergebnisse war bei den untersuchten
FIV-Testsystemen mit Ausnahme des Mapic® zufriedenstellend. Beim Mapic®
waren 23,1 % der verwendeten Teststreifen nicht auswertbar und 11 % nur schwer
ablesbar. Bei den FeLV-Testsystemen fielen die schlechte Auswertbarkeit und
Ablesbarkeit des One-Step™ und des Mapic® auf. 13,3 % der untersuchten One-

Step” und 30,4 % der Mapic® Teststreifen mussten verworfen werden. Beim
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Witness® FeLV waren 13,8 % der verwendeten Teststreifen nur schwer ablesbar.
Aufgrund der Resultate sind der Mapic® FIV und FeLV, der One-Step” FeLV und
der Witness® FeLV fiir den Gebrauch in der tierdrztliche Praxis nicht zu

empfehlen.

Fiir die FIV-Testsysteme wurden positiv priadiktive Werte zwischen 91,2 % und
100 % ermittelt. Die besten Werte wurden fiir den PetChek”™ Plus Anti-FIV und
den Mapic® FIV berechnet. Die Werte flir den negativ pradiktiven Wert lagen
zwischen 96,1 % und 100 %. Als bester Test schnitt der Snap” Combo Plus ab.
Sowohl bei den positiv als auch bei den negativ priadiktiven Werten lagen keine

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Testsystemen vor.

Bei der Berechnung der positiv und negativ priadiktiven Werte der FeLV-
Testsysteme wurden aufgrund der “nicht bestitigbaren Ergebnisse zwei
Auswertungen vorgenommen. Die positiv pradiktiven Werte, die unter
Beriicksichtigung der “nicht bestitigbaren Ergebnisse, ermittelt wurden, lagen
zwischen 62,0 % und 90,0 %. Als bester Test schnitt der DUO Speed® ab. Fir die
drei Testsysteme Virachek®™, PetChek®™ und FASTest® wurden positiv pridiktive
Werte um die 85 % berechnet. Statistisch Signifikant unterschieden sich die
besseren Testsysteme DUO Speed®, FASTest”, Virachek™ und PetChek®™ von den
Testsystemen Witness”, Snap® Combo Plus und One-Step”, fiir die deutlich
niedrigere positive pradiktive Werte (< 77 %) berechnet wurden. Die negativ
pradiktiven Werte lagen mit Beriicksichtigung der ‘“nicht bestétigbaren®

Ergebnisse zwischen 99,4 % und 99,7%. Bester Test war der One-Step® FeLV.

Als  FIV-Screeningtest konnen fiir die tierdrztliche Praxis die
Immunochromatographie-Schnelltests DUO Speed”, FASTest” und Witness® und
der auf dem Prinzip des ELISA beruhende Snap” Combo Plus empfohlen werden.
Die mit Mikroplatten arbeitenden ELISA PetChek® Plus Anti-FIV und Virachek®
konnen vor allem in Untersuchungslabors und in Kliniken zum Einsatz kommen.
Der Mapic® kann aufgrund seiner hohen Anzahl von nicht auswertbaren oder
schlecht ablesbaren Testergebnissen nicht empfohlen werden. Fiir den Nachweis
einer FeLV-Infektion kann als Screeningtest der DUO Speed” und der FASTest"

fiir die tierdrztliche Praxis empfohlen werden.

Aufgrund der niedrigen Privalenz der FeLV- und FIV-Infektionen in

Deutschland, sollte ein positives Ergebnis immer durch ein spezifischeres
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Verfahren oder durch ein zweites Testsystem bestétigt werden. Als Bestitigungs-
test kann bei der FIV-Diagnostik der PetChek”™ Plus Anti-FIV und bei der FeLV-
Diagnostik der One-Step” FeLV empfohlen werden.
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VII. Summary

“Comparison of different new tests for feline

immunodeficiency virus and feline leukemia virus infection”

In this study, 11 different commercially available test systems for the detection of
feline immunodeficiency virus (FIV) and feline leukemia virus (FeLV) were
evaluated using 535 serum samples. The test systems were either enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) or based on an immunochromatographic principle
that is similar to ELISA. Seven different FIV test systems including Snap” Combo
Plus (IDEXX Laboratories Inc., USA), PetChek Plus® Anti-FIV (IDEXX
Laboratories Inc., USA), DUO Speed” (BIO VETO TEST, France), FASTest”
(MegaCor, Austria), Witness® (Synbiotics Corporation, USA), Virachek®™
(Synbiotics Corporation, USA), and Mapic® (Sinovus Biotech Inc., USA) were
used. For testing of FeLV antigen 8 tests including Snap” Combo Plus (IDEXX
Laboratories Inc., USA), PetChek® (IDEXX Laboratories Inc., USA), DUO
Speed® (BIO VETO TEST, France), FASTest® (MegaCor, Austria), Witness”
(Synbiotics Corporation, USA), Virachek® (Synbiotics Corporation, USA),
Mapic® (Sinovus Biotech Inc., USA), and ONE-Step® (EVL, The Netherlands)
were used. Samples reacting FIV-positive in at least one of the tests were
confirmed by Western blot. Samples reacting FeLV-positive were confirmed by
virus isolation. In addition, 100 negative samples were tested with Western Blot
and 81 negative samples by virus isolation. Possible test combinations were

compared and evaluated for the use in veterinary practice.

Results of each FIV test system, with the exception of Mapic®, were easy to
interpret and the percentages of invalid results were low. About 23 % of the
Mapic® tests had to be discharged and 11 % of the remaining tests were difficult
to interpret. The FeLV test systems Mapic® and One-Step” showed a high
percentage of invalid test results. About 13 % of the One-Step” and 30 % of the
Mapic® tests had to be discharged. These two test system and the Witness” FeLV
had also a high percentage of results that were difficult to interpret. For these
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reasons, the Mapic® FIV and FeLV, the One-Step” FeLV and Witness” FeLV

cannot be recommended for use in veterinary practice.

