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Abstract: Potential etiological relevance for gastroenteric disorders including diarrhea has been
assigned to Arcobacter butzleri. However, standard routine diagnostic algorithms for stool samples of
patients with diarrhea are rarely adapted to the detection of this pathogen and so, A. butzleri is likely
to go undetected unless it is specifically addressed, e.g., by applying pathogen-specific molecular
diagnostic approaches. In the study presented here, we compared three real-time PCR assays targeting
the genes hsp60, rpoB/C (both hybridization probe assays) and gyrA (fluorescence resonance energy
transfer assay) of A. butzleri in a test comparison without a reference standard using a stool sample
collection with a high pretest probability from the Ghanaian endemicity setting. Latent class analysis
was applied with the PCR results obtained with a collection of 1495 stool samples showing no signs
of PCR inhibition to assess the real-time PCR assays’ diagnostic accuracy. Calculated sensitivity
and specificity were 93.0% and 96.9% for the hsp60-PCR, 100% and 98.2% for the rpoB/C-PCR, as
well as 12.7% and 99.8% for the gyrA-PCR, respectively. The calculated A. butzleri prevalence within

Microorganisms 2023, 11, 1313. https://doi.org/10.3390/microorganisms11051313

https:/ /www.mdpi.com/journal/ microorganisms



Microorganisms 2023, 11, 1313

20f13

the assessed Ghanaian population was 14.7%. As indicated by test results obtained with high-titer
spiked samples, cross-reactions of the hisp60-assay and rpoB/C-assay with phylogenetically related
species such as A. cryaerophilus can occur but are less likely with phylogenetically more distant
species like, e.g., A. lanthieri. In conclusion, the rpoB/C-assay showed the most promising performance
characteristics as the only assay with sensitivity >95%, albeit associated with a broad 95%-confidence
interval. In addition, this assay showed still-acceptable specificity of >98% in spite of the known cross-
reactivity with phylogenetically closely related species such as A. cryaerophilus. If higher certainty is
desired, the gyrA-assay with specificity close to 100% can be applied for confirmation testing with
samples showing positive rpoB/C-PCR results. However, in case of a negative result in the gyrA-assay,
this cannot reliably exclude the detection of A. butzleri in the rpoB/C-assay due to the gyrA-assay’s
very low sensitivity.

Keywords: Arcobacter; Aliarcobacter; real-time PCR; evaluation; test comparison; molecular diagnostics

1. Introduction

Arcobacter butzleri (homotypic synonym “Aliarcobacter butzleri”), formerly addressed
as Campylobacter butzleri and first described in 1991, is a facultatively pathogenic bacterium
from the order Campylobacterales and the family Arcobacteraceae [1-5]. Moreover, in
1991, the genus name Arcobacter was proposed [6]. Arcobacter spp. are phylogenetically
closely related to Campylobacter spp. [7]. Nevertheless, the phenotypic characteristics of
the genera are partly different [8]. In human patients, A. butzleri has been associated
with partly severe infections comprising diarrhea including travelers’ diarrhea, enteritis,
gangrenous appendicitis, peritonitis, endocarditis and bacteremia and accordingly, it has
been regarded as an emerging pathogen since 2002 [9-13]. Nosocomial transmission has
been reported [14].

Next to A. butzleri, the likely importance of A. cryaerophilus, A. skirrowii and other
species for human enteric disease has been suggested, mostly due to epidemiological
associations or based on case reports [12,15-18]. Other species, such as, e.g., A. lanthieri,
have been primarily associated with livestock [19], although virulence factors with likely
relevance for human disease have been found in their genomes as well [20-22]. Altogether,
the etiological relevance of A. butzleri is considered to be the best established [15,16]. Cell
invasion, induction of immune responses and toxin production have been associated with
its pathogenic potential [16,18,23]. As expected, due to phylogenetic relatedness, various
virulence genes are homologous to those in Campylobacter spp. [24]. In particular, invasive
and adhesive properties have been demonstrated [25]. Selection of the microorganism
under antibiotic pressure can be facilitated by its pronounced resistance to antimicrobial
drugs or even multidrug-resistance [16,26]. In a recent meta-analysis on Arcobacter spp. [27],
high minimum inhibitory concentrations, suggestive of a lack of antimicrobial susceptibility,
were recorded, particularly for beta-lactams with up-to 99.2% and 97.4% for penicillin
derivates and cephalosporines, respectively, followed by macrolides with up-to 39.8%,
fluoroquinolones with up-to 14%, aminoglycosides with up-to 12.9% and tetracyclines with
up-to 7.1%. Further, sequencing approaches have shown a high diversity of sequence types,
mostly without clear-cut associations to specific hosts or geographic regions [24].

Livestock, including poultry and pigs, has been identified as a reservoir of A. butzleri, and
raw meat products, as well as contaminated water, are of relevance for the pathogen'’s transmis-
sion [15,24,28-31]. Accordingly, A. butzleri-associated disease is considered zoonotic [32]. Meat
contamination is assumed to be caused by spillage of gastrointestinal fluids from animals during
the slaughtering process [12]. Adverse environmental conditions such as food processing and
storage can be survived by the microorganism, supporting its spread to human individuals [16].

Culture-based isolation and differentiation of A. butzleri is still not a standardized
routine procedure in diagnostic laboratories assessing human sample materials [15,32]. The
lack of standardized diagnosis has also been blamed for the lack of reports of A. butzleri-
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associated disease in regions where the microorganisms are known to be highly prevalent
like, e.g., in Nigeria [33]. Though cultural growth of Arcobacter spp. in microaerobic or
aerobic atmosphere is feasible, and—other than Campylobacter spp.—the microorganisms
even grow at low temperature of 15 °C, common growth protocols suggest enrichment
steps, i.e., use of selective broths and agars to suppress concomitant bacterial flora, as well
as incubation times of 4-5 days [13,23,34]. A. butzleri also grows on standard agars such
as blood agar, chocolate agar and MacConkey agar under standard conditions such as a
temperature of 37 °C and an atmosphere enriched with 5% CO,, with colonies showing
positive results in cytochrome oxidase and motility testing [13]. Biochemical differentiation
is challenging [12,13], and the reliability of matrix-assisted laser-desorption-ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI) largely depends on the quality of the underlying
database as reported elsewhere [18]. Accordingly, A. butzleri-associated gastroenteritis is as-
sumed to frequently go undetected, making an estimation of the role of this microorganism
in infectious gastroenteritis challenging [12]. In line with this, a previously reported associ-
ation of Arcobacter spp.-isolations with 0.11% to 1.25% of diarrhea cases might considerably
underestimate the microorganisms’ true prevalence [18].

