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Diese Diplomarbeit fand im Rahmen einer groferen Studie statt. Ergebnisse dieser Studie

wurden bereits publiziert:

Lichtmannsperger K, Hinney B, Joachim A, Wittek T. 2019. Molecular characterization of
Giardia intestinalis and Cryptosporidium parvum from calves with diarrhoea in Austria and

evaluation of point-of-care tests. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious

Diseases, 66: 101333. DOI 10.1016/j.cimid.2019.101333.

Eine weitere Publikation wurde bereits von Parasitology Research akzeptiert und wird
demnichst verdffentlicht werden. Lichtmannsperger K, Harl J, Freudenthaler K, Hinney B,
Wittek T, Joachim A. 2020. Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium ryanae and

Cryptosporidium bovis in samples from calves in Austria. Parasitology Research.

Ziele

Ziele dieser Arbeit waren, verschiedene Nachweismethoden fiir Kryptosporidien in Kéilberkot
zu validieren und die Ubereinstimmung dieser zu iiberpriifen. AuBerdem sollten

Kryptosporidienspezies in an Durchfall erkrankten Kélbern differenziert werden.
Hypothesen

Es wurde hypothetisiert, dass die eingesetzten Schnelltests Kryptosporidien hoch sensitiv und
spezifisch nachweisen und dass es eine hohe Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen
Nachweismethoden gibt. Weiters wurde hypothetisiert, dass neben Cryptosporidium (C.)

parvum auch andere Kryptosporidien-Spezies in an Durchfall erkrankten Kélbern vorkommen.



1 EINLEITUNG

1.1 KRYPTOSPORIDIEN

Kryptosporidien (Ordnung Cryptosporidia, Klasse Coccidea, Stamm Alveolata) gehdren zu den
Protozoen und kommen weltweit vor. Sie spielen als Krankheitserreger sowohl bei Tieren
(Reptilien, Fische, Vogel und Sédugetiere) als auch beim Menschen eine Rolle und infizieren
vorwiegend den Gastrointestinaltrakt, selten auch andere Organe (Cho und Yoon 2014, Eckert
2008, Lefay et al. 2000). Es sind mindestens 38 verschiedene Spezies bekannt (Feng et al. 2018,
Ryan et al. 2014).

1.1.1 Lebenszyklus

Infektiose Oozysten kommen ubiquitir vor und werden oral aufgenommen. Im
Gastrointestinaltrakt des Wirtes werden Sporozoiten frei, welche mithilfe spezifischer
Liganden an Rezeptoren der Enterozyten binden und in die Zelle aufgenommen werden. Dort
entwickeln sie sich in einer parasitophoren Vakuole, die intrazellulér aber extracytoplasmatisch
liegt, weiter. Es entstehen Meronten vom Typ I, welche jeweils acht Merozoiten bilden, diese
befallen wiederum neue Wirtszellen. Die Merozoiten leiten entweder eine weitere Generation
von Meronten I ein oder beginnen die Entwicklung von Meronten 11, welche jeweils vier
Merozoiten ausbilden. Aus diesen Merozoiten entwickeln sich Geschlechtszellen (Gamonten).
Durch die Befruchtung der weiblichen Gamonten (Makrogameten) durch maénnliche
(Mikrogameten) entstehen neue Oozysten, welche noch im Darmlumen sporulieren und somit
sofort infektios sind. Es werden zwei verschiedene Typen von Oozysten gebildet: Etwa 80 %
dickwandige Oozysten, welche mit dem Kot ausgeschieden werden, somit den Lebenszyklus
aufrecht erhalten und fiir Neuinfektionen sorgen, und ca. 20 % diinnwandige, die bereits im
Darmlumen rupturieren und so fiir eine endogene Autoinfektion verantwortlich sind (Cho und

Yoon 2014, Dirksen und Baumgartner 2006, Eckert 2008, Thomson et al. 2017).



1.1.2 Pathogenese und Klinik

Die Infektion mit Kryptosporidien fiihrt zu einer katarrhalischen Enteritis mit Zerstérung und
Fusion der Zotten sowie Hyperplasie von Kryptenzellen. Es kommt zur Infiltration der Lamina
propria mit Entziindungszellen und zu Epithelzellverlust mit fokalen Nekrosen. Der Abbau der
absorptiven Enterozyten und die Hyperplasie der CI -sekretierenden Kryptenzellen fiihren zu
Malabsorption und Hypersekretion, was wiederum osmotische Diarrhoe bedingt.
Begleitinfektionen mit anderen Durchfallerregern konnen zur Pathogenese beitragen (Clark und

Sears 1996, Dirksen und Baumgartner 2006).

Die klinische Auspragung der Kryptosporidiose ist von verschiedenen Faktoren beeinflusst und
kann stark variieren. So konnen einerseits subklinische Infektionen auftreten und auch bei
klinisch gesunden Kilbern Oozysten im Kot nachgewiesen werden (Eckert 2008, Trotz-
Williams et al. 2005). Andererseits konnen vor allem hohe Infektionsdosen und das
gleichzeitige Vorkommen anderer Enteropathogene zu sehr schweren Krankheitsverldufen und
Todesfillen fithren. Haufig wird bei der Kryptosporidiose des Kalbes Diarrhoe mit fliissigem,
oft hellgelbem Kot beobachtet. Weiters kommt es zu Inappetenz, Exsikkose, Fieber, Apathie
und Gewichtsverlust (Dirksen und Baumgartner 2006, Eckert 2008).

1.1.3 Ubertragungswege

Die in der Umwelt vorkommenden Oozysten, welche mit dem Kot ausgeschieden und oral
aufgenommen werden, stellen die Infektionsquelle dar. Es handelt sich um eine fakal-orale
Ansteckung. Fiir die Verbreitung der infektiosen Oozysten konnen verschiedene Wege
festgemacht werden, unter anderem Personenverkehr, direkter Kontakt von Tier zu Tier bzw.
Tier zu Mensch, aber auch kontaminiertes Futter bzw. Wasser (Fayer 2010, Thomson et al.
2017). Oozysten werden nach einer Prépatenzzeit von drei bis sechs Tagen ausgeschieden,
wobei die Ausscheidung mehrere Wochen andauern kann (Dirksen und Baumgartner 2006,

Eckert 2008).

Die infektiosen Oozysten sind sehr widerstandsfahig gegeniiber duleren Einfliissen (Fayer et

al. 1996). Die Uberlebenszeit in der Umwelt liegt bei geniigend Feuchtigkeit und Temperaturen



von 15 °C bis 20 °C bei 3-4 Monaten. Bei Temperaturen um 5 °C werden Zeiten von sechs
Monaten bis zu einem Jahr beschrieben. Somit stellt die kontaminierte Umwelt die wichtigste
Infektionsquelle fiir die Wirtstiere dar. Austrocknung oder Temperaturen von < -20 °C oder >
65 °C sind fiir Kryptosporidienoozysten letal (Dirksen und Baumgartner 2006, Eckert 2008).
Viele chemische Desinfektionsmittel sind nicht wirksam gegen Kryptosporidienoozysten,
Chemikalien auf Kresol-Basis oder Sauerstoffabspalter zeigen Wirksamkeit (Deutsche
Veterindrmedizinische Gesellschaft e.V. http://www.desinfektion-dvg.de/index.php?1d=2150;
Zugriff 05.04.2020).