The positive predictive values of all the FIV tests were between 91 % and 100 %.
The best values were assessed for PetChek® Plus Anti-FIV and Mapic® FIV. The
negative predictive values were between 96,1 % and 100 %. Snap® Combo Plus
was the test with the best negative predictive value. No significant differences
were found between the positive and negative predictive values of each test

system.

The positive predictive values of all the FeLV tests were between 62 % and 90 %.
The best value was achieved by the test system DUO Speed®. The positive
predictive values for the 3 test systems Virachek”™, PetChek”™, and FASTest” were
about 85 %. Significant differences were found between the better test systems
DUO Speed®, Virachek®, PetChek®™, FASTest® and the test systems Witness®,
Snap” Combo Plus and One-Step”. These systems had a positive predictive value
lower than 77 %. The negative predictive values were between 99,4 % and 99,7
%. One-Step” FeLV was the test with the best negative predictive value. No

significant differences were found between each test system.

The FIV test systems DUO Speed”, FASTest™, Witness® and Snap” Combo Plus
can all be recommended for use in veterinary practice. The PetChek® Plus Anti-
FIV and Virachek® are recommended for the use in laboratories and veterinary
hospitals. Due to the high percentage of invalid test results, the Mapic® FIV is not
a reliable test system and cannot be recommended. The DUO Speed” FeLV and
FASTest” FeLV are reliable FeLV test systems and can be used as diagnostic

tools in veterinary practice.

Due to the low prevalence of both infections, positive results always have to be
interpreted carefully, and a second testing should be performed in every positive
sample. The PetChek”™ Plus Anti-FIV is the best test system to confirm a positive
FIV test result. The One-Step™ FeLV can be chosen for confirming a positive

FeLV result.
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A Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Zeichenerklirung:

nicht auswertbar: n.a.
kein Test k.T.
positiv: pos.
negativ: neg.
schwach positiv (pos.)
schwach negativ (neg.)

Virusisolierung VI
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Nr. |Probe |Wit- [Snap |[One- |Mapic®|FAS- |[DUO Vira- [Pet- |VI
ness” ® | Step® Test® | Speed® chek | Chek

1 9 (neg.) | neg. | (neg.) | neg. neg. neg. neg. | neg.

2 13 pos. | pos. pos. k.T. neg. n.a. (pos.) | (pos.) [ neg.

3 20 neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. neg. | neg.

4 21 neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

5 22 pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. pos. | pos. | pos.

6 23 pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. pos. | pos. | pos.

7 24 n.a. pos. k.T. pos. pos. pos. pos. | pos. |neg.

8 25 neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. neg. | neg.

9 26 pos. | pos. k.T. n.a. pos. pos. pos. | pos. | pos.

10 27 neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. neg. | neg.

11 28 neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. neg. | neg.

12 29 pos. | pos. k.T. (pos.) | (pos.) | (pos.) |(pos.)| (pos.) | pos.

13 30 neg. | neg. k.T. n.a. neg. neg. neg. | neg.

14 31 pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. pos. | pos. |neg.

15 32 (neg.) | neg. | (pos.) n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

16 33 pos. | neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg. [neg.

17 35 neg. | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

18 37 | (neg.) | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

19 38 neg. | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

20 39 neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

21 41 neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

22 42 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

23 43 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

24 44 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

25 45 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

26 46 neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

27 47 |[(neg.) | neg. | neg. | (neg.) | neg. neg. neg. | neg.

28 48 [ (neg.) | neg. n.a. n.a. neg. neg. neg. | neg.

29 49 neg. | neg. [ (neg.) n.a. neg. neg. neg. | neg.

30 50 | (neg.)| neg. | (neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

31 51 neg. | neg. | (neg.) | neg. neg. neg. neg. | neg.

32 52 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

33 53 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

34 54 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

35 55 |[(neg.) | neg. | (neg.) | neg. neg. neg. neg. | neg.

36 56 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

37 57 neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

38 61 neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

39 62 neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

40 63 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

41 64 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

42 65 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

43 66 neg. | neg. n.a. n.a. neg. neg. neg. | neg.

44 67 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

45 68 pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. |neg.

46 69 | (neg.) | neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg.

47 70 | (neg.) | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

48 71 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

49 72 neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

50 73 neg. | neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg.
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Nr. |Probe |Wit- [Snap® [One- |[Mapic |FAS- [DUO |Vira- |Pet- VI
ness” Step® ® Test® Speed chek ® | Chek®

51 76 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

52 78 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

53 80 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

54 83 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

55 84 | (neg.)| neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

56 85 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg. | neg.

57 86 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

58 87 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

59 88 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

60 89 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

61 90 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

62 91 neg. neg. n.a. neg. | neg. | neg. neg. neg.

63 92 | (neg). | neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

64 93 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

65 94 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

66 95 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg. | neg.

67 96 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

68 97 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

69 98 neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

70 99 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

71 100 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

72 101 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

73 102 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

74 103 | (neg.) | neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

75 104 | neg. neg. | (neg.) n.a. neg. | neg. neg. neg.

76 105 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

77 106 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

78 107 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

79 108 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

80 109 | pos. pos. pos. k.T. pos. | pos. pos. pos. | pos.

81 110 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

82 111 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

83 112 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

84 113 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

85 114 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

86 115 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

87 116 | neg. neg. neg. k.T. neg. | n.a. neg. neg.

88 118 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

89 119 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

90 120 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

91 121 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

92 122 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

93 123 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

94 125 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

95 126 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

96 127 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

97 128 | neg. neg. neg. (neg.) | neg. | neg. neg. neg. | neg.

