Parasitologie

Evaluation und Vergleich von
zwel immunchromatographischen
Kassetten Triple-Tests

fiir die zeitgleiche Detektion von Cryptosporidium spp.; Giardia lamblia und Entamoeba
histolytica | Entamoeba dispar Antigenen in humanen Stuhlproben

Zusammenfassung -

Der Einsatz von immunchromatographischen
Schnelltests in der Med. Parasitologie,
zusatzlich zur mikroskopischen Diagnostik,
stellt eine einfache, schnelle und sichere
Methode fiir die gleichzeitige Erkennung von
Giardia lamblia, E. histolytica/dispar und
Cryptosporidium parvum — spezifischen
Antigenen in unfixierten Stuhlproben humanen
Ursprungs dar. In der vorliegenden Untersu-
chung erfolgte eine vergleichende, metho-
dische Validierung der Schnelltestsysteme des
RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia/
Entamoeba combi der Firma R-Biopharm und
des Triage® Micro Parasite Panel der Firma
BIOSITE Diagnostics im Hinblick auf den
Gebrauch in den mikrobiologischen Einsatzla-
boratorien der Bundeswehr. Neben Sensitivitét
und Spezifitdt wurden auch Parameter wie
Handhabung, Kosten, Haltbarkeit und
Praktikabilitdt unter besonderen Bedingungen
bewertet.

Schliisselwarter: Parasitologie, Schnelltest-
systeme, parasitdre Protozoen

Abstract

The application of Inmunochromatographic
rapid test in the laboratory of medical
parasitology, in addition to the microscopic
diagnosis, represents a simple, fast and secure
method for the simultaneous detection of
Giardia lamblia, E. histolytica/dispar, and
Cryptosporidium parvum — specific antigens in
unfixed stool samples of human origin. In the
present study a comparative, methodical
validation of rapid test systems of RIDA® quick
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba combi
(R-Biopharm) and the Triage® Micro Parasite
Panel (BIOSITE Diagnostics) was performed,
with regard to the use within the microbiologi-
cal field laboratories. In addition to sensitivity
and specificity, other parameters such as
handling, cost, durability and practicability
under special conditions have been assessed as
well.

Keywords: Parasitology, rapid test systems,
parasitic protozoa
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Einleitung

Giardia lamblia und Entamoeba histolytica
sowie Kryptosporidien gehdren zu den Erre-
gern, die weltweit am héufigsten bei parasi-
taren  Erkrankungen des Intestinaltrakts
nachgewiesen werden. Es sind gerade diese
parasitaren Protozoen, die sowoh! akute als
auch chronische Verlaufe induzieren kénnen
und auch zu Ausbriichen flihren kdnnen (Ok-
huysen 2001; Scheid et al. 2005). Insbeson-
dere bei Aufenthalten in Endemiegebieten
kann es wahrend des Aufenthaltes oder nach
einer entsprechenden Reise zu Gesundheits-
stérungen, ausgeldst durch einen der Para-
siten oder auch mehrere gleichzeitig, kom-
men (Nothdurft et al. 1992).

Die Giardiasis ist eine nach IFSG melde-
pflichtige parasitare Erkrankung, die durch
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den protozoischen Parasiten Giardia lamblia
(Abb. 1) verursacht wird (Scheid 2004). Die
Ubertragung erfolgt vor allem (iber Nah-
rungsmittel oder (Trink-) Wasser. Innerhalb
von ein bis drei Tagen kénnen plétzlich ein-
setzende explosionsartige, wassrige, gelbe,
ibelriechende  Durchfalle, Bauchkréampfe,
Anorexie, Ubelkeit und Erbrechen als Symp-
tome auftreten. Zahlreiche Studien belegen
die Nachweisraten von Giardia lamblia bis zu
18 % bei symptomatischen Tropenriickkehr-
ern (Weinke et al. 1998; Eckert et al. 1990).
Eine chronische Giardiasis kann zu einem
Malabsorptionssyndrom  flihren und insbe-
sondere bei Immunsupprimierten schwere
Verlaufe induzieren (Mehlhorn 2012; Stark et
al. 2009).

Die Ruhramébe Entamoeba histolytica
(Abb. 2) ist von der apathogenen Art

Abb. 1: Giardia lamblia Zysten in angereichertem Stuhl (MIFC; GroBe der Zysten: 13pm)
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Entamoeba dispar mikroskopisch schwer zu
unterscheiden (Weinke et al. 1998; Scheid
2011). Bei einer Infektion mit Entamoeba
histolytica liegt der Krankheitsausbruch im
akuten Fall etwa drei bis zehn Tage nach der
Infektion. Die Inkubationszeit kann jedoch
auch langer dauern, d. h. auch noch Monate
nach einer Reise konnen sich die Symptome
zeigen. Wird die Erkrankung nicht behandelt,
kann es zu den Manifestationsformen der
Amabenruhr (intestinal) und des Amabenle-
berabszesses  (extraintestinal)  kommen
(Scheid 2011).

