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Institut fiir Virologie, Veterindrmedizinische Fakultdt, Universitdt Ziirich

Vergleich zweier ELISA Systeme
zum Nachweis von Antikorpern gegen IBR/IPV

sowie gegen EBL

M. Rosskopf, Evelyne Staub, M. Ackermann

Zusammenfassung

Sensitivitit und Spezifitit zweier ELISA Systeme
zum Nachweis von Antikorpern gegen IBR/IPV

wurden getestet und miteinander verglichen. Die

Priifung mit Hilfe von 214 Seren mit bekanntem

Wahrheitswert ergab eine Sensitivitit von minde-
stens 98% fiir ELISA1 (HerdCheck®:Anti-IBR) und

von 94-99,3% fiir ELISA2 (Checkit®: Trachitest).

Die Spezifitit von ELISA1 betrug 96,9%, wihrend
fiir ELISA2 81,5 bis 98,5% berechnet wurde. Bei-

de Tests stimmten bei der Anwendung in Routi-

neuntersuchungen hervorragend iiberein. Mit je-
dem Test wurden nur 3 der insgesamt gepriiften

1431 Serumproben kontradiktorisch bewertet.
Die Nachpriifung ergab, dass es sich dabei mit

grosser Wahrscheinlichkeit um falsch-positive Re-

sultate handelte. Ahnlich gut iibereinstimmende
Resultate wurden bei der Untersuchung von
Milchproben erreicht.

Die Serum- und Milchproben aus den Routineun-

tersuchungen wurden auch mit den ELISA der

gleichen Hersteller zum Nachweis von EBLV An-

tikorpern eingesetzt. Weil zuwenig Material mit
bekanntem Wahrheitswert zur Verfiigung stand,
konnte nur die Ubereinstimmung der beiden

Tests, nicht aber deren Sensitivitiat und Spezifitit

untersucht werden. Nur gerade 6 von 1431 un-
tersuchten Serumproben ergaben sich wider-
sprechende Ergebnisse.

Alle vier untersuchten Testkits wurden als quali-
tativ hochstehend beurteilt, wobei jedoch auch
technische und organisatorische Mingel aufge-
deckt wurden.

Schliisselworter: ELISA — IBR/IPV —
Enzootische Bovine Leukose — Sensitivitit —
Spezifitit
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Comparison of two ELISA systems for detection
of antibodies against IBR/IPV and against
Bovine Leukemia virus

Sensitivity and specificity of two ELISA systems
for the detection of antibodies to Bovine Herpes-
virus 1 (BHV1; IBR/IPV) were tested by using
214 sera of cattle with predetermined history

of BHV1 infection and freedom from BHV1 infec-
tion, respectively. With these sera as «gold-stan-
dard, the sensitivity of ELISA1 (HerdCheck®:
Anti-IBR) appeared to exeed 98%, whereas for
ELISA2 (Checkit®: Trachitest) a sensitivity of
between 94 and 99,3% was determined. The spe-
cificity of ELISA1 amounted to at least 96,9%,
whereas for ELISA2 it ranged apparently from
81,5 to 98,5%. When applied in routine testings -
of serum samples, the two ELISA systems corre-
lated extremely well. With each test, only 3 of
1431 samples gave contradictory results. In all
these cases, alternative tests suggested that the
contradictions represented false-positive reacti-
ons. A similar correlation was observed when
milk samples in the place of sera were probed.
The serum and milk samples were additionally
tested using two corresponding ELISA systems
(obtained from the same manufacturers) for the
detection of antibodies to Bovine Leukemia virus
(BLV). The sensitivity and specificity of these
tests could not be determined because of lack of
samples with known history of infection. The re-
sults of the tests, however, correlated very well.
Only 6 of 1431 sera reacted in a contradictory
way. These observations indicate that the kits
tested in this study, both for the detection of
antibodies to BHV1 and to BLV, meet high quality
standards. Possibilities to improve the kits were
still detected.

Key words: ELISA — IBR/IPV —
Bovine Leukemia virus — sensitivity —
specificity
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Einleitung

Die Infektiose Bovine Rhinotracheitis/Infektiose Pustu-
16se Vulvovaginitis (IBR/IPV) war die erste virale Infekti-
onskrankheit der Rinder, welche systematisch auf der
Basis gesamtschweizerischer, serologischer Ubersichts-
untersuchungen bekimpft wurde. Zur Tilgung der Seu-
che wurden seropositive Tiere als Virustriger betrachtet
und laut geltender Gesetzgebung ausgemerzt. Diese Stra-
tegie erwies sich als dusserst effizient, sodass die IBR/IPV
in der Schweiz heute praktisch als getilgt betrachtet wer-
den darf (Ackermann et al., 1989; 1990b). Ahnlich giin-
stig erscheint aufgrund gesamtschweizerischer serologi-
scher und milchserologischer Untersuchungen die Situa-
tion beziiglich Enzootischer Boviner Leukose (EBL), wo-
bei diese seit 1985 anzeigepflichtige Infektion offen-
sichtlich in der Schweiz schon immer nur wenig verbrei-
tet war (Mitteilungen des Bundesamtes fiir Veterinirwe-
sen).

Tabelle 1: Verglezcb der beiden gepriiften IBR ELISA

Ein wichtiger Faktor in einer erfolgreichen Seuchenpri-
vention und -bekimpfung ist eine zuverlidssige und
schnelle Diagnostik. Im Falle von IBR/IPV und EBL be-
ruht diese auf eigens dazu entwickelten ELISA zum
Nachweis der entsprechenden AntikOrper in Serum und
Milch (Bommeli et al., 1980;Stuker et al., 1980).

Die Anforderungen an den Test zum Nachweis der IBR/
IPV Antikorper wandelten sich im Laufe der erfolgrei-
chen Bekidmpfung. In einer ersten Phase war die Schnel-
ligkeit und Spezifitit der Labordiagnose wichtig. Die Ent-
scheidung, ob ein Bestand IBR/IPV verseucht war oder
nicht, sollte so rasch als moglich gefillt werden, damit
entsprechende Massnahmen verfiigt oder aufgehoben
werden konnten. Spiter riickte die Sensitivitiat des Tests
in den Vordergrund, denn mit fortschreitender Bekimp-
fung flauten akute Ausbriiche ab und infolgedessen san-
ken auch die AntikOrperspiegel der noch nicht erfassten,
latent infizierten Tiere, sodass deren Erkennung immer
schwieriger aber auch wichtiger wurde.