98 129 n.a. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

99 130 | neg. neg. neg. neg neg. | neg. neg. neg.

100 | 131 | (pos.)| neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe |Wit [Snap® [One- |Mapic |FAS- [DUO |Vira- |Pet- VI
ness” Step® ® Test® Speed | chek ® | Chek®

101 | 132 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.
102 | 133 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
103 | 134 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.
104 | 135 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.
105 | 136 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.
106 | 137 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
107 | 138 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
108 | 139 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
109 | 140 | neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.
110 | 141 pos. |neg. neg. n.a. (pos.) |n.a. neg. neg. neg.
111 | 142 | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.
112 | 143 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
113 | 144 | neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.
114 | 146 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
115 | 147 | neg. neg. n.a. (neg.) | neg. | neg. neg. neg.
116 | 148 | neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.
117 | 149 |[(neg.)| neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.
118 | 150 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.
119 | 151 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
120 | 152 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
121 | 153 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
122 | 154 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
123 | 155 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
124 | 156 | neg. neg. n.a. n.a. neg. | neg. neg. neg.
125 | 157 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
126 | 158 | neg. neg. n.a. (neg.) | neg. | neg. neg. neg.
127 | 159 | neg. neg. neg. k.T. neg. | (pos.) | neg. neg. | neg.
128 | 160 | (neg.)| neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
129 | 161 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
130 | 162 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
131 | 163 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
132 | 164 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
133 | 165 | neg. neg. pos. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.
134 | 166 | (neg.)| neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
135 | 167 |[(neg.)| neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
136 | 168 | neg. neg. (pos. n.a. | (pos.) | n.a.. neg. neg. | pos.
137 | 169 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
138 | 170 | (neg.)| neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
139 | 171 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
140 | 172 | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.
141 | 173 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
142 | 174 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
143 | 175 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
144 | 176 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
145 | 177 | neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.
146 | 178 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
147 | 179 n.a. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
148 | 180 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
149 | 181 |(neg.)| neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.
150 | 182 | (neg.)| neg. n.a. n.a. neg. | neg. neg. neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe |Wit- [Snap® [One- |Mapic® |FAS- |[DUO |Vira- |Pet- |[VI
ness” Step® Test® Speed chek ® Chek
151 | 183 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
152 | 184 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
153 | 185 |[(neg.)| neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
154 | 186 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
155 | 187 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
156 | 188 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
157 | 189 | (neg.)| neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
158 | 190 | neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.
159 | 191 |[(neg.)| neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
160 | 192 |[(neg.)| neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
161 | 193 |[(neg.)| neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
162 | 194 | neg. neg. | (pos.)| neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.
163 | 195 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.
164 | 196 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
165 | 197 |(neg.)| neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
166 | 199 | neg. neg. |(neg.)| neg. neg. | neg. neg. neg.
167 | 200 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
168 | 201 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
169 | 202 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
170 | 203 |[(neg.)| n.a. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
171 | 205 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
172 | 206 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
173 | 207 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
174 | 208 | neg. neg. | (pos.) n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.
175 | 210 | neg. neg. n.a. n.a. neg. | neg. neg. neg.
176 | 211 n.a. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
177 | 212 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
178 | 213 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
179 | 214 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
180 | 215 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
181 | 216 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
182 | 217 | neg. neg. |(neg.)| neg. neg. | neg. neg. neg.
183 | 218 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
184 | 219 |[(neg.)| neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
185 | 220 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
186 | 221 | (neg.)| neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
187 | 222 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
188 | 224 | neg. neg. | (pos.) | k.T. neg. | neg. neg. neg. | pos.
189 | 225 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
190 | 226 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
191 | 227 | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
92 229 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
193 | 230 |[(neg.)| neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.
194 | 231 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg. |[neg.
195 | 232 | neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.
196 | 233 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.
197 | 234 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
198 | 235 | neg. neg. | (neg.)| neg. neg. | neg. neg. neg.
199 | 236 | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.
200 | 238 | neg. neg. | (neg.)| (neg.) | neg. | neg. neg. neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe|Wit- [Snap® |One- |Mapic |FAS- |[DUO |Vira- |Pet- VI
ness” Step® ® Test® Speed chek ® | Chek®

201 239 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

202 240 | (neg.) | neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

203 241 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

204 242 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

205 243 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

206 244 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.

207 245 | (neg.) | neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

208 246 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

209 247 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

210 248 | (neg.) | neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

211 249 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

212 250 | neg. neg. |(neg.)| neg. | neg. [ neg. neg. neg.

213 251 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

214 253 | (neg.) | neg. n.a. n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.

215 254 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.

216 255 | (neg.) | neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.

217 256 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

218 257 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

219 258 | (neg.) | neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

220 259 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

221 260 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

222 261 neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

223 262 | neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.

224 263 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

225 265 neg. neg. n.a. | (neg.) | neg. [ neg. neg. neg.

226 267 pos. pos. n.a. n.a. pos. | (pos. pos. pos. | neg.

227 268 | neg. neg. neg. | neg. | neg. | neg. neg. neg. | neg.

228 269 | (pos.) | pos. neg. n.a. neg. | neg. n.a. n.a. |neg.

229 270 | neg. neg. neg. | neg. | neg. | neg. neg. neg.

230 271 pos. pos. [ (pos.)| n.a. pos. | pos. pos. pos. | pos.

231 272 | neg. | (pos.) | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

232 273 neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.

233 274 | neg. neg. |[(neg.)| (neg.) | neg. | neg. neg. neg.

234 275 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

235 276 | neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg. | neg.