Einige Kryptosporidienarten (Abb. 3) kén-
nen beim Menschen eine akute Enterokolitis
verursachen. In der Regel kommt es bei im-
munologisch gesunden Menschen innerhalb
von zehn bis 30 Tagen zu einem Riickgang
der Symptomatik. Bei immunsupprimierten
Personen, insbesondere AIDS-Patienten, per-
sistiert der Parasit, und die Erkrankung hat ei-
nen langen und zum Teil fulminanten kli-
nischen Verlauf bis hin zu letalen Ausgangen
(Scheid 2013a). Eine schnelle und sichere Di-
agnostik ist daher essentiell (Mehlhorn
2012).

Der Einsatz von immunchromatographi-
schen Dreifach-Schnelltests, zusatzlich zur
mikroskopischen Diagnostik, stellt eine ein-
fache, schnelle und additive Methode fiir die
gleichzeitige Erkennung von Giardia lamblia,
E. histolytica/dispar, und Kryptosporidien —
spezifischen Antigenen in Stuhlproben hu-
manen Ursprungs dar.

Die Durchfuhrung ist in der Regel einfach,
benotigt geringe Ubung und kann sowohl in
der Individualdiagnostik als auch zum zeit-
nahen Screening angewendet werden. Wah-
rend Antigen-Einzeltests in zahlreichen Stu-
dien miteinander verglichen worden sind,
gibt es nur wenige Vergleichsstudien der
Triple-Tests untereinander (Weitzel et al.
2006). Es konnte jedoch bereits belegt wer-
den, dass die Leistungsfahigkeit der Triple-
Tests im direkten Vergleich nicht schlechter
war als die der Einzel-Antigenteste (Goni et
al. 2012).

Militdrmedizinischer Bezug

Bei einer Auslandsverwendung in warmen
Landern besteht stets eine erhdhte Expositi-
on gegeniber parasitdren Erregern, die zu
akuten aber auch chronischen Infektionen
bei den in Endemiegebieten stationierten Sol-
daten fiihren kdnnen. Daher ist auf dem Ge-
biet der Medizinischen Parasitologie ein ho-
hes Aufkommen an Proben zu erwarten, die
auf Parasiten (Helminthen und Protozoen) zu
untersuchen sind.

Die Konzeption der Mikrobiologischen
Einsatzlaboratorien im Sanitdtsdienst der
Bundeswehr tragt diesem Umstand Rech-
nung. In ihnen wird die Aufgabe der kli-
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Abb. 2: Entamoeba histolytica Zyste in angereichertem Stuhl (MIFC; Gr6Be der Zyste: 14pm)

nisch-mikrobiologischen Diagnostik fir am-
bulante und stationdre Patienten im Ein-
satzgebiet als auch die Bereitstellung
epidemiologisch relevanter Befunde sicher-
gestellt. Die medizinisch-mikrobiologische
Diagnostik folgt meist einem abgestuften
Prozess, der in einer ersten Stufe (Screening)
einfache Suchtests und orientierende Ver-
fahren einsetzt und — falls erforderlich — mit
der Bestatigung und weiterfihrenden Dia-
gnostik abgeschlossen wird. Dabei wendet
das Personal des mikrobiologischen Einsatz-
labors feldtaugliche und schnelle Verfahren
(z. B. Such-Tests) an. Die Mikroskopie als
Screening- und Standardverfahren (und oft
,Goldstandard”) ist essentiell aber zeitauf-
wandig und erfordert eine groBe fachliche
Erfahrung des eingesetzten Personals. Zu-
dem sind die Sensitivitatswerte von weite-
ren Parametern abhéngig, wie beispielswei-
se der Untersuchung von mehreren Stiihlen
des gleichen Patienten. Die Verwendung von
Screeningtests in diesem Bereich kann den
Lworkload" erheblich senken, allerdings nur
bei hoher Empfindlichkeit und ausreichender
Spezifitdt und nur dann, wenn alle Parasiten
erfasst werden koénnen, deren Diagnose
z. B. wegen akuter Behandlungsbedirftig-
keit sowie der Einleitung von MaBnahmen
zur Infektkettenunterbrechung  zeitkritisch
ist. Die Schnellteste dienen also zur Ergan-
zung der Diagnose wichtiger intestinaler Pa-

rasitosen und helfen insbesondere weniger
erfahrenem Personal in den Einsatzlabora-
torien. Auch zur Bestétigung lichtmikrosko-
pisch erhaltener Ergebnisse finden solche
Schnelltests Anwendung. Alle (ibrigen Be-
funde werden dann durch den Versand des
Materials in einem Transportmedium mit Fi-
xativ im rlckwartigen Leitinstitut durch
fachlich qualifiziertes Personal standardi-
siert erhoben (bereits etabliert; Scheid und
Over 2007).