ELISA 1 (HerdCheck®-Anti-IBR)

ELISA 2 (Chekit® Trachitest)

- 'TestlaYout ~ 1Delle pro Serum 4Deﬂen pro Serum, davon

. - . . 2 Dellen Kontrollantigen und

2 Dellen Virusantigen
pro Platte (bei doppeltem Ansatz 46) ‘

 Kontrollseren 4 Dellen pro Platte. 8 Dellen pro Platte.

‘ Zwei Referenzseren, Zwei Referenzseren,

je ein positives und ein negatives. je ein positives und ein negatives
~ Ansatz im Doppel. Das erste Paar wird zu Begmn . - . ‘ ‘
~ der Serumabfiillphase, das zweite Paar

‘ ’ . am Bnde eingefiillt. _, -
k :"kinkubéttionszciteh 90 Mmuten fur Scrum, 9() Minuten fur Seru km,

__profest 30 Minuten Konjugat, 90 Minuten Konjugat,

- 15 Mifluteniésubstl‘af‘:f . 10-30 Minuten Substrat

, Subsn‘a; Tet:émethylbenzidin (TMB) ‘ Azino-di- [?mthyl benzthlazohnsulfonat(@] :
. . (ABTS) ~ L
’ Ablesung Absbrption bei 650 mn

v1suell und/oder Absorptxon bex 405 nm

. Augﬁéhablésﬁngnichf}négliéﬁ;”

L estauswertung ; r
‘ Reader erforderlich

Augenablesung sehr emfach
Auswertung mit Reader moglich

Bercchﬁung . Die Messresmtate Wﬁl‘dcn l'mt den Werten
_der Reaktion

- wie folgt in Relation gesctzt

curteilung
_der Reaktion .
‘ . ~ als dfraglich» eingestuft und einem
Bestitigungstest unterworfen;
Proben mit P/PK = 0.500 sind positiv

~ Fiir jede Platte automatisch ermittelt:
‘ DerTest ist gultlg, Wf:nn -
N2 0.150 sowie £ - N = 0.200

der positiven und der negatxven Kontrollen -

Proben mit P/PK = 0.250 bxs <0. 500 Werden

Du: Absorptxonsdlfférenz (Delta OD)
- wid folgcndermassen gemittelt:

ZOD (Vzrwanngene) EOD (Komrollanngene)

D=
a0 s

Dié geﬁxittélie Absorptionsdifferenz
der postitiven Kontrolle wird als 100% gesetzt
A OD (pos. Ref) = 100%

Darauf basierend werden die Probeseren

wie folgt beurteilt:

<30% = negativ;

30-70% = nicht mterpretxerbar (NIP),

>7(M> = positiv

" Fiir dxe automatlsche Ablesung mit
dem Fotometer wird die Farbreaktion
nach 10 bis 30 Minuten gemessen.
'Die Nettoextinktion (AOD) des
Kontrollserums muss 0.200 bis 0.800 betragen.

*) OD(Probe) Absorption der Probe; N= Mittelwert (MW) der neg Kontrollen P= Mlttelwert der positiven Kontrollen
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Heute, nach der Eliminierung der Virustriger, riickt eher
die Spezifitit des Tests wieder in den Mittelpunkt des
Interesses, weil mit dem Verschwinden der «echt-positi-
ven» Tiere sogenannt «falsch-positive» auftreten und bei
Besitzern und den fiir die Seuchenbekimpfung zustindi-
gen Behorden Unruhe verursachen.

Mit der Ausrottung der IBR/IPV hat sich die epidemiolo-
gische Situation in der Schweiz in den letzten zehn Jah-
ren grundsitzlich geindert. Die nun vorherrschende ge-
ringe Privalenz positiver Tiere verlangt vom Testsystem
eine hohe Sensitivitit und Spezifitit. Deshalb schien es
wichtig, die verfiigbaren Tests dahingehend zu priifen.
Auch im Hinblick auf die zukiinftige Entwicklung in Eu-
ropa stellte sich die Frage nach der Qualitit unserer dia-
gnostischen Mittel, zumal IBR/IPV in der EG ein ungelo-
stes Problem darstellt (Miiller H.K., nicht publiziert; Ak-
kermann et al., 19902).

Aus diesen Griinden wurden zwei indirekte, beziiglich
Antigenbeschichtung und Testdurchfithrung unter-
schiedliche ELISA Systeme zum Nachweis von IBR/IPV
Antikorpern gepriift. Die Eigenheiten der beiden Tests
sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

In einer ersten Testserie wurden 214 gut charakterisierte
Seren parallel mit beiden Tests untersucht. Diese Seren
stammten einerseits aus fritheren Infektionsversuchen
(Probst et al., 1985) und andererseits aus serologischen
und virologischen Abklirungen an ausgewihlten Rin-
dern mit und ohne Antikorper gegen verschiedene bovi-
ne Herpesviren (Spirig et al., 1989). Da man bei diesen
Seren aufgrund der fritheren Untersuchungen einen
«Wahrheitswert» (goldener Standard) als bekannt voraus-
setzen konnte, war es moglich Sensitivitit und Spezifitit
der beiden ELISA zu bestimmen. Die Ubereinstimmung
der beiden Systeme wurde in einer zweiten Serie mit
1431 Seren und 439 Milchproben aus dem Routinebe-
trieb untersucht. Traten widerspriichliche Ergebnisse
auf, so wurden die entsprechenden Seren einem Alterna-
tivverfahren, dem Virusneutralisationstest, unterzogen.
Abschliessend wurde auch die Reproduzierbarkeit der
beiden Tests untersucht und deren Kriterien fiir die Giil-
tigkeit evaluiert. Zu diesem Zweck wurden die im Ver
laufe der Studie ermittelten Werte der jeweiligen Refe-
renzseren herangezogen (Palatini, 1988).

In einer parallel gefiihrten Studie wurden auch die ELISA
beider Hersteller zum Nachweis von AntikOrpern gegen
die Enzootische Bovine Leukose (EBL) einander gegen-
ubergestellt. Da wir hierbei jedoch tiber zu wenig Mate-
rial mit bekanntem «Wahrheitswert» verfiigten, konnte
nur das Mass der Ubereinstimmung, nicht aber die ei-
gentliche Sensitivitit und Spezifitit der beiden Tests er-
mittelt werden.