236 277 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

237 278 | (neg.) | neg. neg. | neg. | neg. | neg. neg. neg.

238 279 neg. neg. n.a. n.a. neg. | neg. neg. neg.

239 281 neg. neg. neg. neg. | neg. | neg. neg. neg.

240 282 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

241 284 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

242 285 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

243 286 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

244 287 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

245 288 | neg. neg. neg. | neg. | neg. | neg. neg. neg.

246 289 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

247 290 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

248 291 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

249 292 | neg. neg. neg. | neg. | neg. | neg. neg. neg.

250 293 | (neg.) | neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe|Wit- [Snap® |One- |Mapic |FAS- |[DUO |Vira- |Pet- VI
ess® Step® ® Test® Speed chek ® | Chek®

251 294 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

252 295 neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.

253 296 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

254 297 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

255 298 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

256 299 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

257 301 | (neg.) [ neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

258 302 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

259 303 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

260 304 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

261 305 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

262 306 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

263 307 | (neg.) [ neg. pos. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

264 308 | neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

265 309 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

266 310 | neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

267 311 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

268 312 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

269 313 neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.

270 314 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

271 315 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

272 316 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

273 317 | neg. neg. n.a. n.a. neg. | neg. neg. neg.

274 318 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

275 319 | (neg.) [ neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

276 320 neg. neg. | (pos.) | n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.

277 321 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

278 322 neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg. | neg.

279 323 neg. neg. neg. k.T. neg. | n.a. neg. neg. | neg.

280 324 | (neg.) [ neg. neg. | neg. | neg. | neg. neg. neg.

281 326 | neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

282 327 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

283 328 | (neg.) [ neg. neg. k.T. neg. | n.a. neg. neg. | neg.

284 330 neg. neg. | (neg.)| neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

285 331 neg. neg. neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

286 332 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.

287 333 neg. neg. neg. | neg. | neg. | na. neg. neg.

288 334 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

289 335 neg. neg. n.a. neg. | neg. | neg. neg. neg.

290 336 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

291 337 | pos. pos. neg. | neg. | neg. | neg. | (pos.) | (pos.) | neg.

292 338 neg. neg. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

293 339 | (neg.) [ neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

294 340 n.a. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

295 341 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

296 342 neg. neg. neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

297 343 neg. neg. | (pos.) | k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

298 344 neg. neg. neg. pos. neg. | neg. neg. neg. | neg.

299 345 | neg. neg. neg. | neg. | neg. | neg. neg. neg.

300 346 | neg. neg. neg. | (neg.) | neg. | neg. neg. neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe |Wit- [Snap® |One- |Mapic®|FAS- [DUO |Vira- |[Pet- |[VI
ness” Step® Test® Speed chek ® | Chek®

301 347 | (neg.) | neg. [(neg.)| neg. neg. | neg. neg. neg.

302 348 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

303 349 | (neg.) | neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

304 350 | neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

305 351 neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.

306 352 | (neg.) | neg. |(pos.)| kT. neg. | neg. neg. neg. | neg.

307 353 neg. neg. |(neg.)| n.a. neg. | neg. neg. neg.

308 354 | (neg.) | neg. [(neg.)| neg. neg. | neg. neg. neg.

309 355 neg. neg. | neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

310 356 | neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.

311 357 | (neg.) | neg. |(neg)| k.T. neg. | neg. neg. neg.

312 358 | neg. neg. | neg. | neg. neg. | neg. neg. neg.

313 359 neg. neg. | neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

314 360 | neg. neg. |(pos.)| k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

315 361 | (neg.) | neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

316 362 | pos. pos. n.a. k.T. neg. | neg. | (pos.) | (pos.) | neg.

317 363 neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

318 364 | neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

319 365 | (neg.) | neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

320 366 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

321 367 | neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

322 368 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

323 369 | neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

324 370 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

325 371 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

326 372 | neg. neg. |(neg.)| k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

327 373 neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

328 374 neg. neg. | neg. n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.

329 | 375 | neg. neg. | neg. | k.T. neg. | neg. | neg. neg.

330 376 | neg. neg. | neg. | neg. neg. | neg. neg. neg.

331 377 | neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

332 378 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg. | neg.

333 379 | neg. neg. | neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

334 380 neg. neg. | neg. n.a. neg. | neg. neg. neg.

335 381 neg. neg. | neg. n.a. neg. | neg. neg. neg. | neg.

336 382 neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

337 383 neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

338 384 neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

339 385 neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

340 386 neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

341 388 neg. neg. n.a. k.T. neg. | neg. neg. neg.

342 389 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

343 390 | neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

344 391 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

345 392 | neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg. | neg.

346 393 neg. neg. n.a. neg. neg. | neg. neg. neg.

347 394 neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.

348 395 neg. neg. | neg. k.T. neg. | neg. neg. neg.

349 396 | neg. neg. | neg. | neg. neg. | neg. neg. neg.

350 397 | neg. neg. | neg. neg. neg. | neg. neg. neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe |Wit- |[Snap® |One- |Mapic® [FAS- |[DUO |Vira- [Pet- |VI
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351 | 398 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

352 | 399 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

353 | 400 pos. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

354 | 401 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

355 | 402 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

356 | 403 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

357 | 404 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

358 | 405 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. | neg.

359 | 406 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

360 | 407 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

361 | 408 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

362 | 409 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

363 | 411 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. | neg.

364 | 412 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

365 | 413 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

366 | 416 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

367 | 417 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

368 | 418 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. | neg.

369 | 419 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

370 | 420 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

371 | 421 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

372 | 423 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

373 | 424 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

374 | 425 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

375 | 426 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

376 | 427 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. | neg.

377 | 428 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. | neg.