Considering the challenges of traditional culture-based Arcobacter spp.-detection and
identification in the diagnostic routine setting [12,13,15,18,23,32-34], molecular diagnostic
approaches based on PCR or real-time PCR with or without subsequent sequence analysis
were established [13,35]. Of note, however, early Arcobacter spp.-specific PCR assays
targeting genes such as gyrA or the 16S and 23S ribosomal RNA genes showed restricted
diagnostic accuracy including cross-reactions with non-target species [35]. For various
Arcobacter spp., including A. butzleri, fluorescence resonance energy transfer (FRET)-based
and hybridization probe-based real-time PCR assays have been introduced, established
and applied for human diagnostic, agricultural and environmental use [17,36-47]; however,
the validation studies were usually based on quite limited sample counts.

In the study presented here, the aim was to contribute to available evidence on the
diagnostic accuracy of selected A. butzleri-specific real-time PCR assays [36-38] based on a
test comparison without a reference standard [48], applying latent class analysis [49] and
using a sample collection with unknown A. butzleri prevalence but expected high pretest
probability due to a known high local abundance of this microorganism [26].

2. Materials and Methods
2.1. Residual Volumes of Sample Materials Used for the Test Comparison, Inclusion and
Exclusion Criteria

The test comparison of the three assessed real-time PCR assays for the detection of A.
butzleri in human stool samples was conducted in two steps. In a first step, 65 stool samples
were spiked to high final concentrations of about 107 colony-forming-units (cfu) per uL.
with clinical and environmental A. butzleri strains (n = 30), A. cryaerophilus strains (n = 22),
livestock-associated A. lanthieri strains (n = 12) [19] and a single Campylobacter coli strain as
an outstander from a strain collection at the University of Magdeburg, Germany. Those
spiked samples with high pathogen density were used to assess the general applicability
of the compared assays, applying samples with known expected results in the first but
superficial proof-of-principle. Dilution steps were not included in the proof-of-principle
spiking experiments; respective dilution series to identify the applied real-time PCRs’
technical detection thresholds were performed with standardized positive control plasmids
as described below instead.

In a second step, residual volumes of nucleic acid extraction eluates of stool samples
taken from Ghanaian individuals with an expected high pretest probability of being colo-
nized or infected with A. butzleri were included in a test comparison without a reference
standard. The high pretest probability was assumed due to a known high local abundance
of the microorganism in Western Africa [26,33]. Results of other diagnostic tests targeting
this parameter, such as, e.g., cultural growth, were not available for these materials. The
sample collection comprised a total of 1570 samples collected in the course of both a study
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on Ghanaian HIV patients [50,51] and an assessment of the epidemiology of gastroenteric
pathogens in Ghanian children <2 years of age about 10 years in the past (unpublished).
All samples containing sufficient material for all compared test assays were included in
the assessment. Samples showing sample inhibition in the inhibition control PCR as detailed
below were subsequently excluded from the calculation of diagnostic accuracy parameters.
In line with the ethical requirements for this test assessment as detailed below, complete
anonymization of the samples was required for the analysis; thus, patient specific details
such as age, sex or clinical symptoms cannot be provided for this study. This is an admitted
deviation from the Standards of Reporting Diagnostic Accuracy (STARD) criteria [52].

2.2. Nucleic Acid Extraction and Storage

Nucleic acids had been extracted, applying the QIAamp stool DNA mini kit (Qiagen,
Hilden, Germany) as described by the manufacturer and stored at —80 °C until application
for the test comparison.

2.3. Real-Time PCR Assays Comparatively Applied for the Detection of Arcobacter butzleri

The compared assays comprised two hybridization probe-based real-time PCRs tar-
geting the rpoB/C gene [37] and the hsp60 gene [38] of A. butzleri as well as a FRET-based
real-time PCR designed to target the gyrA gene of A. butzleri, A. cryaerophilus, Arcobacter
cibarius and Arcobacter nitrofigilis at different distinguishable melting temperatures [36]. The
protocols were adapted to be run on Corbett Q cyclers (Qiagen, Hilden, Germany), resulting
in minor modifications from the originally published run conditions [36-38]. Details on
the applied oligonucleotides, reaction chemistry and run protocols are provided in Ap-
pendix A, Tables A1-A3. A PCR-grade water-based negative control and a plasmid-based
positive control were included in each run. The sequence insert of the positive control
plasmid, which had been inserted in a pEX A128 vector backbone (eurofins Genomics,
Luxemburg), is shown in Appendix A, Table A3. Based on dilution series of the positive
control plasmid, technical detection thresholds of 37.1 copies per pL for the isp60 and the
gyrA PCR as well as of 370.5 copies per uL for the rpoB/C PCR were estimated, applying the
internet-based software “Calculator for determining the number of copies of a template”
(URI Genomics and Sequencing Center, https://cels.uri.edu/gsc/cndna.html, last accessed
on 8 March 2023). Sample inhibition was confirmed or ruled out, applying a previously
described real-time PCR targeting a Phocid herpes virus (PhHV) sequence as described
elsewhere [53].

2.4. Diagnostic Accuracy Estimation, Agreement and Comparison of Obtained Cycle Threshold
(Ct) Values

In the first step of the evaluation, the spiked stool samples were used to assess the
general applicability of the compared real-time PCR assays. Accordingly, obtained cycle
threshold (Ct) values were just descriptively recorded and assessed. Next to this, this step
was conducted to identify the A. butzleri- and A. cryaerophilus-specific melting temperature
for the adapted run conditions of the gyrA-PCR, in addition to the use of the positive control
plasmid containing an A. butzleri-specific gyrA-sequence for this purpose.