1.1.4 Zoonotische Bedeutung

Knapp 20 Kryptosporidenspezies wurden beim Menschen bereits nachgewiesen, am hdufigsten
sind C. hominis und C. parvum fiir humane Kryptosporidiose verantwortlich (Razakandrainibe
et al. 2018, Ryan et al. 2014). Beide Spezies kommen bei Kélbern vor, womit diese eine

potentielle Infektionsquelle fiir den Menschen darstellen (Razakandrainibe et al. 2018).

Die Ansteckung erfolgt vor allem iiber kontaminiertes Trinkwasser, kontaminierte
Lebensmittel, aber auch durch direkten Kontakt zu infizierten Personen oder Tieren (Ryan et
al. 2014). Die Symptomatik beinhaltet Durchfall, Ubelkeit, Erbrechen, abdominale Schmerzen
und Fieber. Vor allem bei Patienten mit einem geschwéchten Immunsystem kann es zu sehr
schweren Krankheitsverldaufen kommen (Caccid und Chalmers 2016, Eckert 2008). Als
Beispiel filir einen groen Ausbruch iiber kontaminiertes Trinkwasser gilt der Ausbruch in
Milwaukee 1993, dabei litten Schitzungen zufolge mehr als 400 000 Menschen an wissrigem

Durchfall (Kenzie et al. 1994).

Bei Untersuchungen zum Auftreten von Kryptosporidien im Humanbereich in Osterreich
wurden Oozysten in Trinkwasserreservoirs und in Stuhlproben von an HIV erkrankten

Personen nachgewiesen (Hassl et al. 2001).


http://www.desinfektion-dvg.de/index.php?id=2150

1.1.5 Kryptosporidien beim Kalb

1.1.5.1 Spezies und Altersverteilung

Bei Kélbern kommen gewo6hnlich vier Kryptosporidienspezies vor: C. parvum, C. bovis (friiher
bekannt als Cryptosporidium genotype bovine B), C. ryanae (frither Cryptosporidium deer-like
genotype) und C. andersoni (frither Cryptosporidium muris). Am héufigsten ist C. parvum

ursdchlich fiir die Kryptosporidiose beim Kalb (Cho und Yoon 2014, Taha et al. 2017).

Vor allem Milchkélber sind fiir Kryptosporidien empfinglich, weltweit werden Prévalenzraten
von 24,5-52,0 % beschrieben, wobei die Pravalenz innerhalb einer Herde bis zu 100 % betragen
kann (Delafosse et al. 2015, Holzhausen et al. 2019, Joachim et al. 2003, Silverlas et al. 2009,
Trotz-Williams et al. 2005). Die hochste Pravalenz ist in der zweiten Lebenswoche feststellbar
(Avendano et al. 2018, Cai et al. 2017, Joachim et al. 2003, La Fuente et al. 1999, Santin et al.
2004).

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der vorkommenden Kryptosporidienspezies und dem
Alter der betroffenen Tiere. C. parvum kommt hauptsidchlich bei Milchkdlbern vor dem
Absetzen vor, selten bei élteren Tieren. C. ryanae, C. andersoni und C. bovis werden hingegen

vorwiegend bei abgesetzten Kdlbern nachgewiesen (Fayer et al. 2006, Santin et al. 2004).

1.1.5.2 Subtypen

Eine definierte Nomenklatur wird fiir die Subtypisierung der Kryptosporidienspezies
verwendet. Dabei wird durch romische Ziffern die Zugehorigkeit zur Spezies ausgedriickt (I fiir
C. hominis, 11 fur C. parvum, 111 fiir C. meleagridis etc.) und mit kleinen Buchstaben (a,b,c,
etc.) die Subtypenfamilie bezeichnet. Weiters wird die Anzahl der Wiederholungen des Tri-
Nukleotids TCA (ausgedriickt durch groen Buchstaben A), des Tri-Nukleotids TCG
(ausgedriickt durch groBen Buchstaben G) und des Tri-Nukleotids TCT (ausgedriickt durch
groflen Buchstaben T) bzw. der Sequenz ACATCA fiir Subtypen der Familie Ila (ausgedriickt
durch groflen Buchstaben R) angegeben (Feng et al. 2018, Ryan et al. 2014). Die bei Kilbern
am hiufigsten nachgewiesene Subtypenfamilie der Spezies C. parvum ist die Familie Ila
(Avendano et al. 2018, Broglia et al. 2008, Diaz et al. 2018, Feng et al. 2018, Quilez et al.
2008).



1.2 DIAGNOSTIKMOGLICHKEITEN

1.2.1 Mikroskopische Nachweismethoden

Um die Oozysten im Kot zu konzentrieren, gibt es verschiedene Methoden, meist werden
Zentrifugation, Flotationsverfahren oder Ridley‘s-formol-ether-Methode angewandt (Khurana

und Chaudhary 2018).

Der angefertigte Ausstrich wird durch Phasenkontrastmikroskopie oder Lichtmikroskopie
visualisiert, beim Letzteren kommen verschiedene Farbetechniken zum Einsatz. Die Oozysten
stellen sich unter dem Lichtmikroskop als 4-6 um grof3e, runde Gebilde dar, je nach eingesetzter
Farbung in unterschiedlicher Erscheinungsform (Casemore et al. 1985, Dirksen und

Baumgartner 2006).

1.2.1.1 Firbetechniken

Erstmals wurden Romankowsky-Féarbungen wie die Giesma- oder Jennerfarbung fiir die
Identifikation von Kryptosporidienoozysten verwendet. Dabei stellen sich diese blau bis azur
dar, es sind vier bis sechs rote oder violette eosinophile Granula zu erkennen. Henriksen und
Pohlenz beschrieben 1981 die Ziehl-Neelsen Farbung (ZN) zur Detektion von Kryptosporidien,
welche spiter von Casemore et al. 1984 modifiziert wurde. Diese modifizierte Variante hat sich
als Nachweismethode bewdhrt, Oozysten sind als rote Gebilde auf einem hellgriinen
Hintergrund zu erkennen. Bei der Safranin-Methylenblau-Firbung werden die Oozysten

hingegen orange angeféarbt (Khurana und Chaudhary 2018).

Weiters konnen Kryptosporidien mittels Auramin-Phenol-Farbung mit anschlieBender
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden, dabei werden hohere Sensitivitdten als mit der

modifizierten ZN-Farbung erreicht (Casemore et al. 1985, Khurana und Chaudhary 2018).

Die Elektronenmiskroskopie kann zum Nachweis von Oozysten eingesetzt werden, aufgrund
des hohen Aufwandes und der Kosten findet diese Methode in der Routinediagnostik allerdings

keine Anwendung (Casemore et al. 1985, Khurana und Chaudhary 2018).



1.2.2 Immunologische Nachweismethoden

1.2.2.1 Detektion von Antigenen

Fiir die Detektion von Antigenen werden entweder Fluoreszenz-markierte Antikorper oder
Enzym-markierte Antikorper eingesetzt. Letztere finden Anwendung in Form von Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) oder Immunochromatographischen Tests (IC), welche

als Testkits kommerziell erhiltlich sind (Khurana und Chaudhary 2018).

Diese kommerziellen Schnelltests erreichen Sensitivitidten von 75 %-100 % und Spezifititen

von 94,6 %-100 % (Cho et al. 2012, Klein et al. 2009, Papini et al. 2018).