378 | 430 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

379 | 431 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

380 | 432 neg. pos. | neg. neg. | (pos.)| neg. neg. |(pos.) | neg.

381 | 433 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

382 | 434 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

383 | 435 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

384 | 436 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

385 | 437 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

386 | 438 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

387 | 439 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

388 | 440 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

389 | 441 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

390 | 442 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

391 | 443 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

392 | 444 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

393 | 445 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

394 | 446 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. | neg.

395 | 447 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

396 | 448 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

397 | 449 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. | neg.

398 | 450 neg. neg. | pos. k.T. neg. neg. neg. | neg. | neg.

399 | 451 neg. neg. | pos. k.T. neg. neg. neg. | neg. | neg.

400 | 452 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. | neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe |Wit- |[Snap® |One- |Mapic® [FAS- |[DUO |Vira- [Pet- |VI
ness® Step® Test® Speed® chek ® Chek

401 | 453 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

402 | 454 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

403 | 455 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

404 | 457 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

405 | 458 neg. neg. | (neg.) | neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

406 | 459 | neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

407 | 460 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

408 | 461 pos. pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. | pos.

409 | 464 | (neg.) | neg. | (neg.)| neg. neg. neg. neg. | neg. [neg.

410 | 465 neg. neg. | pos. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

411 | 466 pos. pos. | pos. n.a. pos. pos. pos. | pos. | pos.

412 | 467 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

413 | 468 | (neg.) | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

414 | 469 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. [neg.

415 | 470 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

416 | 471 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

417 | 472 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

418 | 473 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg. [neg.

419 | 474 neg. neg. n.a. (neg.) | neg. neg. neg. | neg. |neg.

420 | 475 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

421 | 476 | (neg.) | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

422 | 477 | (neg.) | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

423 | 478 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

424 | 479 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

425 | 481 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

426 | 482 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

427 | 483 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

428 | 484 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

429 | 486 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

430 | 487 neg. neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg.

431 | 488 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

432 | 489 neg. pos. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

433 | 490 pos. pos. | pos. k.T. (pos.) | (pos.) | pos. | pos. |neg.

434 | 491 pos. pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. |neg.

435 | 493 neg. neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

436 | 494 neg. neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

437 | 495 pos. pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. |neg.

438 | 496 pos. pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. | pos.

439 | 497 pos. pos. | (pos.) | k.T. n.a.. | (pos.) | pos. | pos. |neg.

440 | 498 pos. pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. | pos.

441 | 499 pos. pos. | pos. k.T. pos. pos. | (pos.) | pos. |neg.

442 |1 500 pos. pos. n.a. k.T. pos. pos. pos. | pos. |neg.

443 | 501 neg. neg. | neg. k.T. neg. n.a. neg. | neg.

444 | 502 | (neg.) | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

445 | 503 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. [neg.

446 | 504 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

447 | 505 pos. pos. | pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. |neg.

448 | 506 neg. neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

449 | 513 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

450 | 514 neg. neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben

Nr. |Probe |Wit- |[Snap [One- |Mapic® | FAS- |DUO Vira- |Pet- |VI
ness” ® | Step® Test® |Speed® chek | Chek

451 | 515 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

452 | 516 | pos. | pos. | (pos.) k.T. (pos.) | (pos.) pos. | n.a. |neg.

453 | 517 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

454 | 518 | (pos.) | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. | pos.

455 | 519 | pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. [neg.

456 | 521 neg. | neg. | (pos.) k.T. neg. n.a. neg. | neg. |neg.

457 | 523 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

458 | 524 | pos. | pos. n.a. neg. | (pos.) n.a. (pos.) | neg. |neg.

459 | 525 | (neg.) | neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

460 | 526 | pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. | pos.

461 | 527 | pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. [ pos.

462 | 528 |[(neg.) | neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

463 | 529 | pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. [neg.

464 | 530 | pos. | pos. | neg. k.T. pos. neg. (pos.) | (pos.) | neg.

465 | 531 | (neg.) | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

466 | 532 | (neg.) | neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg.

467 | 533 |[(neg.) [ neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

468 | 534 n.a. | neg. | pos. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

469 | 535 | (neg.) | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

470 | 536 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

471 | 537 | neg. | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

472 | 538 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

473 | 539 |[(neg.) | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

474 | 540 | (neg.) | neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg.

475 | 541 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

476 | 542 | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

477 | 543 | neg. | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg. |neg.

478 | 544 | (neg.) | neg. | (pos.) neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

479 | 545 | neg. | neg. | (pos.) k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

480 | 546 | neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

481 | 548 | neg. | neg. n.a. n.a.. neg. neg. neg. | neg. |neg.

482 | 549 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

483 | 551 neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

484 | 553 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

485 | 554 | neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

486 | 555 | neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

487 | 556 | pos. | pos. pos. pos. pos. pos. pos. | pos. | pos.

488 | 557 | neg. | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

489 | 558 | pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. |neg.

490 | 559 | neg. | (pos.) | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. |neg.

491 | 560 | pos. | pos. pos. pos. pos. pos. pos. | pos. |neg.

492 | 561 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

493 | 562 | pos. | pos. | (pos.) k.T. neg. pos. pos. | pos. |neg.

494 | 563 pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. [ pos.

495 | 564 | pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. |neg.

496 | 565 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

497 | 566 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. (pos.) | neg. | pos.

498 | 567 n.a. pos. pos. k.T. pos. pos. pos. | pos. [neg.

499 | 568 | neg. | neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

500 | 569 | neg. | neg. n.a. k.T. neg. neg. neg. | neg.




Anhang A: Ergebnisse der FeLV-Testsysteme bei 528 Serumproben
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501 [ 570 | pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. pos. | neg.