In the second step, latent class analysis (LCA) [48,49,54] was applied to estimate the
diagnostic accuracy—i.e., sensitivity and specificity for the detection of A. butzerli—of the
compared real-time PCR assays. In short, LCA is a variant of structural equation models.
Thereby, a latent non-observable variable, i.e., the “true” infection or colonization status of
the tested individuals with A. butzleri, is estimated over directly observed variables, i.e., the
recorded test results for different A. butzleri-specific target sequences [48,49,54]. Thereby,
only real-time PCR signals in the gyrA-PCR with A. butzleri-specific melting temperature
were counted as A. butzleri positive in this assay, while gyrA-PCR signals with melting
temperatures suggestive of A. cryaerophilus or other microorganisms were considered as
gyrA-negative for the target pathogen A. butzleri. As the gyrA sequence is highly under
mutation pressure both naturally and under quinolone treatment, a melting temperature
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deviation from the expected melting temperature within the £1 °C range was still accepted
as species specific. In addition, LCA was applied to perform a diagnostic accuracy-adjusted
prevalence estimation for A. butzleri in the assessed sample population. In line with the
suggestions by Landis and Koch [55], Fleiss’ kappa was calculated for the agreement
between the compared real-time PCR assays and interpreted as described in [55]. In
addition, measured cycle threshold (Ct) values were recorded and descriptively compared.
Typical sigmoid-shaped real-time amplification curves were considered as positive signals
without specific Ct value cut-offs for this assessment. All statistical assessments were
conducted with the software Stata/IC 15.1 for Mac 64-bit Intel (College Station, TX, USA).

2.5. Ethics

Ethical clearance for the anonymized use of residual volumes of sample materials for
test comparison purposes was provided by the medical association of Hamburg, Germany,
(reference number: WF-011/19, obtained on 11 March 2019) without further requirement
for informed consent.

3. Results
3.1. Quantitative and Qualitative Results Obtained with Spiked Sample Materials

All applied A. butzleri-specific real-time PCRs correctly identified all 30 stool samples
spiked with A. butzleri at high titer as described above. Cross-reactions with high-titer A.
cryaerophilus-spiked stool samples were observed in 6 out of 22 cases for the hsp60-PCR and
in 16 out of 22 cases for the rpoB/C-assay. For the hsp60-PCR, the mean Ct-value difference
between A. butzleri-spiked samples and A. cryaerophilus-spiked samples was 14.9; for the
rpoB/C-PCR, it was 4.5 Ct steps. The gyrA-assay showed an expected reaction with 21 out of
22 A. cryaerophilus-spiked samples, albeit with a clearly discriminable melting-temperature
compared to A. butzleri-spiked samples. Of note, a moderate Ct-value difference of 7.3 was
seen for the gyrA-PCR in comparison of A. butzleri- and A. cryaerophilus-spiked reference
samples as well. All 12 assessed samples spiked with A. lanthieri showed negative results
in the three assessed real-time PCR assays. Details are provided in Table 1 and its footnote.
The single included “outstander” sample spiked with C. coli showed a signal in the rpoB/C-
PCR only at a very high Ct value of 35.0, i.e., 18.6 Ct steps after the mean value of the
samples spiked with A. butzleri.

Table 1. Positive real-time PCR signals in stool samples spiked with either A. butzleri, A. cryaerophilus
or A. lanthieri.

rReal-Time PCR Target

SyrA rpoB/C hsp60

Number and percentage of positive signals with samples spiked with A.

butzleri, n/n (%)

30/30 (100%)  30/30 (100%)  30/30 (100%)

Ct values measured with samples spiked with A. butzleri, mean (+SD) 22.2 (+4.6) 16.4 (£3.8) 16.6 (+3.4)
Melting temperature in °C (£SD) with A. butzleri 65.7 (£<0.1) n.a. n.a.

Number and percentage of positive signals with samples spiked with A.

cryaerophilus, n/n (%)

0/22 (0%) ° 16/22 (72.7%)  6/22 (27.3%)

Ct values measured with samples spiked with A. cryaerophilus, mean (£SD) n.a. 20.9 (+2.7) 31.5 (£0.6)
Melting temperature in °C (£SD) with A. cryaerophilus 60.5 (+0.3) n.a. n.a.
Number and percentage of positive signals with samples spiked with A. o o o
lanthieri, n./n (%) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 0/12 (0%)
Ct values measured with samples spiked with A. lanthieri, mean (+SD) n.a. n.a. n.a.
Melting temperature in °C (£SD) with A. lanthieri na. na. na.
Significance level P for differences of the measured Ct values of A. butzleri ne. 0.0003 <0.0001

and A. cryaerophilus *

n = number; % = percent; Ct = cycle threshold; n.e. = not estimable; n.a. = not applicable; SD = standard deviation.
* Calculation based on Mann-Whitney U testing. ° Twenty-one out of twenty-two (95.5%) samples were positive
with clearly distinguishable melting temperature (see main text) and a significance (p = <0.0001) for higher Ct
values of 29.5 (+-4.1) compared to the samples spiked with A. butzleri.
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3.2. Sensitivity and Specificity of the Assays as Calculated Based on Latent Class Analysis (LCA),
Agreement between the Compared Assays and Accuracy-Adjusted Prevalence Estimations