Alternativ. wird fir den diagnostischen
Prozess die Teleparasitologie genutzt, die ei-
ne Ubertragung qualitativ hochwertiger sta-
tischer Bilder von mikroskopischen Prapara-
ten ermdglicht und durch die telemedizi-
nische Einbeziehung des Experten die
diagnostische Spezifitdt durch Vermeidung
falsch-positiver Befunde verbessert (Scheid
2013b).

Material und Methoden

1. Testsysteme

In der vorliegenden vergleichenden Analyse
wurden zwei Schnelltests zur Detektion von
Protozoen untersucht und einander gegen-
ibergestellt. Hierfiir werden sowohl soge-
nannte ,hard factors” wie Sensitivitat/Spe-
zifitdt oder Haltbarkeit herangezogen als
auch ,soft factors” wie Praktikabilitat und



Abb. 3: Cryptosporidium parvum Oozysten in Stuhl (Kinyoun-Féarbung; GroBe der Oozysten: 4pum)

die Einschdtzungen der Handhabung durch
diverse Anwender, auch vor Ort in einem
Einsatzlabor. Bei beiden Tests handelt es
sich um immunchromatographische Kasset-
tentests zur Bestimmung der Antigene der
drei relevanten, akute Krankheitssymptome
hervorrufenden Protozoen (Giardia lamblia,
E. histolytica/dispar und Cryptosporidium
parvum) in nativen Stuhlproben. In beiden
Systemen werden die Antigene fiir die drei
Parasiten in der Stuhlprobe isoliert und mit
spezifischen Antikorpern auf einer Membran
immobilisiert. Mittels makroskopisch sicht-
baren Banden kann das Ergebnis ohne wei-
tere Hilfsmittel abgelesen werden. Das Tria-
ge® Micro Parasite Panel der Firma BIOSITE
Diagnostics wurde bereits intern im Labor
fir Med. Parasitologie orientierend gegen
die Mikroskopie validiert. Der alternative, in
dieser Studie zu vergleichende Test tragt die
Bezeichnung RIDA® Quick Cryptosporidium/
Giardia/Entamoeba combi (Firma R-Bio-
pharm).

2. Durchfithrung und Probenmaterial

Uber einen Zeitraum von fiinf Monaten wur-
de im Labor fiir Medizinische Parasitologie
am Zentralen Institut des Sanitdtsdienstes
der Bundeswehr in Koblenz parallel zur Rou-
tinediagnostik eine Studie mit insgesamt 80
nativen Stuhlproben aus der Routinediagnos-
tik durchgefiihrt. Ein Teil der Untersuchungs-
ergebnisse (z. B. Handhabung) wurde im mi-
krobiologischen Einsatzlabor der Bundes-

wehr am Standort Prizren im Kosovo
gewonnen. Verglichen wurden dabei die bei-
den Teste ,RIDA® Quick Cryptosporidium/
Giardia/Entamoeba Combi” (folgend RIDA
Quick) und ,Triage® Micro Parasite Panel”
(folgend Triage) gegen den Goldstandard Mi-
kroskopie von Anreicherungspraparaten nach
dem Sedimentationsverfahren (hier: MIF-Ver-
fahren bzw. Verwendung des ParasiTrap® Di-
agnostik Systems (Fa. Biosepar)). Die detail-
lierte Beschreibung der Tests findet sich der
Ubersicht halber in dem einfiihrenden Kapitel
des Ergebnis/Diskussions-Teils.

Die Proben stammten aus der Routine-
Diagnostik von Patienten ohne spezifische
Symptome (Auslandsriickkehrer) sowie von
Patienten mit intestinalen Beschwerden. Die
mikroskopische Untersuchung (als Gold-
standard) sowie die Durchfiihrung der Teste
erfolgte durch erfahrenes Laborpersonal, in
der Regel von den Medizinisch-technischen

Laboratoriumsassistenten und dem Medizi-

nischen Parasitologen.

Es wurden Stuhlproben von insgesamt
80 Patienten (n=80) getestet,
die mikroskopisch wie folgt befundet wur-
den:

m 14x Giardia lamblia positiv,

m 3x Giardia lamblia positiv & Entamoeba
coli positiv

m 6x Entamoeba histolytica/dispar positiv,

m 10x Cryptosporidium sp. positiv, sowie ei-
ne  Emulsion  mit  aufgereinigten
Cryptosporidium parvum-Zysten,

m 3Xx Entamoeba coli positiv,

m 3Xx Endolimax nana positiv & Blastocystis
sp. positiv

m 1x Chilomastix mesnili positiv

m 40 kein Nachweis von intestinalen Para-
siten (ohne Befund).