502 | 571 |(neg.)| neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

503 | 572 pos. | pos. pos. k.T. pos. pos. pos. pos. | pos.

504 | 572b | neg. | neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg. [neg.

505 [ 573 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

506 | 574 | neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg. |neg.

507 | 575 | (neg.)| neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

508 | 576 | (neg.)| neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

509 | 577 | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.

510 | 578 | neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

511 | 579 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

512 | 580 | pos. | pos. | (pos.) pos. pos. (pos.) pos. pos. | pos.

513 | 581 neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

514 ] 582 | neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

515 | 583 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

516 | 584 | neg. | neg. | neg. k.T. neg. neg. neg. | neg.

517 | 585 | pos. | pos. pos. k.T. pos. (pos. pos. pos. | pos.

518 | 586 | neg. | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

519 | 587 | neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

520 | 588 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

521 | 589 | neg. | neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.

522 | 590 | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

523 | 591 neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

524 | 592 pos. | pos. pos. n.a. pos. pos. pos. pos. | pos.

525 | 593 | (neg.) | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

526 | 594 | neg. | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

527 1 595 | neg. | neg. | neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

528 | 596 | (neg.)| neg. | neg. n.a. neg. neg. neg. | neg.




Anhang B: Ergebnisse der FIV-Testsysteme bei 535 Serumproben

B  Ergebnisse der FIV-Testsysteme bei 535 Serumproben

Zeichenerklirung:

nicht auswertbar: n.a.
kein Test k.T.
positiv: pos.
negativ: neg.
schwach positiv: (pos.)
schwach negativ (neg.)

Western Blot WB



Anhang B: Ergebnisse der FIV-Testsysteme bei 535 Serumproben

Nr. |Proben |Wit- |Snap® |Mapic® |FAS- |DUO Vira- |Pet- |WB
ness” Test® |Speed® |chek® Chek

1 9 pos. pos. neg. pos. pos. pos. pos. | pos.

2 13 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

3 20 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

4 21 pos. pos. (pos.) | pos. pos. pos. pos. | pos.

5 22 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

6 23 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

7 24 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

8 25 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

9 26 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

10 27 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

11 28 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

12 29 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

13 30 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

14 31 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

15 32 neg. neg. (neg) neg. neg. neg. neg.

16 33 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

17 35 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

18 37 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

19 38 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

20 39 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

21 41 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

22 42 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

23 43 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

24 44 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

25 45 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

26 46 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

27 47 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

28 48 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

29 49 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

30 50 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

31 51 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

32 52 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg. | neg.

33 53 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

34 54 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

35 55 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

36 56 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

37 57 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

38 61 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

39 62 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

40 63 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

41 64 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

42 65 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. | pos.

43 66 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

44 67 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

45 68 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

46 69 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

47 70 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

48 71 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

49 72 pos. pos. neg. pos. pos. (pos.) | pos. [ pos.

50 73 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.




Anhang B: Ergebnisse der FIV-Testsysteme bei 535 Serumproben

Nr. |Proben |Wit- |Snap® |Mapic® |FAS- [DUO |Vira- |Pet- WB
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51 76 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

52 77 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

53 78 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

54 79 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

55 80 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. [ neg.

56 83 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. |neg.

57 84 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

58 85 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

59 86 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. [ neg.

60 87 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

61 88 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

62 89 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

63 90 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

64 91 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

65 92 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

66 93 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

67 94 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

68 95 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

69 96 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

70 97 pos. pos. pos. pos. pos. pos. pos. | pos.

71 98 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

72 99 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

73 100 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

74 101 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

75 102 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

76 103 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

77 104 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

78 105 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

79 106 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg. |neg.

80 107 pos. | (pos.) neg. pos. pos. pos. n.V. [neg.

81 108 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

82 109 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

83 110 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

84 111 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

85 112 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

86 113 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

87 114 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

88 115 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

89 116 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

90 118 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg. | neg.

91 119 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. [ neg.

92 120 pos. pos. (pos. pos. pos. (pos.) pos. | pos.

93 121 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. [neg.

94 122 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

95 123 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. [neg.

96 125 pos. pos. neg. pos. pos. pos. pos. | pos.

97 126 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

98 127 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

99 128 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

100 129 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.




Anhang B: Ergebnisse der FIV-Testsysteme bei 535 Serumproben
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101 130 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

102 131 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

103 132 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

104 133 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

105 134 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

106 135 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

107 136 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

108 137 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

109 138 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.
110 139 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
111 140 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

112 141 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

113 142 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

114 143 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.
115 144 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.
116 146 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

117 147 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg.
118 148 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

119 149 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

120 150 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

121 151 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.
122 152 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

123 153 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

124 154 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

125 155 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

126 156 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

127 157 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

128 158 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg.
129 159 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

130 160 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

131 161 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

132 162 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

133 163 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.
134 164 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

135 165 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

136 166 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
137 167 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

138 168 neg. neg. neg. neg. (pos.) | neg. neg.

139 169 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

140 170 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

141 171 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

142 172 neg. neg. n.a. neg. n.a. neg. neg.

143 173 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

144 174 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
145 175 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

146 176 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

147 177 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

148 178 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

149 179 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

150 180 neg. neg. neg. n.a. neg. n.a. neg.
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151 181 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

152 182 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

153 183 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

154 184 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

155 185 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

156 186 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

157 187 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

158 188 | (pos.) | neg. (neg.) neg. neg. neg. neg. neg.

159 189 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

160 190 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

161 191 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

162 192 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

163 193 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

164 194 neg. neg. n.a. neg. (pos.) | neg. neg.

165 195 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

166 196 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

167 197 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

168 199 neg. neg. n.a. neg. (neg.) | neg. neg.