For the LCA-based assessment of diagnostic accuracy, 75 samples showing PCR inhi-
bition were excluded, resulting in a total number of 1 = 1495 included residual volumes
of Ghanaian stool sample materials. As detailed in Table 2, the number of positive PCR
signals within these included samples ranged from # = 30, as recorded with the gyrA-PCR,
to n = 245, as recorded with the isp60-PCR. Focusing on diagnostic accuracy, calculated
sensitivity showed a broad spectrum ranging from 12.7% to 100% with rpoB/C-PCR, hsp60-
PCR and gyrA-PCR in declining order of sensitivity. Calculated sensitivity >95% was
observed for the rpoB/C-PCR only, albeit with a broad 95%-confidence interval. The cal-
culated specificity values were much closer together, ranging from 96.8% to 98.8% with
gyrA-PCR, rpoB/C-PCR and hsp60-PCR in declining order of specificity. The agreement
kappa calculated for the results of all three compared PCRs was only moderate, as shown in
Table 2, and mainly driven by the influence of the gyrA-PCR results. If only the hsp60-PCR
and the rpoB/C-PCR were compared, the agreement kappa would rise to almost perfect
with a value (95%-confidence interval) of 0.812 (0.771-0.852) (Table 2). Concordance and
discordance between the individual real-time PCR assays are visualized in Table 3. Based
on the LCA-assessments, a prevalence of 14.8% colonization or infection with A. butzleri
was calculated for the assessed Ghanaian stool sample collection (Table 2).

Table 2. Agreement kappa between the three compared real-time PCR assays targeting A. butzleri
as well as sensitivity, specificity and accuracy-adjusted prevalence as calculated with latent class
analysis (LCA) based on the assessment of 1495 samples, not showing PCR inhibition with high
pre-test probability.

Total Number (1) of . o e s e
Assay Included Samples Positives (%) Sensitivity (0.95 CI) Specificity (0.95 CI) Kappa (0.95 CD
gyrA 1495 30 (1.91) 0.1267 (0.0876, 0.1797)  0.9984 (0.9936, 0.9996) 0.436
rpoB/C 1495 244 (16.32) 1(0,1) 0.9818 (0.9499, 0.9935) 0403, 0472)
hsp60 1495 245 (16.39) 0.9298 (0.7513, 0.9831)  0.9688 (0.9576, 0.9771) B
Prevalence
(0.95CI) 0.1477 (0.1258, 0.1726)
CI = confidence interval.
Table 3. Cross-table detailing mismatches between the real-time PCR assays targeting A. butzleri.
SyrA rpoB/C hsp60
Negative Positive Negative Positive Negative Positive
A Negative 1465
&y Positive 0
Negative 1249
rpoB/C Positive
Negative
hp60 Positive 26 206 0

Green = matching results; Red = mismatching results; Black = not filled in to avoid repetition.

3.3. Comparison of the Recorded Cycle Threshold (Ct) Values

Recorded median cycle threshold values ranged from 32 to 40.5 over all three assessed
real-time PCRs for the 1495 samples without recorded PCR inhibition included in the LCA
assessment and excluding the above-mentioned gyrA-PCR results with melting tempera-
tures non-indicative for A. butzleri. Thereby, hsp60-PCR, rpoB/C-PCR and gyrA-PCR were
arranged in inclining order of median Ct values (Table 4). While the measured median
Ct values of hsp60-PCR and rpoB/C-PCR were quite similar, the values obtained with the
gyrA-PCR were on average 6 to 9 Ct steps higher.
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Table 4. Recorded cycle threshold (Ct) values of the real-time PCRs targeting A. butzleri.

n Mean (SD) Median (q25, q75)
gyrA 30 39.83 (2.41) 40.5 (39, 41)
rpoB/C 244 33.55 (1.77) 34 (33, 35)
hsp60 25 31.86 (1.58) 32 (31, 33)

SD = standard deviation; q25 = 25%-quartile; q75 = 75%-quartile.

4. Discussion

Considering the yet-poor standardization of the diagnosis of Arcobacter butzleri in
human stool samples in the routine diagnostic setting, the study was conducted to com-
paratively assess the diagnostic accuracy of three published real-time PCR assays with
different target genes in a latent class analysis (LCA)-based test comparison without a
reference standard using a sample collection with high pretest probability. The assessment
led to a number of results.

First, the initial assessment with stool samples spiked at high titers with either A.
butzleri or the phylogenetically closely related A. cryaerophilus indicated that all assessed
real-time PCR assays are not perfectly specific for A. butzleri but have the potential of cross-
reaction with phylogenetically related Arcobacter species. The lack of positive real-time
PCR signals with samples spiked with 12 A. lanthieri strains at least indicates that such
cross-reactions do not necessarily occur with all representatives of the genus. The observed
cross-reaction of the rpoB-assay with the single “outstander” sample, which was high
titer-spiked with Campylobacter coli, was considered as hardly relevant for the diagnostic
situation due to the extraordinarily large associated Ct value shift. While the reaction
with A. cryaerophilus was expected for the gyrA-assay due to its design [36] and could be
easily discriminated from reactions with A. butzleri due to distinct melting temperatures,
such a discrimination was unfeasible for the hybridization probe-based rpoB/C-assay and
hsp60-assay. However, Ct-values shifts of 14.9 when comparing A. butzleri-spiked samples
and A. cryaerophilus-spiked samples in the hsp60-PCR, and of 4.5 when comparing them
in the rpoB/C-PCR, indicated base-mismatching-associated reduced likeliness of cross-
reaction with A. cryaerophilus. This might result in lower susceptibility of the hybridization
probe assays to non-specific reactions in case of use with clinical samples without spiking-
associated exorbitantly high concentrations of pathogen DNA. Nevertheless, the results
confirm the previously described challenges regarding the design of PCR assays with
reliable selectivity for A. butzleri [35].

Second, LCA-based prevalence estimation of 14.7% A. butzleri-positive cases among
the assessed Ghanaian stool samples confirmed the study’s assumption that the chosen
specimen collection was associated with high pre-test probability. This finding matches
previous reports on A. butzleri prevalence rates in Ghanian livestock being even higher
than Campylobacter spp.-prevalence rates [56] next to reports on high enteric infection
and colonization rates with bacterial pathogens in Ghanaian individuals [57,58] and on
high A. butzleri-prevalence rates in Western African Nigeria [33]. In line with the ethical
clearance of the here-presented study, the residual volumes of the samples were completely
anonymously assessed; thus, no statements on epidemiological features such as age, sex
and symptom associations can be provided. As stated above, this design is an admitted
deviation from STARD criteria [52]. However, it is nevertheless in line with diagnostic
routine conditions, despite the long storage of extracted DNA, because as-good-as-possible
diagnostic accuracy for the detection of the target pathogen is required irrespective of the
epidemiological background.