Da die beiden Schnelltests die Antigene
nur dreier Protozoen detektieren, wurden
Testergebnisse fir die Ubrigen intestinalen
Protozoen als richtig-negatives Ergebnis ge-
wertet (also bei sieben Proben). Die lichtmi-
kroskopische Mikroskopie nach Anreiche-
rung (Sedimentationsverfahren) und Far-
bung (Lugol-Farbung bei allen Proben,
Kinyoun-Féarbung bei Verdacht auf Krypto-
sporidien) diente als Vergleichsmethode
(Scheid 2004; Mehlhorn 2012).

3. Statistische Methoden

Zur Auswertung der Testergebnisse wurden
verschiedene statistische Testverfahren he-
rangezogen.

Auf Basis der erhaltenen Daten wurde zu-
nachst der McNemar-Test fiir einen ersten
tbersichtlichen Vergleich der beiden Testsys-
teme gegenlber dem derzeitigen Goldstan-
dard, der Mikroskopie, durchgefihrt (Tab. 1).
Der McNemar-Test ist ein vergleichender
Haufigkeitstest fir zwei verbundene Stich-
proben, der mit einer Vierfeldertafel visuali-
siert wird (WeiB 2013).

Hier entsprechen die Werte fiir (a+c) der
Anzahl richtig-positiver Ergebnisse und fir
(b+d) den richtig-negativen Werten. Mit
diesem Wissen sind des Weiteren Aussagen
iber die Spezifitdit mit d/(b+d) und die

Tabelle 1: Grundaufbau einer Vierfeldertafel des McNemar-Tests zur Untersuchung verbundener
Stichproben.

Vergleichstest Positiv a
Negativ C
a+c

Positiv

Goldstandard

Negativ

b a+b
d c+d
b+d N
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Sensitivitat a/(a+c) mdglich (Hess et al.
2012).

Um Riickschlisse auf die a priori-Wahr-
scheinlichkeit und die a posteriori-Wahr-
scheinlichkeit ziehen zu kénnen, erfolgten
Berechnungen unter Zuhilfenahme des
Bayes-Theorems. Nachfolgend ist die allge-
meine Form des Bayes-Theorems kurz dar-
gestellt (Wei 2013).

P(A) * P(BA)
P(A|B) =

P(A) * P(B|A) + P(A) * P(B|A)

.Wenn A das Ereignis »Vorliegen eines
bestimmten Erregers« symbolisiert und B das
Ereignis » Testergebnis positive, 1dsst sich [mit
dem Bayes-Theorem] die Wahrscheinlichkeit
P(A|B) berechnen, mit der ein Patient mit die-
sem Erreger erkrankt ist, falls der Testbefund
positiv ist.” (WeiB 2013).

Ergebnisse und Diskussion

Triage® Micro Parasite Panel der Firma
BIOSITE Diagnostics:

Die Firma Biosite Diagnostics (San Diego, USA)
bietet unter dem Handelsnamen Triage® Micro
Parasite Panel einen Schnelltest zum Nachweis
von Giardia lamblia, Entamoeba histolytica/
dispar und Cryptosporidium parvum im Nativ-
stuhl an (Abb. 4).

Testprinzip: Es handelt sich um einen im-
munchromatographischen Enzym-Immunoas-
say zur Bestimmung von Antigenen der drei
0.g. intestinalen Protozoen in frischen oder
frisch gefrorenen Stuhlproben menschlichen
Ursprungs. Antigene fiir die drei Parasiten
(-gruppen) in der Stuhlprobe werden isoliert
und mit spezifischen Antikérpern auf einer
Membran immobilisiert. Die immobilisierten
Antigene werden mit Hilfe spezifischer Anti-
korper-Enzymkonjugate detektiert. Die spezi-
fische Bindung der Antigene wird, nach Wasch-
schritten mit Hilfe einer Substratreaktion, an-
hand daraus resultierender  einfarbiger,
purpur-schwarzer Banden visualisiert.

Handhabung: Im Labor fiir Medizinische
Parasitologie des Zentralen Instituts des Sani-
tatsdienstes der Bundeswehr in Koblenz wur-
de der Test zehn Jahre lang parallel zum Ein-
satz in den Einsatzlaboratorien genutzt und
somit standig im Hinblick auf die Verwen-
dung in den Einsatzlaboratorien mitvalidiert
und dberprift, um Erfahrungen in der tdg-
lichen, praktischen Handhabung zu gewin-
nen. Die Triage-Testkits enthalten alle zur Be-
stimmung und Identifikation von Antigenen
fur die drei Parasiten erforderlichen Reagen-
zien in ausreichender Menge. Das mitgelie-
ferte Material umfasst die komplette Testaus-
stattung, von den Probenrdéhrchen bis zu den
Reagenzien.
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Abb. 4: Testfeld des Triage® Micro Parasite Panel; hier: valide und positiv fiir die drei Protozoenanti-