Es zeigte sich, dass alle vier gepriiften ELISA zum Nach-
weis von Antikorpern gegen IBR/IPV und gegen EBL sehr
gut iibereinstimmende Resultate lieferten.

Schweizer
Archiv fiir
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Material und Methoden

ELISA1

HerdCheck® Anti-IBR (IDEXX Laboratories Inc., West-
brook, Maine, U.S.A.), ein ELISA zum Nachweis von Anti-
korpern gegen IBR/IPV, ist in der Schweiz noch nicht
registriert. Ein Hauptziel der vorliegenden Untersuchun-
gen bestand darin, festzustellen, ob sich dieser Test be-
ziiglich Sensitivitit, Spezifitit und Ubereinstimmung der
Resultate mit dem unten beschriebenen ELISA2 messen
konnte. Der Test wurde nach den Vorschriften des Her-
stellers durchgefiihrt. Mehrere Plattenlots kamen zurAn-
wendung. ELISA1 wird vorderhand nur als komplettes
Kit geliefert, d.h. alle Ingredientien inklusive Waschlo-
sungen und Verdiinnerfliissigkeiten kommen in abge-
packten Mengen. Aus diesem Grunde konnten die unter
ELISA2 beschriebenen Automaten (Pipettiermaschine
und Waschstation) nicht verwendet werden. Alle Pipet-
tierschritte wurden von Hand ausgefiihrt. Die Ablesung
erfolgte bei 650 nm mit einem ANTHOS Reader 2001
(Kontron Instruments AG, Ziirich). Die Daten wurden
mit dem dazugehorigen Datenerfassungsprogramm (AR-
COM) auf einen Personal Computer (IBM PS/2 50) trans-
feriert und mit einem speziell angefertigten Berech-
nungsprogramm (Ingenieurbiiro Ph. Merz, Basel) nach
den Angaben des Herstellers ausgewertet. Die Untersu-
chung von Serum- und von Milchproben erfolgte mit
dem gleichen Kit.

ELISA2

Checkit® Trachitest (Dr. Bommeli AG, Liebefeld-Bern),
der bislang einzige in der Schweiz registrierte ELISA zum
Nachweis von Antikorpern gegen IBR/IPV, wurde als
Vergleichstest herangezogen (Bommeli et al., 1980; Stu-
ker et al., 1980). Die Proben wurden nach derVorschrift
des Herstellers verarbeitet, wobei die Verdiinnungen mit
einem automatischen Pipettiergerit (Tecan RSP 8015,
TECAN AG, Hombrechtikon) erfolgten. Zwischen den
einzelnen Schritten wurden die Platten in einem automa-
tischen ELISA Waschgerit (SLT 225 Vac, TECAN AG,
Hombrechtikon) gewaschen. Die Ablesung erfolgte vi-
suell sowie bei 405 nm mit dem oben beschriebenen
ANTHOS Reader 2001. Da dieser Test als Standard-Feld-
test diente, wurde mitAbsicht auf die Verwendung eines
speziell vorgepriiften, einheitlichen Lots von Antigen-
platten verzichtet. Vielmehr kamen mehrere Plattenlots
zur Anwendung und die Testdurchfiihrung erfolgte ge-
nau gleich wie bei den tiglichen Routineuntersuchun-
gen. Die Untersuchung von Serum- und von Milchpro-
ben erfolgte mit identischen Reagentien.

ELISA3

HerdCheck® Anti-BLV (IDEXX Laboratories Inc., West-
brook, Maine, U.S.A.) wurde analog zu ELISA1 fiir den
Nachweis von Antikorpern gegen Enzootische Bovine
Leukose (EBL) gepriift. Die Arbeitsschritte erfolgten
nach den Vorschriften des Herstellers. Fiir die Untersu-
chung von Serum- und von Milchproben waren separate
Kits erforderlich.

Band 136, Heft 2, Februar 1994
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ELISA4

Checkit® Leucotest (Dr. Bommeli AG, Liebefeld-Bern)
diente genau gleich wie ELISA2 als Vergleichstest fiir den
entsprechenden ELISA von IDEXX. Die Durchfiihrung
erfolgte analog zu ELISA2 nach den Angaben des Herstel-
lers. Die Untersuchung von Serum- und von Milchpro-
ben erfolgte mit identischen Reagentien.

Serum- und Milchproben

Fir die Berechnung der Sensitivitit und der Spezifitit
der ELISA zum Nachweis von Antikorpern gegen IBR/
IPV standen 214 Seren mit bekanntem «Wahrheitswert»
aus fritheren Studien zur Verfiigung (Probst et al., 1985;
Spirig et al., 1989). Fiir die vergleichenden Untersuchun-
gen der Tests zum Nachweis von Antikdrpern gegen
IBR/IPV und gegen EBLV wurden 1431 Blut- und 439
Milchproben verwendet. Das Untersuchungsmaterial
stammte aus dem Einzugsgebiet unseres eigenen Routi-
nelabors, sowie aus Einsendungen an das Institut fiir
Veterinirvirologie der Universitit Bern, an die DiavetAG
(Bich, S7Z) und die VeterinariaAG (Ziirich).

Verifikationstests

Fiir die Verifikation fraglicher oder positiver Resultate
mit den ELISA 1 und 3 standen die in den Kits mitgeliefer-
ten Verifikationstests zur Verfiigung. Bei unklaren oder
widerspriichlichen Ergebnissen in den beiden IBR-ELISA
wurde jedoch auch der Serumneutralisationstest einge-
setzt und zwar genau so wie er bei Lazarowicz et al.
(1983) beschrieben ist. Fiir die Verifikation von unklaren
Ergebnissen mit den beiden EBL-ELISA stand neben dem
weniger sensitiven  Agar-Gel-Immundiffusions-Test
(AGID) kein addquaterTest zur Verfiigung.

Resultate

Untersuchungen zur Sensitivitit und Spezifitit

der beiden IBR-ELISA Systeme

In einer ersten Testserie wurden 214 Seren mit bekann-
tem Wahrheitswert zur Bestimmung der Sensitivitit und
Spezifitit herangezogen und mit beiden Systemen ge-
priuft. Die Untersuchungen mit ELISA1 (Screening ge-
folgt von Verifikationstest) ergaben die in Tabelle 2 zu-
sammengefassten Resultate. Die Ergebnisse mit ELISA2
sind inTabelle 3 dargestellt.