Third, and in line with previous findings [35], the LCA-assessment indicated con-
siderable difference regarding the diagnostic accuracy of the assessed three published
real-time PCR assays for the detection of A. butzleri [36-38]. The FRET-assay targeting
the gyrA gene [36] showed the best specificity of close to 100%, albeit for the price of a
very low sensitivity of less than 15%. Considering the high Ct values measured for the
gyrA-PCR-positive Ghanian sample materials, it is likely that target DNA quantities close
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to the PCR’s detection threshold have been the reason for the poor sensitivity result. A
10-fold higher detection threshold observed with the dilution series of the positive control
plasmid compared to the hsp60-assay and the rpoB/C-assay as described above also speaks
in favor of this conclusion. The hybridization probe-based hsp60-assay showed intermedi-
ate sensitivity of only slightly less than 95% but the comparably worst specificity of less
than 97%. The latter is also the reason for the calculated sensitivity being lower than the
calculated sensitivity of the rpoB/C-assay, although more positive results were obtained
with the hsp60-assay from the sample collection. Focusing on the observed higher likeliness
of the rpoB/C-assay to cross-react with A. cryaerophilus-spiked samples compared to the
hsp60-assay, the latter’s worse specificity might be considered surprising. However, the
melting curve analysis of the non-A. butzleri-associated positive results in the gyrA-assay
indicated a very low prevalence of only six samples positive for A. cryaerophilus, of which
four showed negative reactions in the hsp60-assay. Due to the quantitatively low relevance
of A. cryaerophilus as a potentially cross-reacting agent in the Ghanaian sample collection,
its effect on the diagnostic accuracy estimations has most certainly been negligible. The
rpoB/C-assay was the only assay with a calculated sensitivity of more than 95%, at least
if the uncertainty due to the broad 95%-confidence interval is accepted, associated with
a still-acceptable specificity of slightly more than 98%. In spite of the large confidence
interval of the rpoB/C-PCR’s estimated sensitivity, the true sensitivity of the assay is never-
theless likely to be actually high due to the observed combination of (a) a high absolute
number of positive PCR signals; (b) the almost perfect agreement of its results with the
results of the hsp60-assay, which showed sensitivity only slightly lower than 95%; and (c)
the quite-acceptable specificity. The rpoB/C-assay’s relatively good specificity may seem
surprising considering the high rate of observed matching between positive rpoB/C-PCR
results and positive gyrA-PCR results, with melting curves indicative of non-A. butzleri
DNA. However, the observed non-A. butzleri-specific melting curves may have been due to
co-colonization of the stool donators’ gut with both A. butzleri and microorganisms with
DNA more readily reacting with the gyrA-assay and so, it cannot be assumed for certain
that the associated rpoB/C-PCR results must have been false positive in all these instances.
The same applies to positive isp60-PCR results in concordance with non-A. butzleri-specific
positive gyrA-PCR signals. This co-colonization hypothesis is supported by the finding of
quite-similar mean Ct values in 1sp60-PCR and rpoB/C-PCR, respectively, irrespective of
the observation of A. butzleri-specific or non-A. butzleri-specific melting temperatures in
the gyrA-RCR. In contrast, the broad spectrum of observed melting temperatures in the
case of non-A. butzleri-specific positive gyrA-PCR signals indicates that several phylogeneti-
cally related non-target microorganisms potentially associated with cross-reactivity were
abundant in the sample collection.

This study has a number of limitations. First, a culture-based reference standard for
the test comparison was not available. Respective attempts were unfeasible due to the
retrospective design of the study. However, due to the lack of standardization regarding
the cultural growth-based diagnosis of A. butzleri, uncertainties regarding the sensitivity
and specificity of such an approach, even from fresh sample materials in the case of a
prospective study design, would have limited its value as a reliable reference standard
for the test comparison. Second, the choice of microorganisms used for the initial spiking
experiments was restricted by the availability within the research group. However, the
spiking approach was considered as no more than an initial proof-of-principle, while the
main study was based upon the LCA approach. Third, lacking funding of this investigator-
initiated investigation made sequencing-based confirmatory testing from all obtained PCR
amplicons unfeasible; thus, LCA was applied for the diagnostic accuracy estimation. Due to
this lack of a sequencing option, unfortunately, gyrA PCR signals with melting temperatures
different from the expected values for A. butzleri and A. cryaerophilus could not be resolved.
Fourth, and as repeatedly stated above, the ethical requirement of thorough anonymization
for the test comparison made any comparison of A. butzleri detections, both qualitatively
and with focus on recorded Ct values, with clinical symptoms of the assessed individuals
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unfeasible. Future studies should be conducted in order to address this highly relevant
issue and to estimate the clinical relevance of such real-time PCR findings. Fifth, and as an
intrinsic limitation of the chosen mathematic approach, the principle of LCA implies that
the calculated diagnostic accuracy does not necessarily refer specifically to A. butzleri but
to a meta-structure sharing genetic elements detected by the three compared assays. This
might as well mean a combination of A. butzleri and other phylogenetically closely related
microorganisms abundant in the assessed Ghanaian stool samples. The observation of
potential cross-reactivity within the Arcobacter/*Aliarcobacter” genus described in this study
makes this option rather likely. Accordingly, LCA can help to estimate prevalence rates on
a population level but cannot decide on the correctness of an individual PCR result.