Der in dieser Studie eingesetzte Testkit (FASTest® Crypto Strip, Megacor, Osterreich)

funktioniert nach folgendem Prinzip:

,»Der verwendete Schnelltest basiert auf einem immunochromatographischen ,,Sandwich-
Prinzip®“. Die im Probenmaterial Kot enthaltenen Oberflachenantigene der Kryptosporidien-
Oozysten sowie aller vegetativen C. parvum-Formen reagieren im Bereich des Konjugatkissens
mit mobilen, an rote Latexpartikel gebubundnen Antikérpern. Diese Ag-Ak-Komplexe
durchfliefen die Membran (,,lateral flow*, LF) und werden unter Ausbildung einer mehr oder
weniger intensiv gefiarbten roten TESTline (TL) an membranfixierte, monoklonale Anti-
Cryptosporidium-Antikorper (mAbs) gebunden. Diese mAbs gewéhrleisten ein hohes Mal3 an
Spezifitit zum alleinigen Nachweis von C. parvum. (...) Die Intensitit der TL bzw. deren Breite
héngt von der Konzentration der Kryptosporidienantigene in der eingebrachten Probenmenge
ab. Der FASTest® Crypto Strip ist nicht auf das Vorhandensein intakter Kryptosporidien-
Oozysten bzw. vegetativer Kryptosporidien-Formen angewiesen!* (Gebrauchsinformation

FASTest® Crypto Strip, Megacor, Osterreich; Stand 06/2015)

1.2.3 Molekularbiologische Nachweismethoden

Verschiedene molekularbiologische Verfahren wie PCR-
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (PCR-RFLP), multiplex-allele-specific PCR
(MAS-PCR) oder quantitative real-time PCR (rtPCR) kommen zum Einsatz, um

Kryptosporidien nachzuweisen (Khurana und Chaudhary 2018). Voraussetzung ist die aus dem



Probenmaterial extrahierte DNA, welche dann in unterschiedlichen Methoden der

Identifikation der Kryptosporidien dient (Ryan et al. 2014).

Zur Genotypisierung der Kryptosporidienspezies werden iiblicherweise small subunit (SSU)
rRNA Gene mittels PCR vervielféltigt. AnschlieBend werden die PCR-Produkte entweder
geschnitten (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus) und mittels Gelelektrophorese

ausgewertet oder per DNA-Sequenzierung analysiert (Ryan et al. 2014).

Eine giingige Methode zur Subtypisierung von C. parvum ist die DNA-Sequenz Analyse des
60kDA Glykoproteins (gp60) (Ryan et al. 2014). Die Sequenzen werden in international
zuginglichen DNA-Sequenzdatenbanken (z. B.: GenBank) verdffentlicht.



2 MATERIAL UND METHODE

2.1 TIERE UND PROBENNAHME

Die Kotproben wurden im Zeitraum von November 2017 bis Juli 2018 gesammelt. Dabei waren
18 veterindrmedizinische Praxen beteiligt, es wurden insgesamt 70 verschiedene Betriebe in
Salzburg (n=26), Niederosterreich (24) Steiermark (7), Burgenland (6), Tirol (4) und
Oberosterreich (3) besucht.

Als Probenmaterial wurde Kot von an Durchfall erkrankten Kélbern direkt aus dem Rektum
entnommen, dabei wurden an jedem besuchten Betrieb alle Tiere, die jiinger als 180 Tage alt
waren und an Durchfall erkrankt waren, inkludiert. Die beprobten Kélber waren zwischen
einem und 164 Tagen alt. Insgesamt wurden Proben von 177 Kélbern gewonnen, wovon 108
weiblich und 69 minnlich waren. Beteiligte Rassen waren Fleckvieh (n=141), Holstein Frisian

(8), Braunvieh (1) sowie Kreuzungen verschiedener Rassen (27).

Die Kotproben wurden per Kurierdienst (Medlog) innerhalb von 24 Stunden in einer
Styroporbox mit Kiihlakkus an die Klinik fiir Wiederkduer der Veterindrmedizinischen

Universitidt Wien gebracht und fiir weitere Untersuchungen bei -80 °C tiefgefroren.

2.2 UNTERSUCHUNGSMETHODEN

2.2.1 Mikroskopischer Nachweis

Die mikroskopische Untersuchung aller 177 Kotproben fand bereits vorab im Zuge einer
groBeren Studie statt (Lichtmannsperger et al. 2019). Alle 177 Kotproben wurden vor dem

Tieffrieren per Phasenkontrastmikroskopie untersucht.

2.2.1.1 Durchfithrung
Die Kotproben wurden mittels Sodium Acetate Formalin (SAF)-Methode behandelt, um die

Oozysten zu konzentrieren. Dazu wurde 1 g homogenisierter Kot mit 10 ml der SAF-Ldsung



verdiinnt, gefiltert und zentrifugiert (2 min, 500 x g) und der Uberstand verworfen. Weiters
wurden 8 ml einer 0,9 %-igen Natriumchloridlésung und 3 ml Diethylether beigemengt, erneut
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dem verbliebenen Pellet wurde 1 ml Phosphat-
gepufferte Losung (pH-Wert 7,2) beigefiigt, mittels Vortexmischer vermengt und so fiir die
mikroskopische Untersuchung verwendet. Fiir die Zahlung der Kryptosporidienoozysten wurde
ein Phasenkontrastmikroskop (PCM) (Nikon Labophot-2, Nikon Instruments Inc., Japan)
verwendet. Die Auszdhlung der Oozysten erfolgte unter 200-facher VergroBerung mittels

Héamozytometer (C-Chip, NanoEnTek Inc., USA) (Lichtmannsperger et al. 2019).

Die Zahl der Kryptosporidienoozysten wurde in Oozysten pro Gramm Kot (opg) angegeben.
Die Einteilung der Proben erfolgte in drei Kategorien: negativ (0 opg), geringer Ausscheidung

(10000 opg) und hoher Ausscheidung (>10000 opg).

2.2.2 Schnelltests

Ein kommerziell erhiltlicher Schnelltest (FASTest® Crypto Strip, Megacor, Osterreich) zum

Nachweis von C. parvum wurde angewandt.

Es fanden zwei Schnelltestdurchgénge statt, wobei der erste unter Feldbedingungen (Feld) von
sieben verschiedenen Tierdrzten/Tierdrztinnen durchgefiihrt wurde. Der zweite Durchgang
erfolgte durch eine Person (KF) als Reevaluierung unter Laborbedingungen (Labor) an der

Klinik fur Wiederkéduer der Veterindrmedizinischen Universitat Wien.

Beim ersten Durchgang wurden Schnelltests von allen 177 Kotproben angefertigt, bei der
Reevaluierung wurden Schnelltests von 130 zufillig (Zufallsstichprobe) ausgewdéhlten Proben

wiederholt.

2.2.2.1 Durchfithrung
Beim Feldtest kamen ausschlieBlich frische Kotproben zum FEinsatz, fiir die Reevaluierung
wurden die in der Zwischenzeit bei -80 °C tiefgefrorenen Proben fiir mindestens zwdlf Stunden

bei Zimmertemperatur aufgetaut.
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Sowohl beim Feld- als auch beim Labordurchgang ist nach Angaben des Herstellers
vorgegangen worden. Dafiir wurde die Kotprobe vorab mittels Spatel homogenisiert,
anschliefend wurde der Kot (bei breiig-festem Kot eine gestrichenes Loffelchen, bei breiig-
wiassrigem Kot 2-3 gestrichene Loffelchen) der Pufferlosung beigemengt und durch Schwenken
vermischt. Nach einminiitiger Wartezeit wurde der Teststreifen senkrecht und in Pfeilrichtung
in das ProbenrShrchen gestellt und abgewartet, bis die Proben-Puffer-Mischung die
Kontrolllinie erreicht hat. Danach wurde der Teststreifen entnommen, auf eine waagrechte

Unterflache gelegt und das Ergebnis nach fiinf Minuten abgelesen.