Aus diesen Zahlen liessen sich Sensitivitat (Anzahl durch
denTest korrekt erkannte positive Seren, dividiert durch
die Anzahl «in Wahrheit» positive Tiere) und Spezifitit
(Anzahl durch denTest korrekt erkannte negative Seren,
dividiert durch die Anzahl «in Wahrheit» negative Tiere)
der beidenTests bestimmen. Durch die Kategorie «nicht
interpretierbar in ELISA2 erschienen Sensitivitit und
Spezifitit gegeniiber ELISA1 erniedrigt. Aus seuchenpo-
lizeilichen Griinden war jedoch nicht in erster Linie die
absolute Richtigkeit der Resultate aus dem Screeningtest
wichtig, sondern die Gewihr, dass falsch negative Tiere
nicht unerkannt blieben und dass nicht falsch positive
Tiere geschlachtet wurden. Nicht interpretierbare Resul-
tate zogen automatisch weitere Untersuchungen nach
sich, die entsprechenden Tiere wurden also erfasst,
wenn auch nicht einer definitiven Gruppe zugeteilt.
Pragmatischerweise, wenn auch nach den Lehrbiichern
der Epidemiologie nicht absolut korrekt, konnte man in
der Berechnungsformel den Begriff «Anzahl durch den
Test korrekt erkannte positive Seren» durch «Anzahl
durch den Test korrekt erkannte nicht-negative Seren»
ersetzen. Dadurch erhohte sich die Sensitivitit auf einen
korrigierten Wert. Dieselbe Korrektur konnte bei der
Spezifitit gemacht werden, wenn der Begriff «Anzahl
durch den Test korrekt erkannte negative Seren» durch
«Anzahl durch den Test korrekt erkannte nicht-positive
Seren» ersetzt wurde. Diese Ergebnisse sind einander in
Tabelle 4 gegeniibergestellt.

Tabelle 2: Werte zur Berechnung der Sensitivitdt und der Spezifitdt von ELISAI.

Wahtheit/ ~ positiv

negatiy

Tabelle 3: Werte zur Berechnung der Sensitivitdt und der Spezifitdt von ELISA2.

Wahrheit/ poéiﬁv k

negativ Total
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Vergleich der beiden IBR-ELISA in Routine-
untersuchungen von Serum- und Milchproben

Um zu tiberpriifen, ob die beiden Testsysteme bei routi-
nemissigen Untersuchungen iibereinstimmende Resul-
tate erzielten, wurden die laufend eintreffenden Proben
wihrend mehrerer Monate parallel mit beiden ELISA Sy-
stemen untersucht. Die Gegeniiberstellung der Resulta-
te ergab das inTabelle 5 dargestellte Bild.

Tabelle 4: Vergleich der Sensitivitdt und der Spezifitdt
der Testsysteme.

oy

ELISAZ2 Ghorrigier)®  99.3%

*) vgl. Erlduterungen im Text

Tabelle 5: Gegeniiberstellung der IBR-ELISA-Systeme 1 und 2 anband der Resultate von (a) Seren und
(b) Milchproben, die zur routinemdssigen Untersuchung auf IBR/IPV Antikérper eingesandi worden waren.

a) Serum

BISAL

Total

SNT neggt; Y )

© 3(mSNT negativ)

positiv

neg‘a'ﬁ?

439

*) vgl. Erlduterungen im Text

Die Ubereinstimmung beider Tests war sowohl mit Se-
rum- als auch mit Milchproben sehr hoch. Bei den Seren
wurden insgesamt 12 Ausnahmen von dieser Uberein-
stimmung gefunden. Die entsprechenden Seren wurden
im Neutralisationstest nachuntersucht. Die von ELISA2
als nicht interpretierbar eingestuften Seren wiesen keine
neutralisierenden Antikorper auf. Die von ELISA1 ermit-
telten Resultate (negativ) waren also korrekt, diejenigen
von ELISA2 mindestens nicht falsch. Je 3 Seren reagier-
ten kontradiktorisch in einem Test positiv und im ande-
ren negativ. Diese 6 Seren zeigten alle keine neutralisie-
rende Aktivitit gegeniiber dem IBR/IPV Virus. Da der
Neutralisationstest die Referenzmethode darstellt, sind
die ELISA Werte als falsch-positiv einzustufen.

Bei den Milchproben ergab sich nur ein einziges nicht
ubereinstimmendes Resultat. Bei dieser Probe handelte
es sich um ein in negativer Milch verdiinntes, positives
Serum. Dieses reagierte in ELISA1 klar positiv, wihrend
ELISA2 es in der vorliegenden Verdiinnung als nicht in-
terpretierbar einreihte.

Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit

und zur Testgiiltigkeit

Als Mass fiir die Reproduzierbarkeit konnten Testwieder-
holungen, sowie die Reaktionen der Referenzseren, die
wihrend der ganzen Versuchsreihe auf jeder Platte mit-
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gefiihrt worden waren, herangezogen werden. Je etwa
ein Drittel der Tests wurde wiederholt. Bei ELISA2
rutschten einzelne Proben von der nicht interpretierba-
ren in eine definitive (positiv oder negativ) Kategorie
oder umgekehrt. Ansonsten liessen sich die vorgingigen
Resultate reproduzieren (Einzelheiten nicht gezeigt).
Die zusammengestellten Reaktionen der Referenzseren
mit ELISA1 sind in Abbildung 1, diejenigen mit ELISA2 in
Abbildung 2 dargestellt. Fiir ELISA1 lidsst sich aus diesen
Werten auch die Evaluation der Kriterien fiir die Testgiil-
tigkeit herauslesen. Gemiss den Anforderungen des Her-
stellers miisste die Reaktion der Negativkontrolle immer
unter der Linie (b) der Abbildung 1 bleiben, wihrend die
Differenz zwischen den Reaktionen der Positivkontrolle
und der Negativkontrolle immer die Linie (a) tiberstei-
gen miisste. Offensichtlich erfiillte der Test seine eige-
nen Qualititskriterien bei 10 von 25 Testplatten nicht.
Die teilweise starken Schwankungen der Werte waren
eindeutig mit bestimmten Plattenlots korreliert (Daten
nicht gezeigt).