5. Conclusions

In conclusion, imperfect diagnostic accuracy was observed for all assessed real-time
PCR assays for the detection of A. butzleri. In comparison, the rpoB/C-assay showed the
best performance characteristics, with sensitivity >95%, if residual uncertainty due to
an observed broad 95% confidence interval is accepted, and with specificity >98%. Of
note, the assay might be less reliable in settings where the discrimination of A. butzleri
and A. cryaerophilus is of importance, e.g., due to relevant prevalence of the latter. For
confirmation testing in cases of positive results obtained with the rpoB/C-based screening
assay, the application of the highly specific gyrA-assay may be considered. In the case of a
matching positive result with an A. butzleri-specific melting temperature, the diagnosis of A.
butzleri can be considered as confirmed with high reliability. In the case of a negative gyrA-
PCR result, however, the diagnosis of A. butzleri is not excluded due to the gyrA-assay’s
low sensitivity. Finally, due to the observed high prevalence of A. butzleri in Ghanaian
stool samples, future studies on its etiological relevance in the Ghanaian population seem
advisable because the present study’s exclusive focus on technical aspects does not allow
us to answer this.
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Appendix A
Table A1. Oligonucleotides applied for the compared target-specific real-time PCR assays.
Target Target Probe(s) as Well as
8 8 Forward Primer Reverse Primer Modifications at the 5'- Reference
Pathogen Gene ,
and 3’-Ends
5'-LC640-ATCAAGGAA
GAAGTACAAGAGGTGT
A(lia)rcobacter A 5-ATCTTTAGTATTCTT 5-AACTGTTGTTC AAG-3 & 5/- [36]
spp. * &y TACAAGAAATGG-3' GTTTTCCA-3' AGTCTTGGTCAATGTA y
TTAGATTTGAACTTGAAA
AAACAAG-Alexa488-3'
5'-GCCACACCAGTGAC ,
outert re AATACTTICTIGGTCTT  TATCTCATTTTITIG:  “rerc ey A s :
GTGGTGTA-3
/_ -~
’ P GATGTTACCAATTTT-3 ' TCWGCAATAATTACT-3' NFQ-3' g
* Designed for the detection and melting curve-based discrimination of Arcobacter butzleri, Arcobacter cibarius,
Arcobacter cryaerophilus and Arcobacter nitrofigilis.
Table A2. Details of the run conditions of the compared real-time PCR assays.
PhHV DNA-Based
gyrA Assay rpoB/C Assay hsp60 Assay Inhibition Control
Assay
Reaction chemistry
Master Mix HotStarTaq (Qiagen) HotStarTaq (Qiagen) HotStarTaq (Qiagen)  HotStarTaq (Qiagen)
Reaction volume (nL) 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL
Forward primer 700 nM 300 nM (each) 300 nM 300 nM
concentration (nM)
Reverse primer 700 nM 300 nM 300 nM 300 nM
concentration (nM)
Probe concentration (nM) 200 nM (each) 100 nM 100 nM 100 nM
Final Mg?*
X 20 mM 4.5 mM 4.5 mM 4.5mM
concentration (nM)
Bovine (s:;t/n;l{;lbumm none 5ng/uL 5ng/uL 5ng/uL
Run conditions
Initial denaturation 95 °C, 15 min. 95 °C, 15 min. 95 °C, 15 min. 95 °C, 15 min.
Cycle numbers 50 40 40 40
Denaturation 95°C,10s 95°C,15s 95°C,15s 95°C,15s
Annealing 60°C,10s 60 °C, 1 min. 60 °C, 1 min. 60 °C, 1 min.
Amplification 72°C, 255 Identlc.al with Idenh(;al with Identl(fal with
annealing step annealing step annealing step
95 °C, 1 min. followed by
Hold 45 °C, 50 s before melting, 40°C,20s 40°C,20s 40°C,20s
finally 40 °C, 30 s after melting
Ramp from 45 °C to 80 °C
with 5 cycles touchdown,
rising of 1 °C each step,
. - waiting for 90 s of pre-melt . . .
Melting conditions conditioning on first step, Not applicable Not applicable Not applicable

waiting for 4 s of each step

afterwards, acquiring on green

(Alexa 488) channel
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Table A3. Sequence insert of the positive control plasmid.

Positive Control Insert Based on A. butzleri Sequences according to the NCBI Accession Numbers AB104481.1, AY628390.1
and DQ464331.1

5-ACAAAAAAATCTCTTCATTAAAAGAGATGTTACCAATTTTAGAATCAGTAAATCAATCAGGAAGACCTTTAGTAATTAT
TGCTGAAGATGTAGATGGTGAAGCATTAGCGAATTCGCAAGTCCAGAAAAAATACTTTCTTGGTCTTGTGGTGAAGTTAAAAA
ACCTGAAACAATTAATTATAGAACATTAAAACCAGAAAGAGATGGATTATTTTGTGCTAAAATTTTTGGACCAGTAAAAGATTA
TGAGTGTCTTTGTGGTAAATACAAAAAAATGAGATACAAAGGTGTTGTTTGCGAAAGAATTCACGAATCTAAATCTTTAGTATT
CTTTACAAGAAATGGAATTATAAAAAGAACATCATTAAATGAATTCTCAAATATTAGAAGTAATGGTGTAAGAGCTATTGTTTT
AGATGATGCAGATGAGATTGTAACAGCAAAAATTGCTGATGTAGAAACACAATACATTATGATATTTACAAGTCTTGGTCAATG
TATTAGATTTGAACTTGAAAAAACAAGAGATCAAGGAAGAAGTACAAGAGGTGTAAGAGGTATTAAATTTAAAATTGATACA
GACTTCGTTGTAGATGCTGATGTTATTAGTAGTGAAGATCAAGAAATATTAACAGTTTCAGAAAAAGGAATTGGAAAACGAAC
AACAGTTGAAGAGTATA-3'
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2, Zusammenfassende Darstellung der Publikation

21 Einleitung

Arcobacter (A.) butzleri (synonym: Aliarcobacter butzleri, zuvor Campylobacter butzleri) ist ein
fakultativ pathogenes Bakterium aus der Ordnung Campylobacterales, Familie Arcobacteraceae
(Kiehlbauch et al. 1991, Vandamme et al. 1992, Pérez-Cataluna et al. 2018, Pérez-Catalufia et al.
2019, Vandamme et Goossens 1992, Vandamme et al. 1991, Snelling et al. 2006, Cervenka
2007). Das pathogene Potential von Arcobacter spp. ist mit der Fahigkeit zur Adhasion,
Zellinvasion, Induktion von Immunantwort und Toxinproduktion verbunden, seine genetischen
Determinanten sind homolog zum Genom der phylogenetisch nah verwandten Campylobacter spp.
(Ferreira et al. 2016, Figueras et al. 2014, Chuan et al. 2022, Kerkhof et al. 2020, Zambri et al
2019, Kim et al. 2019, Collado et Figueras 2011, Ho et al. 2006).