223 PCR

Fiir die PCR kam der in der Zwischenzeit bei -80 °C tiefgefrorene Kot zum Einsatz, der im
Vorhinein bei Zimmertemperatur mindestens 12 Stunden lang aufgetaut wurde. Von allen
Proben, die in der PCM-Untersuchung negativ waren (n=79), wurde eine 18S-PCR
durchgefiihrt (KF). Jene Proben, die in der PCM-Untersuchung positiv waren, wurden vorerst
mit der gp60-PCR gescreent. Ergab diese ein negatives Ergebnis, so wurde von der Probe

weiters eine 18S-PCR durchgefiihrt.

2.2.3.1 Durchfiihrung
Die Extraktion der DNA aus dem Kot erfolgte mithilfe eines kommerziellen Kits (NucleoSpin®
Soil, MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG, Deutschland), es wurde nach Herstellerangaben

vorgegangen:

Eine Spatelspitze der Kotprobe wurde mit 700 ul Puffer SL1 fiinf Minuten lang bei 2850 rpm
(rounds per minute) mittels Vortexgerit (Digital Disruptor Genie, Scientific Industries Inc.,
USA) gemischt und anschliefend fiir zwei Minuten bei 11388*g zentrifugiert (Centrifuge
MiniSpin®, Eppendorf Austria GmbH, Osterreich). Weiters wurden 150 pl des Puffers SL3
beigemengt, fiinf Sekunden lang per Vortexmischer (IKA® MS 3 basic, AL-Labortechnik e.U.,
Osterreich) vermengt, fiir fiinf Minuten auf Eis inkubiert und eine Minute bei 11388*g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Probe gefiltert, indem 700 ul des Uberstandes in ein
NucleoSpin® Inhibitor Removal Column iiberfiihrt wurden und es fiir eine Minute bei 11388%*g

zentrifugiert wurde. Der Filter und der Uberstand wurden verworfen, 250 ul des Puffers SB
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hinzugefiigt und fiir fiinf Sekunden mittels Vortexmischer vermengt. Zum Binden der DNA
wurde die Probe in ein NucleoSpin® Soil Column iiberfiihrt und fiir eine Minute bei 11388*g
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurde die Probe in vier Schritten
gewaschen. Bei Schritt eins wurden 500 ul des Puffers SB hinzugefiigt, 30 Sekunden lang bei
11388*g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. In Schritt zwei wurden 550 ul des Puffers
SW1 beigemengt, ebenfalls 30 Sekunden bei 11388*g abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Bei Schritt drei und vier wurden jeweils 700 ul des Puffers SW2 hinzugefiigt, zwei
Sekunden per Vortexmischer vermengt und 30 Sekunden bei 11388*g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Fiir die Trocknung der Membran wurde die Probe zwei Minuten lang bei
11388*¢g zentrifugiert. Zum Eluieren der DNA wurden 100 pl SE Puffer beigemengt, eine
Minute lang bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 30 Sekunden bei 11388*g abzentrifugiert.

Die extrahierte DNA wurde mittels nested-PCR vervielfdltigt, dafiir wurden zwei PCR
Protokolle etabliert, welche einerseits zum spezifischen Nachweis von C. parvum (gp60 Lokus)

und andererseits zum Nachweis von Cryptosporidium spp. (18S rDNA) geeignet sind.

Beide Protokolle wurden mithilfe des Thermocyclers (Mastercycler®proS, Eppendorf AG,

Deutschland) realisiert.

Das Thermocycler-Programm der gp60-PCR beinhaltete die initiale Denaturierung bei 94 °C
fiir 2 Minuten, gefolgt von 30 Zyklen bei 95 °C fiir 50 Sekunden, 56 °C (nest 1) bzw. 60 °C
(nest 2) fiir 50 Sekunden und 65 °C fiir 1 Minute und die final extension bei 65 °C fiir 5
Minuten. Der Mastermix setzte sich aus 9,675 ul H20, 5 ul PCR Puffer (5xGreen GoTaq®
Reaction Buffer, Promega USA), 3 ul MgCl (25mM), 0,2 ul dNTP’s (25mM), 0,125 nl
TaqPolymerase (GoTaq® G2 DNA Polymerase, Promega, USA) und 1 pul des jeweiligen
Primers zusammen. Dem wurde 1 pl der Probe (bei nest 1) bzw. 1 ul des nest 1-Produktes (bei

nest 2) hinzugefiigt. verwendeten Primer sind Tab. 1 zu entnehmen.

Das 18S-PCR-Protokoll wurde wie folgt umgesetzt: Die initiale Denaturierung lief bei 94 °C
fiir 2 Minuten, gefolgt von 20 Zyklen (nest 1) bzw. 35 Zyklen (nest 2) bei 94 °C fiir 30
Sekunden, 56 °C fiir 1 Minute, 72 °C fiir 1 Minute und die final extension bei 72 °C fiir 5
Minuten. Der Mastermix beinhaltete 14,375 ul H20, 5 pl PCR Puffer (5xGreen GoTaq®
Reaction Buffer, Promega USA), 2 ul MgCl, (25mM), 0,5 ul dNTP’s (25mM), 0,125 ul
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TagPolymerase (GoTaq® G2 DNA Polymerase, Promega, USA) und 1 pl des jeweiligen
Primers. Dem wurde 1 pl der Probe (bei nest 1) bzw. 1 ul des nest 1-Produktes (bei nest 2)

beigefiigt. Die verwendeten Primer sind in Tab. 2 aufgelistet.

Tab. 1, Eingesetzte Primer fiir das gp60 PCR-Protokoll zum Nachweis von C. parvum modifiziert nach Peng et al. 2001

gp60-PCR

Nest 1:

forward S-ATTGTTCCGCTGTATTC-3"
reverse 5°- GC AGAGGAACCAGCATC-3°
Nest 2:

forward 5-TCCGCTGTATTCTCAGCC-3°
reverse 5'-GAG ATATATCTI'GGTGCG-3"

Tab. 2, Eingesetzte Primer fiir das 18S PCR-Protokoll zum Nachweis von Cryptosporidium spp.

18S-PCR

Nest 1:

forward 5S"-ACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATC-3"
reverse S"TCTCATAAGGTGCTGAAGGAGT-3"

Nest 2:

forward 5"-CAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGG-3"
reverse 5"-TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGGAAC-3"

Die vervielfiltigte DNA wurde auf ein 2%iges Agarose-Gel aufgetragen und per

Elektrophorese ausgewertet.

Es wurden auf jedes Gel 15 pul der Leiter (Zusammensetzung: 9 ul Wasser, 3 pul loading dye,
3 ul der 100bp Leiter), 5 ul der Positivkontrolle, 5 ul des Leerwertes je der ersten und zweiten
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PCR und 5 pl der PCR-Produkte in die Slots eingebracht. Das Gel lag fiir 45 Minuten bei
120 Volt in der Gelelektrophoresekammer (Horizon 11.14, Thermo Fisher Scientific Inc.,

USA), bei nicht klar sichtbarer Bande wurde das Gel weitere 15 Minuten in die Kammer gelegt.