169 200 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

170 201 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

171 202 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

172 203 pos. n.a. (pos.) pos. n.a. pos. pos. pos.

173 205 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

174 206 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

175 207 neg. neg. (neg.) neg. neg. neg. neg.

176 208 neg. neg. n.a. neg. (pos.) | neg. neg.

177 210 neg. neg. n.a. neg. n.a. neg. neg.

178 211 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

179 212 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

180 213 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

181 214 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

182 215 neg. neg. (neg.) neg. neg. neg. neg.

183 216 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

184 217 neg. neg. neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg.

185 218 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.

186 219 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

187 220 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

188 221 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.

189 222 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

190 224 neg. neg. k.T. neg. (pos.) | neg. neg.

191 225 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

192 226 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

193 227 neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.

194 229 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

195 230 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.

196 231 neg. neg. (neg.) neg. neg. neg. neg.

197 232 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.

198 233 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

199 234 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.

200 235 neg. neg. neg. neg. (neg.) | neg. neg.
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201 236 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

202 238 neg. neg. neg. neg. | (neg.) neg. neg. | neg.

203 239 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

204 240 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

205 241 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

206 242 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

207 243 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

208 244 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

209 245 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

210 246 (pos.) neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

211 247 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

212 248 pos. pos. neg. pos. neg. pos. neg. | pos.

213 249 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

214 250 neg. neg. n.a. neg. | (neg.) neg. neg.

215 251 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg. | neg.

216 253 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

217 254 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

218 255 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

219 256 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

220 257 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

221 258 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

222 259 neg. neg. (pos. neg. neg. neg. neg.

223 260 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

224 261 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

225 262 pos. pos. (neg.) | pos. neg. pos. pos. | pos.

226 263 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

227 264 neg. neg. n.a. neg. pos. neg. neg. | neg.

228 265 neg. n.a. n.a. neg. n.a. neg. neg. | neg.

229 266 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

230 267 pos. pos. n.a. pos. n.a. pos. pos. | pos.

231 268 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

232 269 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

233 270 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

234 271 neg. neg. neg. neg. | (pos.) neg. neg.

235 272 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

236 273 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. | neg.

237 274 neg. neg. neg. neg. | (neg.) neg. neg. | neg.

238 275 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

239 276 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

240 277 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

241 278 pos. pos. neg. pos. neg. pos. pos. | pos.

242 279 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. | neg.

243 281 pos. pos. neg. pos. neg. pos. pos. | pos.

244 282 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

245 284 neg. neg. n.a. neg. n.a. neg. neg.

246 285 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

247 286 neg. neg. n.a. neg. n.a. neg. neg.

248 287 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

249 288 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

250 289 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
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251 290 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

252 291 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

253 292 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

254 293 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

255 294 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. | pos.

256 295 | pos. pos. (pos.) pos. neg. pos. pos. | pos.

257 296 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

258 297 | neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg. |neg.

259 298 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

260 299 | neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

261 301 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

262 302 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

263 303 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

264 304 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

265 305 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

266 306 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

267 307 | neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

268 308 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

269 309 | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. |neg.

270 310 | neg. neg. neg. pos. neg. neg. neg. |neg.

271 311 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

272 312 | neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

273 313 | pos. pos. neg. pos. n.a. pos. pos. | pos.

274 314 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

275 315 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

276 316 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

277 317 | neg. neg. n.a. neg. n.a. neg. neg. |neg.

278 318 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

279 319 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

280 320 | neg. neg. neg. neg. (pos.) neg. neg. |neg.

281 321 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

282 322 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

283 323 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

284 324 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

285 326 | neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

286 327 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg. [neg.

287 328 | neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

288 330 | neg. neg. n.a. neg. (neg.) neg. neg.

289 331 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

290 332 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

291 333 neg. pos. n.a. neg. neg. neg. neg. |neg.

292 334 | neg. neg. (neg.) neg. neg. neg. neg. | neg.

293 335 | neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

294 336 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

295 337 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

296 338 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

297 339 | neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. |neg.

298 340 [ neg. neg. (neg.) neg. neg. neg. neg. |neg.

299 341 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

300 342 | neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
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301 343 neg. neg. k.T. neg. (pos.) neg. neg.

302 344 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. | pos.

303 345 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

304 346 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

305 347 neg. neg. n.a. neg. (neg.) neg. neg. | neg.

306 348 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

307 349 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

308 350 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

309 351 neg. | (pos.) n.a. neg. n.a. neg. neg. | pos.

310 352 neg. neg. k.T. neg. (pos.) neg. neg.

311 353 neg. neg. neg. neg. (neg.) neg. neg.

312 354 neg. neg. neg. neg. (neg.) neg. neg.

313 355 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

314 356 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

315 357 neg. neg. k.T. neg. (neg.) neg. neg.

316 358 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

317 359 neg. neg. (neg.) neg. neg. neg. neg.

318 360 neg. neg. k.T. neg. (pos.) neg. neg.

319 361 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

320 362 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

321 363 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

322 364 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

323 365 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

324 366 pos. pos. (pos.) | (pos.) | neg. pos. pos. | pos.

325 367 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

326 368 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

327 369 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

328 370 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

329 371 neg. pos. neg. neg. neg. neg. pos. | pos.

330 372 neg. neg. neg. neg. (neg.) neg. neg.

331 373 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

332 374 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

333 375 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

334 376 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

335 377 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

336 378 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

337 379 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

338 380 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

339 381 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

340 382 pos. n.a. pos. pos. neg. pos. pos. | pos.

341 383 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

342 384 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

343 385 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

344 386 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

345 388 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg. |neg.

346 389 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

347 390 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

348 391 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

349 392 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

350 393 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. | neg.
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351 394 poS. poS. n.a. pOS. neg. (pos.) pos. | pos.