Aus der Darstellung in Abbildung 2 kann man ablesen,
dass bei ELISA2 starke Schwankungen in der Nettoreakti-
vitit sowohl des positiven als auch des negativen Refe-
renzserums mit den Testantigenen auftraten. Aus diesen
Griinden mussten auch bei diesem Test 16 von 100 Plat-
ten wiederholt werden. Obwohl nicht vollig ausge-
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Abbildung 1:Darstellung der Reaktion der
Referenzseren im Verlaufe der Untersuchungen mit
ELISA 1. Auf der x-Achse ist die Testnummer
angegeben, wdibrend auf der y-Achse die Reaktion der
Referenzseren (Absorption bei 650 nm) dargestellt ist.
Die leeren Balken reprdsentieren die Reaktion des
positiven Referenzserums, die grauen Balken die
Reaktion des negativen Referenzserums. Die
schwarzen Balken stellen die Differenz zwischen
Reaktion des positiven und des negativen Serums dar.
Damit ein Test giiltig ist, muss diese Differenz

=>0,2 OD (650 nm) betragen . Die Linie a muss also
tiberschritten sein. Die Reaktion des negativen
Referenzserums bingegen muss unterbalb der Linie b
(0,15 OD) bleiben.
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Abbildung 2: Variabilitdit der Reaktion der
Referenzseren im Verlaufe der Untersuchungen mit
ELISA2. Die x-Achse ist im Zentrum (0) zweigeteilt.
Nach links verlduft die Achse x1. Darauf sind die
Reaktionen des positiven Referenzserums fiir jeden
am gleichen Tag ausgefiibrten Test als Prozentwerte
in Relation zum fiir jede Serie berechneten Mittelwert
dargestellt (%0D). Die Léinge der Balken zeigt die
Drozentuale Differenz zwischen der minimalen und
der maximalen Reaktion dieses Serums auf den
gleichzeitig angesetzten Platten an. Vom Zentrum (0)
nach rechts verlduft die x2-Achse. Die Linge der
Balken entspricht der Differenz zwischen der
minimalen und der maximalen Nettoabsorption
(Delta OD) des negativen Referenzserums auf den
8leichzeitig angesetzten Platten. Auf der y-Achse sind
die Testnummern aufgefiibrt.
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schlossen werden kann, dass ein Teil der beobachteten
Schwankungen auf ungleichmissige Verdiinnung der
Referenzseren beim Pipettieren zuriickzufiihren war
(Nachmessungen ergaben, dass die Abfiillmengen pro
Platte um maximal 1,3% variierten), konnten auch hier
bessere und weniger gute Plattenlots unterschieden
werden (Daten nicht gezeigt).

Vergleich zweier ELISA Systeme zum Nachweis
von Anti-EBLV-Antikorpern

Da zur Zeit Untersuchungen auf Anti-IBR/IPV-Antikor-
per meistens simultan mit der Priifung auf Antikorper
gegen das EBL Virus (EBLV) durchgefithrt werden,
schien es sinnvoll, auch dieseTests einer vergleichenden
Untersuchung zu unterziehen. Die Resultate sind in Ta-
belle 6 dargestellit.

Die Ubereinstimmung zwischen den beiden Tests war
sehr hoch. Einzig bei sechs Seren ergaben sich nicht
deckungsgleiche Resultate. ELISA3 erfasste 4 Seren als
positiv, die in ELISA4 negativ reagierten. Andererseits
reagierten zwei Seren in ELISA3 negativ, wihrend sie in
ELISA4 als nicht interpretierbar beurteilt wurden. Da wir
uber keine Alternativmethoden zur Ermittlung eines
Wahrheitswertes verfiigten, wurden die Reaktionen der
fraglichen Proben mit den Reaktionen von verschiede-
nen Verdiinnungen eines europdischen Referenzserums
(E4/10-Serum) verglichen (EG Richtlinien 64/332,
1988). Da der E4/10 Standard in vorgeschriebener Ge-
brauchsverdiinnung klar stirker als die in Frage stehen-
den Seren reagierte, miissten diese gemiss europiischer
Konvention als negativ eingestuft werden. Aus den glei-
chen Versuchen konnte aber auch geschlossen werden,
dass die beiden ELISA sensitiver und spezifischer reagie-
ren als die europdischen Standardseren es erfordern.

Bei den Milchuntersuchungen wurde eine Probe von
ELISA3 als positiv ermittelt, wihrend sie in ELISA4 nega-
tiv reagierte. Bei dieser Probe handelte es sich um ein in
negativer Milch verdiinntes positives Serum, welche of-
fensichtlich von ELISA3 noch erfasst wurde, wihrend sie
in ELISA4 bereits unter die Detektionslimite gerutscht
war.

Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung wurde ein «neuer»
ELISA zum Nachweis von Antikorpern gegen IBR/IPV
(ELISA1) mit einem bewihrten Testsystem (ELISA2)
verglichen. Mit ELISA2 als Diagnostikum konnte die Til-
gung der IBR/IPV in der Schweiz erfolgreich abgeschlos-
sen werden (Ackermann et al., 1989;1990b). Damit war
ein Standard fiir serologische Tests verfiigbar, von dem
eine fiir die erfolgreiche Seuchenbekimpfung geniigend
hohe Sensitivitit und Spezifitit vorausgesetzt werden
konnte, obwohl deren tatsichliche Werte bisher noch
nie publiziert worden waren. Das erste Ziel dieser Studie
bestand deshalb darin, die entsprechenden Werte fiir
ELISA1 und ELISA2 zu bestimmen. Vom neuen Testsy-
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Tabelle 6: Gegeniiberstellung der EBL-ELISA-Systeme 3 und 4 anband der Resultate von (a) Seren und
(b) Milchproben, die zur routinemdssigen Untersucbung auf EBLV AntiRorper eingesandt worden waren.

a) Serum

. positiy

positiy

*) vgl. Erlduterungen im Text

stem (ELISA1) musste mindestens eine dem bewihrten
System (ELISA2) ebenbiirtige Sensitivitit und Spezifitit
gefordert werden.