2.2.4 DNA - Sequenzierung

Jene Kotproben, die entweder in der 18S-PCR oder in der gp60-PCR positiv waren, wurden
weiters zur Sequenzierung an ein externes Labor geschickt, um die genaue Kryptosporidien-

Spezies zu verifizieren.

2.2.4.1 Durchfithrung

Es wurden jeweils 20 pul des PCR-Produktes und 5 pl des entsprechenden Primers auf eine
Spiegelplatte aufgetragen und zur Sequenzierung (LGC Genomics GmbH, Berlin, Deutschland)
geschickt. Die Sequenzen wurden durch den Kooperationspartner (Josef Harl, Institut fiir
Pathologie, Vetmed Wien) mittels ChromasLite® (ChromasLite® 2.1.1, Technelysium,
Australien) beurteilt und bearbeitet und in der DNA-Sequenzdatenbank GenBank (National

Center for Biotechnology Information) hochgeladen.

2.3 STATISTISCHE BERECHNUNGEN

Fiir den eingesetzten Schnelltest wurden folgende Kriterien berechnet: Sensitivitdt, Spezifitt,
Positiver und Negativer Pridiktiver Wert, prozentuale Ubereinstimmung sowie Cohen’s Kappa.

Als Grundlage fiir die Berechnungen galten die Ergebnisse der PCM (Referenzmethode).
Die Berechnungen erfolgten mithilfe von Microsoft Excel.

Sensitivitét: Anzahl der richtig als positiv erkannten / alle positiven
Spezifitat: Anzahl der richtig als negativ erkannten / alle negativen

Positiver Pradiktiver Wert: Anzahl der richtig positiven / (Anzahl der richtig positiven +

Anzahl der falsch positiven)
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Negativer Priadiktiver Wert: Anzahl der richtig negativen / (Anzahl der richtig negativen +

Anzahl der falsch negativen)

Prozentuale Ubereinstimmung: (Anzahl der richtig positiven + Anzahl der richtig

negativen) / Anzahl aller Proben
Cohen‘s Kappa: po-pe/ 1-pe

wobei po = relative Ubereinstimmung und pe =

Wabhrscheinlichkeit zufélliger Ubereinstimmung

Richtwerte:
0 agreement is equal to that expected by chance
<0,2 poor agreement

0,21-0.4 fair agreement

0,41-0,6 moderate agreement

0,61-0,8 good agreement

>0,8 very good agreement

1 complete agreement beyond chance
(Altman 1999, Thrusfield 2007)

Um das Vorkommen der Kryptosporidien zwischen unterschiedlichen Altersgruppen (ein bis
zwei Wochen; iiber zwei Wochen alt) zu beschreiben, wurde ein Chi? Test durchgefiihrt. Die
Normalverteilung der Ausscheidungsraten (opg) wurde mit der Anwendung des Kolmogorov-
Smirnov-Tests gepriift. Normal verteilte Variablen wurden weiter mit einem t-Test analysiert,
nicht normal verteilte Variablen mit dem Mann-Whitney U Test. Alle Ergebnissse mit einem

p-Wert p<0,05 wurden als statistisch signifikant interpretiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 MIKROSKOPIE

In der Phasenkontrastmikroskopie wurden in 98 Proben (55,4 %) Oozysten nachgewiesen; 79
Proben (44,6 %) ergaben ein negatives Ergebnis.

Die Kategorisierung in Ausscheidungsraten ergab sich wie folgt: Kategorie eins (negativ) 79
Proben, Kategorie zwei (gering-Ausscheider) 29 Proben und Kategorie drei (hoch-
Ausscheider) 69 Proben.

In Altersgruppen eingeteilt zeigt sich, dass jiingere Kélber (ein bis zwei Wochen alt) signifikant
hohere (p=0,00) Ausscheidungsraten aufweisen als dltere Kélber (élter als zwei Wochen), siche

Abb. 1.

Ausscheidungsraten nach Altersstufen

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

<13 Tage 14-27 Tage >28 Tage

negativ M gering-Ausscheider W hoch-Ausscheider

Abb. 1, Oozysten-Ausscheidung kategorisiert in drei Altersgruppen: <13 Tage (n=96), 14—27 Tage (n=26) und >28 Tage
(n=55). Ergebnisse eingeteilt in: negativ (keine Oozysten in der Phasenkontrastmikroskopie nachweisbar), geringe
Ausscheidung (<10000 opg) und hohe Ausscheidung (>10000 opg).
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3.2 SCHNELLTESTS

In der Feldstudie (n=177) wurden 83 Proben (46,9 %) positiv und 94 (53,1 %) negativ getestet.
Bei der zweiten Durchfiihrung der Schnelltests (n=130) waren 69 Kotproben (53,0 %) positiv
und 61 (47,0 %) negativ.

Von den 130 Proben, die sowohl im Feld- als auch im Labordurchgang getestet wurden, wiesen
124 (95,4 %) in beiden Durchgingen das selbe Ergebnis auf, 6 Kotproben (4,6 %) zeigten
unterschiedliche Ergebnisse. Daraus berechnet sich ein Cohen‘s Kappa von 0,91 fiir die

Ubereinstimmung der beiden Schnelltestdurchginge.

3.3 PCR

Von allen Mikroskopie-positiven Proben (n=98) wurde eine gp60—PCR durchgefiihrt. Dabei
zeigten 67 (68,4 %) ein positives und 31 (31,6 %) ein negatives Ergebnis.

Von diesen 31 gp60-negativen Proben wurde eine 18S-PCR durchgefiihrt, welche bei 11
Proben (35,5 %) positiv und bei 20 Proben (64,5 %) negativ ausfiel.

Mikroskopie-negative Proben (n=79) wurden mit der 18S-PCR gescreent. Die PCR ergab in 15
Proben (19,0 %) ein positives und in 64 Proben (81,0 %) ein negatives Ergebnis.
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Alle Kotproben

PCM positiv

| | | |
gp60 PCR positiv lgp60 PCR negativl l 18S PCR positiv | l 18S PCR negativ |
1
| |
l 18S PCR positiv | l 18S PCR negativ |

ADbb. 2, Einteilung der Ergebnisse der PCM, gp60-PCR und 18S-PCR aller 177 Kotproben

Jene Proben, die in der PCM positiv waren, jedoch sowohl in der gp60-PCR als auch in der18S-
PCR ein negatives Ergebnis zeigten (n=20), wurden erneut mit der 18S-PCR gescreent. Auch

beim zweiten Durchlauf wiesen alle 20 Proben ein negatives Ergebnis auf.

3.4 SPEZIESDIFFERENZIERUNG

Insgesamt wurden 93 DNA-Produkte zur Sequenzierung geschickt und dabei 73 (79,3 %) als
C. parvum, acht (8,7 %) als C. bovis und elf (12 %) als C. ryanae detektiert. Eine Probe konnte

nicht erfolgreich sequenziert werden.