352 395 pos. pos. k.T. pos. neg. pos. pos. | pos.

353 396 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

354 397 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

355 398 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

356 399 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

357 400 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

358 401 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

359 402 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

360 403 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

361 404 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

362 405 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

363 406 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

364 407 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

365 408 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

366 409 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

367 411 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

368 412 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

369 413 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

370 416 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

371 417 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

372 418 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

373 419 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

374 420 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

375 421 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. | neg.

376 423 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

377 424 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. |neg.

378 425 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

379 426 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

380 427 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

381 428 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

382 429 n.a. neg. k.T. pos. (pos.) neg. neg. | neg.

383 430 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

384 431 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

385 432 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

386 433 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

387 434 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

388 435 neg. neg. (neg.) neg. neg. neg. neg. | neg.

389 436 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

390 437 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

391 438 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

392 439 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

393 440 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

394 441 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

395 442 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. |neg.

396 443 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

397 444 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

398 445 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. | neg.

399 446 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

400 447 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.
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401 448 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

402 449 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

403 450 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

404 451 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

405 452 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

406 453 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.

407 454 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

408 455 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg. neg.

409 456 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

410 457 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

411 458 pos. pos. n.a. pos. | (neg.) | pos. pos. pos.

412 459 pos. pos. pos. pos. neg. pos. neg. pos.

413 460 pos. pos. n.a. (pos.) | neg. pos. pos. pos.

414 461 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

415 464 neg. neg. k.T. neg. | (neg.) | neg. neg.

416 465 neg. neg. n.a. neg. pos. neg. neg.

417 466 neg. neg. n.a. neg. pos. neg. neg.

418 467 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

419 468 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

420 469 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

421 470 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

422 471 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

423 472 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

424 473 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg.

425 474 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

426 475 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

427 476 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

428 477 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

429 478 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

430 479 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

431 481 pos. pos. k.T. pos. neg. n.a. pos. pos.

432 482 pos. pos. n.a. pos. neg. | (pos.) pos. pos.

433 483 pos. pos. n.a. pos. neg. pos. pos. pos.

434 484 pos. pos. neg. pos. neg. | (pos.) pos. pos.

435 486 pos. pos. k.T. pos. neg. pos. pos. pos.

436 487 neg. n.a. k.T. neg. n.a. neg. neg.

437 488 pos. pos. k.T. pos. neg. pos. pos. pos.

438 489 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

439 490 pos. pos. k.T. pos. pos. neg. pos. pos.

440 491 neg. neg. k.T. neg. pos. pos. neg.

441 493 neg. pos. k.T. pos. n.a. pos. pos. pos.

442 494 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

443 495 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

444 496 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

445 497 neg. neg. k.T. neg. | (pos.) | neg. neg.

446 498 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

447 499 pos. pos. k.T. pos. pos. neg. pos. pos.

448 500 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

449 501 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

450 502 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
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451 503 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

452 504 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

453 505 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

454 506 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

455 513 pos. pos. neg. pos. neg. pos. pos. pos.
456 514 pos. pos. neg. pos. neg. n.a. pos. pos.
457 515 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.
458 516 neg. neg. k.T. neg. | (pos.) | neg. neg.

459 517 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg. neg.
460 518 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

461 519 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

462 521 neg. neg. k.T. neg. | (pos.) | neg. neg.

463 523 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
464 524 pos. pos. (pos.) | pos. n.a. pos. pos. pos.
465 525 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

466 526 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

467 527 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

468 528 (pos.) | pos. (pos.) | pos. neg. pos. pos. pos.
469 529 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

470 530 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

471 531 pos. n.a. neg. pos. neg. pos. pos. pos.
472 532 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

473 533 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

474 534 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

475 535 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

476 536 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

477 537 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

478 538 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

479 539 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

480 540 neg. neg. k.T. neg. n.a. neg. neg.

481 541 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

482 542 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg.

483 543 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

484 544 n.a. neg. k.T. neg. | (pos.) neg. neg.

485 545 neg. neg. k.T. neg. | (pos.) | neg. neg.

486 546 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

487 548 neg. neg. n.a. neg. n.a. neg. neg.

488 549 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

489 551 (pos.) | pos. pos. pos. n.a. (pos.) pos. pos.
490 552 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

491 553 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.
492 554 pos. pos. pos. pos. neg. (pos.) | pos. pos.
493 555 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.
494 556 neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.

495 557 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

496 558 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

497 559 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

498 560 neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.

499 561 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

500 562 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
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501 563 neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.

502 564 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

503 565 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

504 566 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

505 567 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

506 568 neg. neg. k.T. neg. neg. neg. neg.

507 569 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg.

508 570 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

509 571 neg. | (pos.) neg. neg. neg. neg. neg. neg.

510 572 neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.

511 572b neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg.

512 573 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

513 574 neg. neg. (neg.) | neg. neg. neg. neg.

514 575 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

515 576 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.

516 577 neg. neg. neg. neg. n.a. neg. neg. neg.

517 578 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

518 579 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

519 580 pos. pos. neg. pos. | (pos.) | pos. pos. pos.

520 581 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

521 582 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.

522 583 pos. pos. (pos.) | pos. neg. pos. pos. pos.

523 584 pos. pos. (pos.) | pos. neg. (pos. pos. pos.

524 585 neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.

525 586 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

526 587 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

527 588 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

528 589 neg. neg. neg. | (pos.) | neg. neg. neg. neg.

529 590 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

530 591 pos. pos. pos. pos. neg. pos. pos. pos.

531 592 neg. neg. k.T. neg. pos. neg. neg.

532 593 pos. pos. neg. pos. neg. pos. pos. pos.

533 594 neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.

534 595 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.

535 596 neg. neg. n.a. neg. neg. neg. neg.
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