Bei unserer Priifung der IBR/IPV Tests konnte auf eine
Sammlung von Seren zuriickgegriffen werden, bei de-
nen ein «Wahrheitswert» bekannt war (Probst et al.,
1985; Spirig et al., 1989). Diese Seren stammten aus frii-
her durchgefiihrten, experimentellen Infektionsversu-
chen, sowie aus fritheren Abklirungen zur Ubereinstim-
mung von «Wahrheit» und Reaktion im IBR/IPV-ELISA.
Speziell bei den Proben, die aus der Arbeit von Spirig et
al. (1989) stammten, handelte es sich zum Teil um echte
Problemseren, bei denen zur Wahrheitsfindung umfang-
reiche Untersuchungen notwendig gewesen waren. Un-
ter anderem wurden damals auch Reaktivierungsversu-
che mit Dexamethason durchgefiihrt. Die errechneten
Werte fiir Sensitivitit (98% fiir ELISA1 und 94-99,3% fiir
ELISA2), sowie fiir Spezifitit (96,9% fiir ELISA1 und
81,5-98,5% fiir ELISA2) schneiden im Vergleich mit an-
deren Untersuchungen sehr gut ab. Vergleichbare oder
tiefere Werte fiir Sensitivitit und Spezifitit fanden ande-
re Autoren bei der Untersuchung von ELISAs zum Nach-
weis von Antikorpern gegen HIV (Spielberg et al., 1989;
Behets et al., 1991), Parvovirus B19 (Patou und Ayliffe,
1991), Herpes Simplex Typ 2 (Spiezia et al., 1990) oder
auch gegen das Virus der Enzootischen Bovinen Leukose
(EBL)(Molloy et al., 1990).

Die anschliessende vergleichende Untersuchung der
Proben aus dem Routinebetrieb mit beiden Tests zeigte
dann, dass die wahren Werte fiir Spezifitit wahrschein-
lich noch hoher als errechnet anzusetzen sind. Der
Grund fiir diese Aussage liegt darin, dass man bei einer
Spezifitit von 98% per definitionem erwarten konnte,
dass 2% der untersuchten Proben, also fast 30 der 1431,
«falsch-positiv» reagieren wiirden. Wir stellten jedoch
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nur je 3 falsch-positive Seren mit jedem Testsystem fest.
Da unser Routineuntersuchungsmaterial, wie aufgrund
der Seuchensituation erwartet werden konnte, keine po-
sitiven Proben enthielt, lisst sich die analoge Aussage fiir
die Sensitivitit nicht machen. Wiren jedoch «falsch-ne-
gative» Resultate mit grosser Hiufigkeit aufgetreten, so
hitte die Seuchenbekimpfung sicher nicht so erfolg-
reich verlaufen konnen.

Neben der Sensitivitit und Spezifitit interessierte natiir-
lich auch die Ubereinstimmung der Resultate in beiden
Tests. Bei der Untersuchung der Proben mit bekanntem
«Wahrheitswert» wurden 146 der 149 positiven Proben
von ELISA1 richtig eingeordnet. ELISA2 teilte nur 140
Proben korrekt als positiv ein. Es ist jedoch festzuhalten,
dass weitere 8 «<wahr-positive» Proben in der Kategorie
«nicht interpretierbar» erschienen, sodass die erwahn-
ten Proben einem alternativen Test unterworfen werden
mussten. Die entsprechenden Tiere hitten also nicht
unerkannt durch die Maschen der Diagnostik schliipfen
konnen. Aus diesem Grunde schien es uns gerechtfer-
tigt, wie in Tabelle 4 dargestellt, den entsprechenden
Spezifititswert nach oben zu korrigieren. Auf den glei-
chen Argumenten beruht auch die Korrektur des Sensiti-
vititswertes. Bei diesem Vergleich fillt natiirlich auf,
dass bei ELISA1 die Kategorie «nicht interpretierbar» of-
fensichtlich nicht existiert. Der Grund liegt darin, dass
im entsprechenden Testkit (Tabelle 1) zunichst ein
Screeningverfahren durchgefiihrt wird, wobei die klar
negativen und klar positiven Proben ausgeschieden wer-
den. Als «fraglich» interpretierte Proben (vgl. Tabelle 1)
werden mit einem mitgelieferten Verifikationstest nach-
untersucht und definitiv beurteilt. Aufgrund dieses Ver-
fahrens ergeben sich bei ELISA1 ausschliesslich definiti-
ve Resultate.

Bei der vergleichenden Untersuchung der Routinepro-
ben reagierten nur jeweils 3 der 1431 Serumproben in
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jedem Test kontradiktorisch. Interessanterweise handel-
te es sich dabei um die schlussendlich als «falsch-positiv»
beurteilten Proben. Eloit et al. (1991) stellten eine viel
geringere Ubereinstimmung zwischen verschiedenen
Tests zum Nachweis von AntikOrpern gegen IBR/IPV
fest. Man kann also aus unseren Untersuchungen schlies-
sen, dass die gepruften ELISA Systeme ein erstaunlich
hohes Mass an Ubereinstimmung der Resultate erreich-
ten.

Fiir die ELISA Systeme 3 und 4 zum Nachweis von Anti-
korpern gegen EBL konnten lingst nicht so umfangrei-
che und aussagekriftige Untersuchungen zu Sensitivitit
und Spezifitit durchgefiihrt werden, weil uns, mit Aus-
nahme der Referenzseren und des europiischen Stan-
dards (E4/10), keine Proben mit bekanntem Wahrheits-
wert zur Verfuigung standen. Da keiner der beiden Tests
in gleichem Masse wie ELISA2 fiir IBR/IPV als Standard
fiir EBL gesetzt werden konnte, war nur ein direkter
Vergleich der Resultate moglich. Da dieser Vergleich zu-
dem in einer negativen Population durchgefiihrt wurde,
konnen aus den vorliegenden Untersuchungen einzig
folgende Schliisse gezogen werden: Die Ubereinstim-
mung der Resultate mit beiden Tests war sehr hoch.
Beide Systeme erkannten ihre positiven Referenzseren
gegenseitig als positiv (nicht gezeigt) und reagierten klar
positiv mit dem europiischen Standard E4/10. Aufgrund
von Versuchen mit verdinnten EBL-positiven Seren
konnte zudem geschlossen werden, dass die Detektions-
limite der beiden gepriiften ELISA tiefer anzusiedeln ist,
als dies von den europiischen Richtlinien gefordert
wird. Um auch die sehr selten vorkommenden (H.K.
Miiller, personliche Mitteilung, 1992) schwach-positi-
ven Proben zu erfassen, gilt in der Schweiz folgende
Konvention (Institut fiir Viruskrankheiten und Immun-
prophylaxe, Mittelhdusern, nicht publiziert): Eine Probe
ist als positiv zu beurteilen, sofern sie stirker reagiert als
50% der Reaktion, welche der europdische Standard
E4/10 auf der gleichen Platte hervorruft.