Bei der Subtypisierung der als C. parvum detektierten Proben wurden vier Subtypen
festgestellt, alle der Familie Ila zugehorig. Der am héufigsten gefundene Subtyp war
[TaA15G2R1 (n=52), gefolgt von [TaA14GIR1 (n=5), 1aA21G2R1 (n=4) und [TaA19G2R1
(n=4).
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Die Sequenzen der Kryptosporidienspezies dieser Studie sind in der GenBank (National Center
for Biotechnology Information) mit der accession number MT611069-MT611099 (fiir 18S-
Sequenzen) und MT637080- MT637083 (fiir gp60-Sequenzen) abrufbar (nach erfolgreicher
Publikation; Status: accepted).

In Altersgruppen eingeteilt zeigt sich, dass ein Zusammenhang der vorkommenden

Kryptosporidienspezies und des Alters der Kélber besteht, siche Abb. 3.

C. parvum wurde vor allem bei jungen Tieren detektiert, das dlteste Kalb war 127 Tage alt.
84 % der C. parvum-positiven Kidlber waren < 14 Tage bzw. 92 % waren < 28 Tage alt.

C. ryanae konnte bei 11 Tieren nachgewiesen werden, davon waren 91 % >14 Tage bzw. 64 %
> 28 Tage alt.

C. bovis wurde in 8 Kotproben bestétigt, wovon 89 % >28 Tage bzw. 63 % > 60 Tage alt waren.

Verteilung der Spezies in Altersgruppen
100%
80% -

60%

40%

20%

0%

C. parvum C. ryanae C. bovis

<13 Tage ™14-27 Tage M>28 Tage

Abb. 3, Verteilung der nachgewiesenen Krpytosporidienspezies C. parvum (n=73), C. ryanae (n=11) und C. bovis (n=8),
eingeteilt in 3 Altersgruppen (<13 Tage; 14—27 Tage; >28 Tage)
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Abb. 4 visualisiert die Ausscheidungsraten nach Spezies. Es zeigt sich, dass C. parvum die
hochste Ausscheidungsrate aufweist mit einem Mittelwert von 1677814 opg und einem Median
von 411500 opg. Fiir C.ryane berechnet sich ein Mittelwert von 11250 opg und ein Median von
10000 opg, C. bovis weist einen Mittelwert von 13333 opg und einen Median von 10000 opg

auf. Diese Berechnungen erfolgten durch die Auswertung von PCM-positiven Proben.

Ausscheidungsraten nach Spezies

8,00
o 7,00
&
= 6,00
2
=
gb’;“ 5,00
2= 40 —
o
2 3,00
<200

1,00

C. parvum C. rvanae M C. bovis

Abb. 4, Ausscheidungsraten (Logarithmus der ausgeschiedenen Oozysten pro Gramm Kot) von Kryptosporidienoozysten,
kategorisiert in C. parvum (n=70), C. ryanae (n=4), C. bovis (n=3), wobei lediglich PCM-positive Proben beriicksichtigt
wurden

3.5 VALIDITATSKRITERIEN DES SCHNELLTESTS

Die Berechnungen der Validititskriterien fiir den kommerziellen Schnelltest ergeben folgende

Ergebnisse:

Die Sensitivitdt berechnet sich mit 77,6 % fiir den ersten Durchgang (Feld) und 82,9 % fiir den
zweiten Durchgang (Labor), die Spezifitdt betrdgt 91,1 % (Feld) bzw. 88,9 % (Labor).

Es ergibt sich ein Negativer Priadiktiver Wert von 76,6 % (Feld) bzw. 78,7 % (Labor) und ein
Positiver Pradiktiver Wert von 91,6 % (Feld) bzw. 91,3 % (Labor).

Die prozentuale Ubereinstimmung zur Referenzmethode (PCM) liegt bei 83,6 % (Feld) bzw.
85,4 % (Labor), der Cohen‘s Kappa bei 0,67 (Feld) und 0,71 (Labor).
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Tab. 3, Validitdtskriterien des eingesetzten Schnelltests, jeweils fiir den ersten Durchgang (Feld) und den zweiten Durchgang
(Labor). SE=Sensitivitdt, SP=Spezifitdit, NPW=negativer pradiktiver Wert, PPW=positiver priadiktiver Wert, k=Cohen‘s
Kappa, Ubereinstimmung=prozentuale Ubereinstimmung zur Referenzmethode (PCM)

SE (%)  SP (%) NPW (%) PPW (%) « Ubereinstimmung (%)
Feld 77,6 91,1 76,6 91,6 0,67 83,6
Labor | 82,9 88,9 78,7 91,3 0,71 85,4

3.6 UBEREINSTIMMUNG DER NACHWEISMETHODEN

Abb. 5 zeigt die Ubereinstimmung der drei verschiedenen Nachweismethoden, wobei
ausschlieBlich jene Proben beriicksichtigt wurden, welche in der Mikroskopie ein positives
Ergebnis zeigten und mit der gp60-PCR gescreent wurden. Fiir den Schnelltest wurde der
Feldversuch herangezogen. Es ist feststellbar, dass 66 (67,35 %) von 98 Proben in allen drei

Nachweismethoden das selbe Ergebnis aufweisen.

21
PCM

66
PCR ST

Abb. 5, Ubereinstimmung der verschiedenen Nachweismethoden, wobei alle Proben beriicksichtig wurden, die in der
Mikroskopie positiv waren; PCM (Phasenkontrastmikroskopie), PCR (gp60 PCR), ST (Schnelltest, Felddurchgang)
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Tab. 4 stellt eine Ubersicht iiber alle durchgefiihrten Proben der verschiedenen
Nachweismethoden dar. Dabei sind die Anzahl aller positiven, negativen und nicht
durchgefiihrten Proben der verschiedenen Methoden angegeben, kategorisiert nach
Kryptosporidienspezies.

Tab. 4, Anzahl der positiven (pos.), negativen (neg.) und nicht durchgefiihrten (n.d.) Proben aller Nachweismethoden, aufgeteilt
in Kryptosporidienspezies C. parvum (n=73), C. ryanae (n=11), C. bovis (n=8)

Spezies PCM PCR gp60 PCR 18S ST (Feld) ST (Labor)

pos. neg. n.d. | pos. neg. n.d. | pos. neg. n.d. | pos. neg. nd. | pos. | neg. | nd.
C. parvum 70 3 0 67 3 3 14 1 58 69 4 0 57 2 14
C. ryanae 4 7 0 0 4 7 11 0 0 3 8 0 2 5 4
C. bovis 3 5 0 0 3 5 8 0 0 1 7 0 0 7 1

Tab. 5 zeigt die Ubereinstimmung der drei Nachweismethoden anhand der Berechnung des
Cohen's Kappas.

Tab. 5, Ubereinstimmung der verschiedenen Nachweismethoden anhand der Berechnung des Cohen‘s Kappas. PCM =
Phasenkontrastmikroskopie, ST = Schnelltest (Feldversuch), PCR (18S-Lokus), Anzahl n = Anzahl der fiir die Berechnung
verwendeten Proben

Zu vergleichende Methoden Berechneter Cohen‘s Kappa Anzahl n
PCM + 18S-PCR 0,24 117
PCM + ST (Feld) 0,67 177

18S-PCR + ST (Feld) 10,35 117
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4 DISKUSSION

4.1 NACHGEWIESENE SPEZIES

In dieser Studie wurden drei verschiedene Kryptosporidienspezies (C. parvum, C. bovis und C.

ryanae) nachgewiesen, wobei C. parvum die dominierende Spezies war.