gene

Lediglich ein Labormischer (Vortexer) so-
wie eine Zentrifuge sind zur Testanwendung
additiv erforderlich. Die Gesamtzeit der Ver-
suchsdurchfiihrung betrdgt ca. 15 Minuten,
zuzliglich der Zeit, die benétigt wird, um die
Materialien auf Zimmertemperatur zu brin-
gen, die zuvor im Kihlschrank bei 5°C gela-
gert wurden. Die Ergebnisse lassen sich nach
der Testdurchfiihrung nach weiteren ca. flinf
Minuten fiir die oben beschriebenen intesti-

nalen Protozoen ablesen. So werden ca. 50
Minuten fiir die Testvorbereitung und die
Testdurchfihrung erreicht. Allerdings verfarbt
sich das Ergebnisfeld anschlieBend binnen
finf bis 15 Minuten, die Banden sind nach
dieser Zeit dann nicht mehr zu erkennen. Der
Test ist einfach handhabbar. Alle Mitarbeiter
beherrschten die Testdurchfithrung anhand
der mitgelieferten Bedienungsanleitung sehr
schnell und korrekt.

Tabelle 2: McNemar-Test mit dem Vergleich der Mikroskopischen Analyse und dem RIDA-Test. Die

ProbengroBe betrug N=80 Proben

Mikroskopische Analyse

Positiv

Ergebnis RIDA Positiv 33
Quick

Negativ 0
33

Negativ
0

47

47

Tabelle 3: McNemar-Test mit dem Vergleich der Mikroskopischen Analyse und dem Triage-Test. Die
ProbengroBe betrug N=77 Proben, da drei der Triage-Tests als nicht auswertbar deklariert werden

mussten

Mikroskopische Analyse

Positiv

Positiv 26

Ergebnis
Triage

Negativ 5
31

Negativ
0

46

46




Kosten: Der Kostenaufwand betragt etwa
das Dreifache des Vergleichstests, wobei alle
Chemikalien, Réhrchen und sonstige Materi-
alien bereits berticksichtigt sind. Kosten im
Personalbereich sowie andere ,soft factors”,

b die sich durch Zeiterspamnis etc. ergeben,
werden hier nicht beriicksichtigt.

Haltbarkeit: Die Haltbarkeit des Testes
wird limitiert durch die Haltbarkeit des En-
zymkonjugates. Sie betrdgt maximal zwei
bis drei Monate, wobei diese bei einem
Screening bzw. bei einer Probenmenge wie
sie im Labor fiir Medizinische Parasitologie
des ZInstSanBw KOB vorliegt und wie sie
fir den Einsatz in den Einsatzlaboratorien
eingeschatzt wird, nie zu einem (zeitlichen)
Problem wird.

RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia/
Entamoeba combi der Firma R-Bio-
pharm:

Die Firma R-Biopharm AG (Darmstadt,
Deutschland) bietet als sogenannten Lateral-
Flow Test den RIDA® Quick Cryptosporidium/
Giardia/Entamoeba combi zum simultanen,
qualitativen Nachweis von Cryptosporidium
— parvum, Giardia lamblia und Entamoeba
histolytica/dispar in nativem Stuhl an (Abb. 5).
Testprinzip: Es handelt sich ebenfalls um
einen immunchromatographischen Schnell-
test zum Nachweis von Antigenen der drei
genannten Protozoen. Das Vorhandensein
spezifischer Antigene wird anhand einer oder
mehrerer farbiger Banden neben dem auf der
Testkassette aufgedruckten Kiirzeln visuell
bestimmt. Die Bandenbildung entsteht im po-
sitiven Fall durch die Bindung von Antigenen
der entsprechenden Parasiten an mit Latex-
partikeln markierte, spezifische Antikdrper.
Dieser farblich markierte Antigen-Antikdrper
Komplex bindet sich wiederum an fixierte
spezifische Antikérper im Testfeld.
Handhabung: Der RIDA® Quick Crypto-
sporidium/Giardia/Entamoeba  combi-Test
beinhaltet alle zur Bestimmung und Identifi-
Abb. 5: Testkassette des RIDA® Quick  Kationvon Antigenen fur die drei Parasiten
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba  combi;  (-gruppen) erforderlichen Reagenzien in
hier: valide und positiv fiir Giardia lamblia ausreichender Menge. Das mitgelieferte

Tabelle 4: Ergebnisse der Testung durch die Schnelltests RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia/
Entamoeba combi und Triage® Micro Parasite Panel. Die Werte sind prozentual angegeben

Protozoen RIDA® Quick C./G./E. combi Triage® Micro Parasite Panel
Prdvalenz  Sensitivitat ~ Spezifitdt Prdvalenz ~ Sensitivitdt  Spezifitat
Giardia lamblia 21,3% 100% 100% 22,1% 77% 100%

Cryptosporidium 12,5% 100% 100% 10,4% 87,5% 100%
parvum

Entamoeba histolytica/ [E¥S 100% 100% 7,8% 100% 100%

> genannte Protozoen [RNWAY 100% 100% 40,26% 83,87% 100%

Material umfasst die komplette Testausstat-
tung, ausgenommen der Probenréhrchen.
Optional kann ein Labormischer (,Vor-
texer”) eingesetzt werden, der jedoch keine
Voraussetzung ist. Die reine Dauer der Ver-
suchsdurchfiihrung betragt (wenn die Rea-
genzien bei Raumtemperatur gelagert wur-
den) flinf Minuten. Die Ergebnisse kdnnen
nach weiteren zehn Minuten abgelesen
werden, eine Kontrollbande dient der inter-
nen Qualitdtskontrolle. Die Ergebnisbanden
sind auch noch Wochen spater eindeutig zu
erkennen.