Die Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit und Giiltig-
keit der Tests zeigten in erster Linie, dass solche Kontrol-
len zwar notwendig und wiinschbar, jedoch auch sehr
schwer zu beurteilen sind. Bei beiden Herstellern wur
den quantitativ unterschiedliche Reaktionen der Refe-
renzseren festgestellt. Diese Unterschiede machten sich
sowohl in einzelnen Dellen der gleichen Platte, unter
den gleichzeitig bearbeiteten Platten, sowie unter den
Testansitzen verschiedener Tage bemerkbar (Abbildun-
gen 1 und 2). Wihrend bei ELISA1 und 3 klare Kriterien
fiir die Testgiiltigkeit definiert sind, fehlen solche Anga-
ben fiir ELISA2 und 4 weitgehend. Ist dies nun als eindeu-
tiger Mangel zu qualifizieren? Wie aus Abbildung 1 her
ausgelesen werden kann, war bei ELISA1 zu beanstan-
den, dass der Test (in Abhdngigkeit von den Plattenlots)
offensichtlich seinen eigenen Kriterien allzuoft (bei 10
von 25 Tests) nicht gentigte. Dass in allen Fillen die
Resultate der Proben bei einer Wiederholung in einem
«gliltigen» Test reproduzierbar waren, ist wahrscheinlich
darauf zuriickzufithren, dass unsere Abklirungen auf
dem Hintergrund einer negativen Population erfolgten.
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Moglicherweise waren jedoch auch die Kriterien fiir die
Testgiiltigkeit vom Hersteller zu starr angesetzt. Die Fest-
setzung derart starrer Limiten war fiir ELISA2 und 4 aus-
geschlossen, weil ein wichtiges Element im praktischen
Einsatz dieser Tests die Forderung war, dass der Test von
Auge abgelesen werden konnte. Allerdings ist anzufii-
gen, dass auch 16 von 100 Platten bei ELISA2 aufgrund
laboreigener Kriterien den Anforderungen nicht geniig-
ten. Aus Abbildung 2 kann entweder geschlossen wer-
den, dass die Antigenbeschichtung auch innerhalb
mehrerer Platten des gleichen Lots deutlich variierte,
oder aber dass die Schwankungen auf Ungenauigkeiten
bei der Pipettierung durch die Pipettierstation zuriickzu-
fithren sind. Forschner und Heiseke (1988), die dhnliche
Beobachtungen bereits frither gemacht hatten, ge-
brauchten deshalb die relative Reaktion eines zusitzli-
chen positiven Serums zum positiven Standard auf der
gleichen Platte als weitere Kontrolle. Bei unseren Unter
suchungen wurde auf dieses Vorgehen verzichtet, da
nicht nur die Testkits an sich, sondern auch die Verhilt-
nisse unter Routinebedingungen gepriift werden soll-
ten. So sehr objektivierbare Kriterien aus der Sicht des
Anwenders der Testkits wiinschbar wiren, muss doch
zugegeben werden, dass die Festlegung solcher starrer
Regeln auch Nachteile mit sich bringt. Insbesondere
miissen die Seuchensituation und die Moglichkeiten der
Diagnostik geniigend Beruicksichtigung finden. Ahnli-
che Probleme wurden auch schon von anderen Autoren
angesprochen, im Zusammenhang mit serologischen
Ubersichtsuntersuchungen der nationalen Schweine-
herden auf des Vorliegen verschiedener Seuchen (Palati-
ni, 1988).

Die Notwendigkeit, einen Test infolge Ungiiltigkeit zu
wiederholen, ist deutlich abzugrenzen von der Verifika-
tion einzelner Testergebnisse, weil das Resultat beim
Screeningtest von ELISA1 und 3 «fraglich», bzw. bei ELI-
SA2 und 4 «nicht interpretierbar» lautete. Bei der Unter-
suchung der Proben aus dem Routinebetrieb mit ELISA1
(BR/IPV) war die Uberpriifung mit einem Verifikations-
test bei 5 von 1431 Seren (0,35%) und bei drei von 440
Milchproben (0,68%) notwendig. Beim EBL Test (ELI-
SA3) wurden 22 von 1431 Seren (1,54%) und 13 von 440
Milchproben (2,95%) nachgepriift. Im Vergleich dazu
mussten mit ELISA2 (IBR/IPV Test) 6 von 1’431 Seren
(0,42%) und eine einzige Milchprobe (0,91%) nachunter-
sucht werden. Bei ELISA4 (EBL Test) waren 2 von 1431
Seren (0,14%) und keine einzige Milchprobe (0%) zu
uberpriifen. Tiere wihrend der Serokonversion und an-
dere Tiere mit sehr niedrigen Antikorpertitern, welche
infolgedessen im ELISA in der Kategorie «nicht interpre-
tierbar» eingestuft werden, wiirde man in erster Linie
wihrend einer aktiven Ausbreitunsphase einer Seuche
oder wihrend ihres Riickganges infolge der Bekimpfung
erwarten. Aufgrund der aktuellen Seuchensituation in
der Schweiz erstaunt es nicht, dass die Verifikation in
Bestitigungstests nur sehr selten notwendig war.

Bei ELISA1 und 3 werden entsprechende Verifikations-
tests mit dem Kit mitgeliefert. Diese basieren, dhnlich
wie ELISA2 und 4 auf der Reaktion der Proben mit Virus-
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antigen und mit Kontrollantigen. Ein prozentualer Anteil
der Bestitigungstests ist im Kit vorhanden. Im Gegensatz
dazu ist die Verifikation von nicht interpretierbaren Er-
gebnissen bei ELISA2 und 4 nicht vom Hersteller gere-
gelt, sondern dem Benutzer iiberlassen. In der Schweiz
wird diese Liicke geschlossen, indem der Gesetzgeber
bei der Untersuchung auf Antikorper gegen IBR/IPV den
Virusneutralisationstest, bei EBL den Immundiffusions-
test als Referenzmethode vorschreibt. Beide Tests sind
beziiglich Sensitivitit dem jeweiligen ELISA unterlegen,
sodass die «Verifikation» unter Einbezug weiterer Proben
erfolgen muss, wenn man nicht eine Fehlinterpretation
riskieren will.