Es lasst sich ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Tiere und der vorkommenden Spezies
beobachten, C. parvum (n=73) wurde hauptsidchlich bei jungen Kélbern nachgewiesen, C.
ryanae (n=11) und C. bovis (n=8) hingegen bei dlteren Tieren. Auch in vorangegangenen
Studien zeigte sich dieser Zusammenhang. C. parvum ist vor allem bei Milchkélbern und selten
bei dlteren Tieren zu finden. C. bovis, C. ryanae und C. andersoni sind hingegen fiir Infektionen
bei abgesetzten Kédlbern verantwortlich (Fayer et al. 2006, La Fuente et al. 1999, Santin et al.
2004).

In den Ausscheidungsraten war ein Unterschied zwischen den Kryptosporidienspezies
feststellbar. Die hochsten Raten ergaben sich bei C. parvum, gefolgt von C. bovis und C.
ryanae. Da die Anzahl der Proben fiir C. bovis (n=8) und C. ryanae (n=11) gering war, wurden
die Ergebnisse lediglich deskriptiv ausgewertet.

Bei der Subtypisierung von C. parvum wurden vier verschiedene Subtypen detektiert:
[TaA15G2R1 (n=52), [TaA14G1R (n=5), 1aA21G2R1 (n=4), und [TaA19G2R1 (n=4). Der
weltweit am hdufigsten bei Kélbern vorkommende Subtyp von C. parvum 11aA15G2R1 wurde
auch in dieser Studie als dominierender Subtyp identifiziert (Feng et al. 2018, Holzhausen et

al. 2019).

4.2 SCHNELLTEST

Fiir den eingesetzten Schnelltest wurde eine Sensitivitit von 77,6 % (erster Durchgang) bzw.
82,9 % (zweiter Durchgang) und eine Spezifitit von 91,1 % bzw. 88,9 % ermittelt. Ahnliche
Ergebnisse mit Sensitivitdten von 75 %-100 % und Spezifititen von 94,6 %-100 % sind auch
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in vorangegangenen Studien fiir denselben oder vergleichbare Schnelltests zu finden (Cho et
al. 2012, Klein et al. 2009, Papini et al. 2018). Aufgrund der einfachen Handhabung, der
Schnelligkeit und der geringen Kosten sind derartige kommerziell erhéltliche Schnelltests als
praxistauglich zu bewerten. Die in dieser Studie errechneten Validitétskriterien (SE 77,6 %
bzw. 82,9 %, SP 91,1 % bzw. 88,9 %, NPW 76,6 % bzw. 78,7 %, PPW 91,6 % bzw. 91,3 %,
Cohen‘s Kappa 0,67 bzw. 0,71, prozentuale Ubereinstimmung 83,6 % bzw. 85,4 %) sind als
hoch anzusehen. Aus klinischer Sicht ist die PCM die relevanteste Methode, da inaktive
Oozysten nachgewiesen werden, weshalb diese als Referenzmethode fiir die Berechnungen

Verwendung fand.

Der Hersteller des eingesetzten Schnelltests gibt an, dass der Test hoch spezifisch C. parvum
nachweist. In dieser Studie ergab der Test jedoch bei drei Proben, welche als C. ryanae
identifiziert wurden, und bei einer Probe, welche C. bovis positiv war, ein positives Ergebnis.
Dies kann einerseits auf eine Kreuzreaktion der bei den Schnelltests eingesetzten C. parvum-
Antikérper auf C. bovis- und C. ryanae-Antigene zuriickzufiihren sein. Eine solche
Kreuzreaktion wurde bereits beschrieben und kann auch in dieser Studie nicht ausgeschlossen
werden (Ayinmode und Fagbemi 2011). Andererseits kann auch das gemeinsame Vorkommen
von C. parvum und C. bovis bzw. C. ryanae in diesen Proben nicht ausgeschlossen werden. Zu
geringe Konzentrationen von C. parvum-Oozysten oder iiberlagerte DNA-Sequenzen kdnnen
als Erkldrung fiir ein negatives C. parvum-Ergebnis beim Mikroskopie- bzw. PCR-

Nachweisverfahren herangezogen werden.

4.3 UBEREINSTIMMUNG DER NACHWEISMETHODEN

In 21 Kotproben wurden Oozysten in der Phasenkontrastmikroskopie nachgewiesen, sowohl
die 18S-PCR als auch die gp60-PCR zeigten jedoch ein negatives Ergebnis. Auch die
Wiederholungsuntersuchungen mittels 18S-PCR waren negativ. Griinde fiir ein falsch
negatives PCR-Ergebnis konnen PCR-Inhibitoren im Kélberkot oder nicht ausreichende
Qualitit der eingesetzten PCR-Produkte sein (Taha et al. 2017, Thornton und Passen 2004). Ein

falsch positives Ergebnis in der mikroskopischen Untersuchung kann hingegen durch die
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Erfassung morphologisch éhnlicher Strukturen wie zum Beispiel Hefesporen zustande kommen

(Taha et al. 2017).

In 15 Proben sind in der Phasenkontrastmikroskopie keine Oozysten nachgewiesen worden, die
18S-PCR lieferte allerdings ein positives Ergebnis. Bei sieben Kotproben, welche PCM negativ
waren, zeigte der Schnelltest im Feldversuch ein positives Ergebnis. Falsch negative PCM-
Ergebnisse ergeben sich unter anderem durch zu geringe Oozystenkonzentrationen in den
Proben oder nicht mehr intakte Oozysten. Diese konnen mittels PCM nicht erfasst werden,
jedoch durch die PCR oder den Schnelltest, da hier lediglich DNA bzw. Antigene fiir ein
positives Ergebnis erforderlich sind. Dadurch kann die PCR als sensitivere Methode gegeniiber

der PCM angesehen werden (Jiang et al. 2005, Morgan et al. 1998, Uppal et al. 2014).

Die Ubereinstimmung der Methoden in dieser Studie ist als miBig gut anzusehen. Die
berechneten Cohen‘s Kappa liegen bei 0,24 fiir PCM und 18S-PCR, bei 0,67 fiir PCM und
Schnelltest und bei 0,35 fiir 18S-PCR und Schnelltest.

4.4 LIMITATIONEN

Die Beurteilung der Ubereinstimmung der unterschiedlichen Nachweismethoden ist in dieser
Studie limitiert, da nicht alle 177 Kotproben mit allen Nachweismethoden gleichermaflen
gescreent wurden. Die gp60-PCR wurde lediglich von Proben durchgefiihrt, welche in der
Phasenkontrasmikroskopie positiv. waren und die 18S-PCR wurde nicht von gp60-PCR-
positiven Proben durchgefiihrt. Aufgrund dessen ist auch die Aussagekraft iiber die gefundenen
Kryptosporidienspezies beschriankt, das Auftreten von mehr als einer Spezies in einer Kotprobe

kann nicht ausgeschlossen werden.
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4.5 CONCLUSIO

Trotz der genannten Limitationen und Schwéchen dieser Studie, konnte gezeigt werden, dass
die drei verschiedenen Nachweismethoden eine miBig (PCM und 18S-PCR, Schnelltest und
18S-PCR) bis gute (PCM und Schnelltest) Ubereinstimmung aufweisen. Sowohl die
Hypothese, dass der eingesetzte Schnelltest Kryptosporidien mit einer hohen Sensitivitit und
hohen Spezifitit nachweil}t, als auch die Hypothese, dass neben C. parvum noch weitere

Kryptosporidienspezies in jungen Kélbern mit Durchfall vorkommen, wurden bestétigt.