Kosten: Die Kosten belaufen sich auf ein
Drittel des Vergleichstests. Kosten im Perso-
nalbereich sowie andere ,soft factors”, die
sich durch Zeitersparnis etc. ergeben, werden
hier nicht berlicksichtigt.

Haltbarkeit: Die Haltbarkeit entspricht
den Herstellerangaben des Packungsauf-
druckes. Die Materialien kénnen sowohl im
Kihlschrank wie auch bei Raumtemperatur
fur etwa 18 Monate gelagert werden.

Statistische Auswertung der
Ergebnisse

Im Rahmen der Studie war der Triage-Test in
drei Fallen nicht auswertbar, da sich das Ab-
lesefeld wahrend der Testphase derart ver-
farbte, dass einzelne Banden hierin nicht
mehr zu erkennen waren. Diese Tests muss-
ten somit wiederholt werden.

In Packungen des RIDA Quick-Tests mit der
Chargen-Nr. AM24 befanden sich insgesamt
vier falsche Testkassetten. Auf den ersten Blick
glichen sie den anderen Testkassetten, jedoch
war am Rande des Testfelds nicht ,C32 1"
sondern ,C T2 T1" eingraviert. Es handelte
sich also um den , Deckel” des Duo-Tests, der
lediglich zwei der drei Parameter (also Erre-
gerantigene) zeitgleich nachweist. Der Test-
streifen gehdrte jedoch zum Triple-Test.

Der in Tabelle 1 visualisierte McNemar-
Test wurde in Tabelle 2 (RIDA Quick) und Ta-
belle 3 (Triage) bestimmt. Als Goldstandard
wurden die Ergebnisse mit der lichtmikros-
kopischen Analyse nach Anreicherung und
Farbung (Lugol- bzw. Kinyounfarbung)
verglichen.

Aus den obigen Tabellen lassen sich leicht
und tbersichtlich erste Schliisse iber die Zu-
verlassigkeit der Testsysteme ziehen. So zeigt
der RIDA Quick-Test (Tabelle 2) keine Abwei-
chungen von den Ergebnissen der mikrosko-
pischen Analyse (33 positive Proben gegen-
iber 47 negativen Proben). Hingegen ergab
der Triage-Test insgesamt finfmal ein falsch-
negatives Ergebnis.

Anhand des McNemar-Tests lassen sich
die allgemeinen Werte der Sensitivitdt und
der Spezifitat bestimmen. Die Sensitivitdt be-
zeichnet die bedingte Wahrscheinlichkeit fir
ein richtig-positives Ereignis, die Spezifitat die
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Wahrscheinlichkeit flir ein richtig-negatives
Ergebnis.

Aus den Tabellen folgen somit:

Sensitivitat (RIDA Quick): 33/33 = 100%
Spezifitét (RIDA Quick): ~ 47/47 = 100%
Sensitivitét (Triage): 26/31=283,87%
Spezifitét (Triage): 46/46 = 100%

In Tabelle 4 sind die Testergebnisse aufge-
schliisselt nach den untersuchten Protozoen
dargestellt. Die Werte der Pravalenz, Sensiti-
vitdt und Spezifitat sind prozentual angege-
ben und ermdglichen einen dezidierten Ver-
gleich der Validitdt der Testsysteme. Die
Werte der Pravalenz sind hier als Marker fir
den Anteil der erkrankten Patienten bezo-
gen auf die untersuchte Grundgesamtheit
aufgefiihrt (Wei 2013). Der Vergleich der
beiden Testsysteme erfolgte anhand von 80
Stuhlproben.

Mit dem Triage-Test wurden insgesamt
funf Stuhlproben von Patienten falsch-nega-
tiv getestet, die in der vorherigen mikrosko-
pischen Untersuchung eindeutig als Giardia
lamblia positiv oder Cryptosporidium parvum

positiv befundet worden waren. Der RIDA
Quick-Test gab hingegen bei diesen Proben
die korrekte Bandenbildung (richtig-positives
Ergebnis) zu erkennen.