Da gesamthaft die Qualitit beider Tests sehr hoch war,
durften technische und finanzielle Aspekte bei der Eva-
luation mit berticksichtigt werden. Hier kommen die Un-
terschiede zwischen den beiden Testsystemen zum Tra-
gen (Tabelle 1). Bei ELISA1 und 3 wird in jeder Delle ein
anderes Serum, bzw. eine andere Milchprobe getestet,
sodass auf einer einzigen Platte 92 Proben zur Untersu-
chung gelangen konnten. Allerdings ist hierzu zu bemer-
ken, dass in der Schweiz der Gesetzgeber einen doppel-

La sensibilité et la spécificité de deux systemes
ELISA pour la détection d’anticorps contre la

‘ RBI 1 ont été testees et comparée L

sensibilité d’au moins 98% pour I’ ELISA1 (Herd-
Check®:anti-IBR) et de 94-99,3% pour 'ELISA2
(Checkit®: Trachitest). La spécificité de 'ELISA1
était de 96,9% alors que celle de 'ELISA2 était
de 81,5 2 98,5%. Pour les examens de routine,
' < tests étaient remarquablement en ac-
cord. Pour chaque test, seulement 3 des 1431
sérums testés ont donnés des résultats contradic-
toires. Un examen supplémentaire a confirmé
qu’il s’agissait trés probablement de résultats
faux-pos:tﬂs Des résultats comparables ont été
tenus lors de l’analysc d’échantillons de lait.
Les spécimens de sérum et de lait ont aussi été
testés pour les anticorps du virus de la _LBE a
l’aide d’un ELISA du méme fabricant. Parce que
trop peu d’échantillons avec une valeur connue
€taient a dlsposmon, seulement la comparaison
des deux tests mais 'p e leur sensibilité et
spécificité a été considérée. Seulement 6 de
1431 échantillons de sérum analysés ont donnés
des résultats contradictoires.
Les 4 tests commerciaux évalués ont étés jugés
de bonne qualite, malgre les défauts techmques

f o
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ten Probenansatz vorschreibt. Dadurch werden Fehler
im Testablauf (speziell falsch negativ durch Fehlmanipu-
lation) eher erkannt. Gerade im Zeitalter der Laborauto-
matisation ist dieser Faktor nicht zu vernachlissigen. Fir
ELISA2 und 4 werden also etwa doppelt so viele antigen-
beschichtete Platten wie fiir ELISA1 und 3 bendtigt. Ent-
sprechend fillt natiirlich der Verbrauchsanteil anderer
Materialien, wie Verdiinnungs- und Waschfliissigkeit,
Konjugat und Substrat aus.

Zum technischen Ablauf der Untersuchungen ist zu be-
merken, dass ELISA2 und 4 problemlos automatisiert
und sowohl von Auge abgelesen als auch mit dem Photo-
meter ausgewertet werden konnen. Bei ELISA1 und 3 ist
die Anwendung von Laborautomaten bis jetzt fast un-
moglich, weil der Test als komplettes Kit geliefert wird.
Alle Zutaten, selbst die Verdiinner- und Waschlosungen,
unterscheiden sich von System zu System und sind nur
in ausreichender Menge fiir die entsprechende Anzahl
Untersuchungen vorhanden. Da zudem die Rezepte der
Reagentien geheim gehalten werden, konnen die Tanks
der Laborautomaten mit den gelieferten Mengen nicht
gefiillt werden. Somit wird die automatische Probenver-

~ Confronto fra ue sistemi ELISA per
~laccertamento ( ' mro mﬂlva
~ econtro EBL .

Sensitivita e specificita di due sistemi ELISA per
l'accertamento di anticorpi contro IBR/IPV sono
f“stati analizzati ¢ confrontatx fra d1 loro. L’esame ~

I’ELISA1 (HerdCheck®. anti-IBR) e del 94-99.3%
per ’ELISA2 (Checkit®: Trachitest). La specificita
dell’ELISA1 era nell’ordine del 96,9%, mentre

_ per r ELISA2 fu calcolata una sg ec:ﬁmta che

ariava dal 81,5 fino al 98,5%. Tt

~ davano nell’analisi di routine gli stessi risultati.
Solo in tre casi su 1431 sieri si ebbero dei risul-
tati contradditori. In seguito in un esame supple-
mentare risultarono essere con molta probabilita

~ delle prove positive false. Risultati molto conco:

~ danti furono pure ottenuti con I'analisi di

- prove del latte. I sieri e il latte usati nelle analisi
di routine furono pure usati per la determina-
zione degli anticorpi contro EBLV, impiegando
P'ELISA degli stessi produttori. Per la mancanza di

- materiale del quale si conosceva il Valore fu solo .

~ possibile determinare la concor '

~ test, non pero la sensitivita e la Speciﬁcitﬁ. Solo
6 dei 1431 sieri diedero risultati discordanti. Tut-
ti e quattro i Test Kit analizzati furono giudicati

~qualitativamente molto buoni, anche se sono

- stati scoperti alcuni difetti tecnici e organizzativi.
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teilung und Plattenwaschung verunmoglicht. Uberdies
ist eine Augenablesung der Resultate nicht moglich. Man
ist auf die Ablesung mit einem Photometer und die Be-
rechnung des P/PK Quotienten (vgl. Tabelle 1) mit ei-
nem Rechner angewiesen. Im Gegensatz zur fritheren,
aktiven Seuchenbekimpfungsphase, wo die Augenable-
sung einen wesentlichen Anteil zur Durchfiihrbarkeit
der Kampagne leistete, ist beim heutigen Seuchenstand
die Ablesung und Auswertung der Ergebnisse mit einem
Photometer und einem Rechner eher als Vorteil denn als
Nachteil einzustufen. Durch die Aufnahme der Resultate
in Datenbanksysteme konnen die Ergebnisse leichter
wissenschaftlichen Analysen unterworfen werden, was
auf lange Sicht der Qualititssicherung unserer Diagno-
stik sicher forderlich ist.

Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Untersu-
chungen geschlossen werden, dass die gepriiften Diag-
nostika qualitativ hoch einzustufen sind, dass aber bei
beiden Tests weitere Verbesserungen denkbar wiren. In
jedem Fall muss die Auswahl und Zulassung von solchen
Diagnostika in den Gesamtrahmen einer Seuchenbe-
kimpfungsstrategie gestellt werden.
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