Wie in vorangegangenen Arbeiten zeigte sich auch in dieser Studie, dass die PCR als sensitivere
Methode gegeniiber der Mikroskopie anzusehen ist. Die Spezies- und Subtypenbestimmung ist
lediglich mithilfe der PCR und anschlieBender Sequenzierung mdglich (Jiang et al. 2005,
Morgan et al. 1998, Uppal et al. 2014).

Obwohl bereits Publikationen zum Vergleich von Nachweismethoden fiir Kryptosporidien und
zum Vorkommen verschiedener Kryptosporidienspezies- und subtypen verdffentlicht wurden,
wiren Folgestudien bedeutsam, da Kryptosporidien als Zoonoseerreger fiir den Menschen von

Bedeutung sind.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Ziele dieser Arbeit waren, Nachweismethoden fiir Kryptosporidien in Kélberkot zu validieren
und die Ubereinstimmung dieser zu iiberpriifen, sowie Kryptosporidienspezies in an Durchfall

erkrankten Kélbern zu identifizieren.

Kotproben wurden direkt aus dem Rektum von an Durchfall erkrankten Kéilbern gezogen.

Es kamen drei Testsysteme zum Einsatz (Phasenkontrastmikroskopie, Schnelltest, PCR), als

Referenzmethode galt die Mikroskopie.

Zwei Durchginge mit einem kommerziell erhéltlichem Schnelltest zum Nachweis von
Cryptosporidium parvum wurden durchgefiihrt und zwei PCR-Protokolle etabliert, einerseits
zum spezifischen Nachweis von Cryptosporidium parvum (gp60 Lokus) und andererseits zum
Nachweis von Cryptosporidium spp. (18S rDNA). Die PCR-Produkte der positiven Proben

wurden sequenziert.

In der Phasenkontrastmikroskopie wurden in 55,4 % der Proben Oozysten nachgewiesen,

mithilfe des Schnelltests wurden im ersten Durchgang (n=177) 46,9 % und im zweiten

Durchgang (n=130) 53,0 % positiv getestet.

Die Validititskriterien fiir den eingesetzten Schnelltest ergaben eine Sensitivitidt von 77,6 %
(erster Durchgang) bzw. 82,9 % (zweiter Durchgang), eine Spezifitit von 91,1 % bzw. 88,9 %,
einen negativen pradiktiven Wert von 76,6 % bzw. 78,7 %, einen positiven pridiktiven Wert
von 91,6 % bzw. 91,3 %, eine prozentuale Ubereinstimmung zur Referenzmethode von 83,6 %

bzw. 85,4 % und einen Cohen‘s Kappa von 0,67 bzw. 0,71.

Von allen Mikroskopie-positiven Proben (n=98) wurde eine gp60—PCR durchgefiihrt. Dabei
zeigten 68,4 % ein positives Ergebnis, die 31 negativen Proben wurden weiters mittels 18S-

PCR gescreent, welche in 32,3 % ein positives Ergebnis lieferte.
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Von den Mikrospie-negativen Proben (n=79) wurde eine 18S-PCR durchgefiihrt, diese ergab

bei 19,0 % ein positives Ergebnis.

Insgesamt wurden 93 DNA-—Produkte sequenziert und davon 79,3 % als Cryptosporidium
parvum, 8,7 % als Cryptosporidium bovis und 12 % als Cryptosporidium ryanae bestétigt. Bei
der Subtypisierung von Cryptosporidum parvum wurden vier Subtypen (I[aA15G2RI1,
[TaA14G1R, [1aA21G2R1, [TaA19G2R1) detektiert.

Berechnungen zur Ubereinstimmung der Methoden ergaben einen Cohen‘s Kappa von 0,24 fiir
Phasenkontrastmikroskopie und 18S-PCR, 0,67 fiir Phasenkontrastmikroskopie und Schnelltest
und 0,35 fiir 18S-PCR und Schnelltest.

Es konnten hohe Validititskriterien fiir den kommerziellen Schnelltest festgestellt werden.

AuBerdem wurde bestitigt, dass neben Crpytosporidium parvum auch Cryptosporidium bovis
und Crytposporidium ryanae bei jungen Kilbern mit Durchfall vorkommen, es besteht

allerdings ein Zusammenhang zwischen der vorkommenden Spezies und dem Alter der Tiere.

Die Ubereinstimmung der verschiedenen Nachweismethoden ist als miBig gut zu bewerten, die
PCR kann als sensitivere Methode gegeniiber der Phasenkontrastmikroskopie angesehen

werden.
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6 SUMMARY

The aim of this study was to compare and evaluate different detection methods for
Cryptosporidium in faecal samples of calves and to further characterize the Cryptosporidia on

a species level.

Faecal specimens were collected per rectum of diarrhoic calves. Three detection methods were
implemented: Phase contrast microscopy, a commercial immunochromatographic point of care
test and PCR. Microscopy was used as the reference method, the point of care test was carried
out twice (in the field and following freezing-thrawing in the lab). Two different protocols for
PCR were performed, for the detection of Cryptosporidium spp. (18S locus) and for the
detection of Cryptosporidium parvum (gp60 locus). PCR-products of positive samples were
analysed by DNA-sequencing.

Upon examination with phase contrast microscopy 55.4 % of the samples were positive for
Cryptosporidium oocysts. In the field the point of care test showed positive results in 46.9 %
(n=177) of the analyzed samples. In the laboratory the test yielded positive results in 53.0 %
(n=130).

Calculation of validity criteria showed a sensitivity of 77.6 % (field study) and 82.9 % (lab), a
specifity of 91.1 % and 88.9 %, respectively, a negative predictive value of 76.6 % and 78.7 %,
a positive predictive value of 91.6 % and 91.3 %, respectively. Percentage of agreement
between point of care test and phase contrast microscopy was 83.6 % and 85.4 % and Cohen'‘s

Kappa coefficient yielded 0.67 and 0.71, respectively.

Samples tested positive using phase contrast microscopy were screened with gp60-PCR (n=98),
where 68.4 % showed a positive result. Thirty-one specimens were further screened with 18S-
PCR, where 32.3 % were positive. Samples tested negative with phase contrast microscopy

were screened with 18S-PCR (n=79), where 19.0 % were tested positive.
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DNA-products (n=93) were sent to another laboratory for DNA-sequencing. 79.3 % were
identified as Cryptosporidium parvum, 8.7 % as Cryptosporidiumm bovis and 12.0 % as
Cryptosporidium ryanae. Subtyping of Cryptosporidium parvum showed four different
subtypes (IIaA15G2R1, TaA14GIR, [1TaA21G2R1, [IaA19G2R1).

The agreement between different detection methods was calculated with Cohen‘s Kappa
coefficient and yielded 0.24 for phase contrast microscopy and 18S-PCR, 0.67 for phase

contrast microscopy and point of care test and 0.35 for 18S-PCR and point of care test.

Validation of the point of care test showed good results. With PCR it was confirmed that besides
Cryptosporidium parvum also Cryptosporidium ryanae and Cryptosporidium bovis can be

found in diarrhoic calves.

Agreement between different detection methods showed rather poor results, PCR can be stated

to be more sensitive than phase contrast microscopy.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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