Entsprechend der errechneten Werte der
positiven Vorhersagewerte ist ein positives
Testergebnis als unzweifelhafte Bestétigung
fur eine Erkrankung bzw. einen Befall mit
Protozoen zu bewerten. Hingegen zeigt der
negative Vorhersagewert des Triage-Tests ei-
nen Wert von 0,9020, der dementsprechend
die  Zuverldssigkeit des Testergebnisses
herabsetzt.

AbschlieBende Bewertung der mog-
lichen Indikation der Tripletests

Die mikroskopisch-parasitologische Stuhl-
diagnostik erfasst alle intestinale Protozoen
und Helminthen und ist im Rahmen der
med. parasitologischen Untersuchung nicht
ersetzbar. Voraussetzung fiir diese Methode
ist jedoch eine entsprechende Laborausstat-
tung, ein erfahrener Experte, der Anreiche-
rungstechniken und Farbetechniken be-
herrscht, sowie eine sehr versierte lichtmi-
kroskopisch-morphologische Diagnostik
durchfiihren kann. Zur raschen Aufdeckung

Ein Vergleich der Vorhersagewerte verdeutlicht anhand des Bayes-Theorems die bedingten

Wahrscheinlichkeiten

a) flr das Vorliegen eines Protozoen-Befalls nach Erhalt eines positiven Testergebnisses [posi-
tive Vorhersagewerte — positive predictive value — ppv].

b) trotz eines negativen Testergebnisses von einem der aufgefiihrten Protozoen befallen zu
sein [negative Vorhersagewerte — negative predictive value — npv]

Je ndher der berechnete Wert an 1 heranreicht, desto unzweifelhafter ist das Testergebnis. Unter

Beriicksichtigung der Prdvalenz bezogen auf die definierte Grundgesamtheit ergaben sich die

nachfolgenden Vorhersagewerte:

a) RIDA Quick:
P(K) * P(T [K)
PKIT,) = — —
P(K) = P(T |K) + P(K) = P(T_|K)
Triage:
P(K) = P(T,|K)
PKIT,) = — —
P(K) = P(T |K) + P(K) = P(T _|K)
b) RIDA Quick:
_ P(K) * P(T |K
PK|T.) = — ( )_ (T8
P(K) * P(T_K) + P(K) * P(T_|K)
Triage:
_ P(K) * P(T K
P(RIT) = (K) = P(T_K)

=0,9020

P(K) * P(T|K) + P(K) * P(T_|K)

[P(K) = Prévalenz; P(K ) = 1 — Pravalenz; P(T_ |K) = Spezifitat; P(T_ |K) = 1 — Sensitivitét]
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epidemiologisch relevanter Vorgange, zum
Screening bei Ausbruchssituationen sowie
zur Erfassung von akute Krankheitsverldufe
auslésenden parasitaren Krankheitserregern
ist ein Schnelltest jedoch hilfreich, vor allem
wenn gleich drei relevante Antigene simul-
tan detektiert werden. Zur Unterstiitzung
der Routinediagnostik kann er erganzend
zur mikroskopischen Diagnostik eingesetzt
werden. Schnelltestsysteme konnen in den
mikrobiologischen Einsatzlaboren leicht im-
plementiert werden. Im Vergleich zu ande-
ren Nachweismethoden wie Mikroskopie
oder PCR bendtigen sie weder eine beson-
ders aufwandige Ausstattung, noch einen
ausgewiesenen Experten. Zur Arbeitsentlas-
tung in beengten Arbeitsverhaltnissen und
zur zeitlichen Entlastung der Kapazitaten
des Feldlabors vor Ort kann ein Schnelltest
malBgeblich beitragen. Bei Screening-MaB-
nahmen beziiglich Flichtlingsproblematiken
etc. (im Rahmen der humanitéren Hilfe)
kann der Test ebenfalls hilfreich und damit
eine Erleichterung sein.

Beide Schnelltests bringen im Vergleich zu
Duo- oder Mono-Testsystemen bei etwa
gleichem Zeitaufwand drei Ergebnisse. Die
ebenfalls kommerziell erhéltlichen Duo-Test-
systeme weisen hingegen nur zwei Antigene,
die Teststreifenmethode oder Kassettenme-
thode in den Einzeltests nur ein parasitares
Erregerantigen nach. Der Sensitivitdt und
Spezifitdt anderer kommerziell erhéltlichen
ELISA sind die Schnelltests gemaB den Anga-
ben zur Sensitivitat und Spezifitdt vergleich-
bar. Somit sind die Tripletests als eine echte
Alternative zu den aufwandigen und zeitin-
tensiven Einzel-ELISA zu betrachten, zumin-
dest wenn diese nicht automatisiert
ablaufen.