A. butzleri wird seit 2002 zunehmend als relevanter Krankheitserreger bewertet, welcher beim
Menschen unter anderem Diarrhoe, Enteritis, gangrandse Appendizitis und Endokarditis ausldsen
kann (Chieffi et al. 2020, Shange et al 2019, Lopez-Vélez et al. 2022, Ramees et al. 2017, Lau et
al. 2002, Minaeva et al. 2006, Ferreira et al. 2016, Collado et Figueras 2011, Zautner et al. 2023,
Ferreira et al. 2019, Calvo et al. 2013).

Als Reservoir wurden Nutztierbestande von Gefligel und Schweinen identifiziert. A. butzleri wird
aufgrund von Humaninfektionen, die von diesem Reservoir ausgehen, als zoonotische Erkrankung
betrachtet (Hanel et al. 2016, Collado et Figueras 2011, Calvo et al. 2013). Die Transmission
insbesondere Uber rohe Fleischwaren und kontaminiertes Trinkwasser konnte nachgewiesen
werden (Bell et al. 2021, Ilwu et al. 2021, Meng et Doyle 1997, Hsu et Lee 2015). Arcobacter spp.
kann die Bedingungen bei der Verarbeitung und Lagerung von Fleischwaren tUberstehen, wodurch
die Verbreitung in der menschlichen Population begtinstigt wird (Ramees et al. 2017, Hanel et al.
2016, Ferreira et al. 2016, Miltenburg et al. 2020, Figueras et al. 2014, Collado et Figueras 2011).

Auf die bisher nicht standardisierte, kulturelle Isolation und Differenzierung von A. butzleri aus
Stuhlproben in humanmedizinischen Laboratorien (Hanel et al. 2016, Calvo et al. 2013) ist, nicht
allein aber unter anderem, die unzureichende Dokumentation zu A. butzleri-assoziierten
Erkrankungen aus Hochpravalenzgebieten, wie beispielsweise Nigeria, zuriickzufiihren (Adesiji et

al. 2014). Die kulturelle Anzucht von Arcobacter spp. ist zwar auf Standard-Agars wie Blut-,
Kochblut- und MacConkey-Agar unter mit 5 % COj-angereicherten Atmosphéarenbedingungen
sowohl mikroaerophil als auch aerob innerhalb eines Temperaturspektrums von 37 °C bis zu 15 °C
grundsatzlich moglich, jedoch empfehlen gangige Anzuchtprotokolle neben einer Inkubationszeit
von insgesamt vier bis finf Tagen eine Anreicherung mittels Selektiv-Boullion und Selektiv-Agar
zur Suppression bakterieller Begleitflora (Lau et al. 2002, Kim et al. 2019, Lehner et al. 2005). Die

biochemische Differenzierung ist herausfordernd (Ramees et al. 2017, Lau et al. 2002), ferner
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hangt die Zuverlassigkeit der Differenzierung mittels Massenspektometrie (matrix-assisted laser-
desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI) von der Qualitdt der jeweils
verwendeten Datenbank ab (Figueras et al. 2014). In einer portugiesischen Studie mit knapp
300 Diarrhoe-Stuhlproben konnte in lediglich 0,11 - 1,25 % der Falle Isolate von Arcobacter spp.
nachgewiesen werden, was von den Autor:innen auch auf Sensitivitatsdefizite der diagnostischen
Stragtegie, einhergehend mit einer unterschatzten, wahren Pravalenz zuriickgefihrt wurde
(Figueras et al. 2014).

Im Hinblick auf die beschriebenen Limitationen der kulturbasierten Arcobacter spp.-Diagnostik
(Ramees et al. 2017, Lau et al. 2002, Hanel et al. 2016, Figueras et al. 2014, Kim et al. 2019,
Calvo et al. 2013, Adesiji et al. 2014, Lehner et al. 2005) wurde die molekulare Diagnostik mittels
PCR sowie real-time PCR als potentiell sensitivere Option evaluiert (Lau et al. 2002, Levican et
Figueras 2013, Levican et Figueras 2013). Fur Arcobacter spp., wie auch A. butzleri, wurden
Fluorescence-resonance Energytransfer (FRET)- und Hybridisierungssonden-basierte real-time
PCR-Assays etabliert und fur unterschiedliche diagnostische Fragestellungen eingesetzt
(Miltenburg et al. 2020, Abdelbagi et al. 2007, Brightwell et al. 2007, de Boer et al. 2013, Liu et al.
2018, Gonzalez et al. 2010, Shrestha et al. 2018, Hausdorf et al. 2013, Caruso et al. 2019, Marta
et al. 2020, Gonzalez et Ferris 2011, Ferreira et al. 2014, Lee et al. 2012). Die bisher dazu
veroffentlichten Evaluationsstudien basieren jedoch Uberwiegend auf einer geringen Anzahl

untersuchten Proben.

Das Ziel der Studie war es, verfugbare A. butzleri real-time PCR-Assays, in einem Testvergleich
ohne Nutzung einer Referenzmethode mittels Latent Class Analyse (LCA) hinsichtlich ihrer
diagnostischen Akkuratesse zu evaluieren (Hahn et al. 2020, Abdelbagqi et al. 2007, Brightwell et al.
2007, de Boer et al. 2013, Qu et al. 1996). Dazu wurden Proben mit einer hohen Pratest-
Wahrscheinlichkeit bei bekannt haufigem, regionalem Vorkommen des Erregers verwendet
(Zautner et al. 2023).