Die hier verglichenen Schnelltestsysteme
sind beide kommerziell erhdltlich. Unter-
schiede zwischen den beiden getesteten
Schnelltestsystemen bestehen besonders im
Umfang der bendtigten Hilfsmittel und des
Zeitaufwandes zur Durchfiihrung der Unter-
suchung. Der Triage-Test ist zwar in seiner
Anwendung etabliert, weist aber im direkten
Vergleich Schwachen hinsichtlich der Sensiti-
vitat fur die Protozoen Giardia lamblia und
Cryptosporidium parvum auf. Dies schlagt
sich auch im Ergebnis der negativen Vorher-
sagewerte nieder (Triage: 0,9 gegeniiber
RIDA Quick: 1), die eine Aussage Uber die Gi-
te des Ergebnisses bei einem negativen Be-
fund bewerten. Hinsichtlich der Kosten und
des zeitlichen Aufwandes zur Durchflihrung
des Tests ist der RIDA Quick-Test die effizi-
entere Variante. Beide Aspekte lassen sich
auch auf eine zu erwartende Verringerung
der Personalkosten Ubertragen.

Keiner der Tests ist in der Lage, mehr als
die drei festgelegten Protozoen zu erkennen.
Demzufolge ergeben sich negative Ergeb-



nisse fUr: Entamoeba coli, Endolimax nana,
Blastocystis sp. und Chilomastix mesnili. Zum
Nachweis bzw. zur Differenzierung dieser Or-
ganismen ist stets eine mikroskopische Un-
tersuchung, die Anwendung der Teleparasito-
logie oder eine Ubersendung der Proben ins
Leitlabor vorgesehen.

Eine  Differenzierung  pathogener
Entamoeba histolytica und apathogener
Entamoeba dispar Infektionen ist mikrosko-
pisch-morphologisch kaum méglich (Ackers
2002; Scheid 2011). Auch die beiden vorlie-
genden Schnelltests unterscheiden nicht
zwischen E. histolytica und E. dispar. Die
(Nativ-) Stuhlprobe sollte aus den mikrobio-
logischen Einsatzlaboratorien entsprechend
bei bestehendem Verdacht und positivem
Screening-Ergebnis in das Referenzlabor im
Heimatland (Leitlabor in Koblenz) zur wei-
teren med. parasitologischen Diagnostik
(spez. ELISA oder PCR zur Differenzierung)
geschickt werden.

Die Untersuchung von fixiertem Stuhl ist
ebenfalls bei beiden Systemen nicht méglich.
Lediglich frischer (nativer) Stuhl oder einge-
frorene Stuhlproben kénnen untersucht wer-
den. Der Einsatz im Labor fir Medizinische
Parasitologie Uber einige Jahre zeigte bezlig-
lich positiver Giardia lamblia-Proben, dass ei-
ne Probenlaufzeit (Nativprobe) von his zu
sechs Tagen keine negativen Auswirkungen
auf das Testergebnis des Triage-Tests hatte
(Mikroskopische  Untersuchungsergebnisse
als Referenz).

Betrachtet man die Vorteile eines Schnell-
tests im Feldlabor sind Handhabbarkeit,
schnelle Durchfiihrbarkeit und natirlich auch
die Kosteneffizienz als wichtigste Eigenschaf-
ten zu nennen. Entsprechend des vorlie-
genden Vergleiches der Testsysteme Triage®
Micro Parasite Panel der Firma BIOSITE
Diagnostics und des alternativen Tests RIDA®
Quick  Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba
Combi der Firma R-Biopharm ist auch die
Sensitivitat der Systeme ein hervorstechendes
Unterscheidungsmerkmal.

Im direkten Vergleich der Systeme, auch
unter Einbeziehung bzw. dem Vergleich der
moglichen Fehlerquellen gemdB eigener
SOP im Qualitdtsmanagementhandbuch ist
ein Vorteil bezlglich der hier angewandten
Bewertungskriterien fir den RIDA Quick-
Test zu erkennen. Grundsatzlich eignen sich
beide Testsysteme flir den Einsatz in den
mikrobiologischen Einsatzlaboratorien der
Bundeswehr und stellen eine sehr gute Er-
ganzung zur mikroskopischen parasitolo-
gischen Diagnostik dar. Eine abschlieBende
Bewertung kann (und sollte auch) erst nach
einem ausreichend langen (tdglichen Routi-
ne-) Einsatz im mikrobiologischen Einsatz-
labor und der erneuten Aufarbeitung
der dargestellten Bewertungsparameter
erfolgen.

Ausblick

Molekularbiologische Techniken, um diese
drei relevanten parasitaren Erreger zu detek-
tieren, sind bereits als Einzel-PCR oder als
Multiplex-PCR etabliert. Die Sensitivitat und
Spezifitdt wird im ndchsten Schritt auch ge-
gen diese Methoden als Referenz zu verglei-
chen sein, auch wenn diese zeitaufwandiger
sind und einer nicht unerheblichen Ausstat-
tung bedurfen. Interessant wird auch sein, in-
wieweit die ,Feldtauglichkeit” fir den Ein-
satz in den mikrobiologischen Einsatzlabora-
torien umsetzbar ist.
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