2.2 Material und Methoden

2.2.1 Proben fur Testvergleich, Ein- und Ausschlusskriterien

Der Testvergleich der drei bewerteten real-time PCR-Assays zum Nachweis von A. butzleri in
menschlichen Stuhlproben wurde in zwei Schritten durchgefihrt. Die Zielgene der PCRs sind
rpoB/C, hsp60 und gyrA. Die verwendeten Sonden und Primer mit den spezifischen Sequenzen,
sowie die eingesetzten Reagenzien und Laufprotokolle sind in Tabelle A1 und A2 im Paper

aufgefihrt

18



Zunachst wurden die drei Assays auf ihre grundsatzliche Eignung zur Detektion von A. butzleri in
hoher Erregerdichte getestet. Daflir wurden 65 humane Stuhlproben mit hohen
Endkonzentrationen von etwa 107 koloniebildenden Einheiten (KBE) pro Liter mit folgenden
Mikroorganismen gespikt: verschiedene A. butzleri-Stamme (n = 30), A. cryaerophilus-Stdamme
(n = 22), Nutztier-assoziierte A. lanthieri-Stamme (n = 12) (Whiteduck-Léveillée et al. 2015) sowie
mit einem einzelnen Campylobacter coli-Stamm. Verdinnungsreihen zur Identifizierung der
technischen Nachweisgrenzen wurden mit standardisierten Plasmid-basierten Positivkontrollen
titriert (siehe 2.3).

Anschlieftend wurden mit den drei Assays ghanaische Stuhlproben untersucht, welche bei bekannt
hoher Pravalenz des Erregers in Westafrika eine hohe Vortestwahrscheinlichkeit hatten,
A. butzleri-spezifische DNA zu enthalten (Zautner et al. 2023, Adesiji et al. 2014). Eine andere
Methode zum Nachweis der gesuchten Mikroorganismen wurde, konsistent mit dem Konzept des
Testvergleiches ohne Goldstandard, nicht angewendet. Grund ist, dass ein ,Goldstandard®
(=Referenztest mit jeweils 100%-iger Sensitivitdt und Spezifitdt (Hahn et al. 2020)) fur diesen
Erreger nicht verfigbar ist. Die Residualproben-Sammlung umfasste insgesamt 1570 Stuhlproben
die im Rahmen vorausgegangender Studien zu ghanaischen HIV-Patienten (Eberhardt et al. 2015,
Sarfo et al. 2015) und einer unveroffentlichten Untersuchung zur Einschatzung der Epidemiologie
gastrointestinaler Pathogene bei ghanaischen Kindern unter zwei Jahren, vor etwa zehn Jahren

gewonnen wurden.

Proben, welche eine PCR-Inhibition aufwiesen, wurden aus der Kalkulation der diagnostischen
Akkuratesse ausgeschlossen (siehe 2.3). In Ubereinstimmung mit den ethischen Voraussetzungen
fur die Untersuchung, wurden die Daten der Stuhlspender vollstdndig anonymisiert.
Dementsprechend stehen keine Daten zu Alter, Geschlecht oder klinischen Symptomen zur
Verfiigung. Dies stellt eine Abweichung von den Kriterien des Standards of Reporting Diagnostic

Accuracy (STARD) dar (Bossuyt et al. 2015), wie hier kritisch einzurdumen ist.

2.2.2 Extraktion und Lagerung der Nukleinsauren

Die Nukleinsauren wurden mithilfe das QIAmp-Stuhl-DNA-Minikits (Qiagen, Hilden, Deutschland)

nach Herstelleranleitung extrahiert und bis zur Molekulardiagnostik bei -80°C gelagert.

2.2.3 Vergleichende real-time PCR-Assay-Untersuchung zum Nachweis
von A. butzleri

Der Testvergleich bezog zwei real-time PCR-Assays mit Hybridisierungssonden fiir die A. butzleri -
Zielgene rpoB/C (Brightwell et al. 2007) und hsp60 (de Boer et al. 2013) sowie eine FRET-basierte
real-time PCR, welche fir das Zielgen gyrA von A. butzleri, A. cryaerophilus, A. cibarius und

A. nitrofigilis entwickelt wurde, ein. Die gyrA-basierte Diskriminierung der Arcobacter-Stamme
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erfolgte anhand der gemessenen Fluoreszenzpeaks in der Schmelzkurvenanalyse (Abdelbagi et al.
2007). Die publizierten Laufprotokolle wurden an den Corbett Q Cycler (Qiagen, Hilden,
Deutschland) adaptiert und geringflgig angepasst (Abdelbaqi et al. 2007, Brightwell et al. 2007, de
Boer et al. 2013). Details zu den genutzten Oligonukleotiden, Reagenzien und Laufprotokollen
sind im veroffentlichten Paper im Anhang A aufgefiihrt. In den Laufen wurden jeweils eine Wasser-
basierte Negativ- und eine Plasmid-basierte Positivkontrolle mitgefiihrt. Das verwendete
Sequenzinsert im Vektor pEX A128 (eurofins Genomics, Luxemburg) ist ebenfalls im
veroffentlichten Paper im Anhang A angegeben. Die Verdiinnungsreihen mit dem Kontrollplasmid
ergaben unter Nutzung der internetbasierten Software “Calculator for determining the number of

copies of a template” (URI Genomics and Sequencing Center, https://cels.uri.edu/gsc/cndna.html

Stand: 08.03.2023) berechnete technische Nachweisgrenzen von 37,1 Kopien/uL fur die hsp60-
und gyrA-PCRs sowie von 370,5 Kopien/uL fur die rpoB/C-PCR. Mittels einer real-time PCR die
eine Zielsequenz des Phocid-Herpes-Virus (PhHV) amplifiziert,wurde eine relevante PCR-Inhibition

ausgeschlossen oder bestatigt (Niesters 2001).

2.2.4 Bestimmung der diagnostischen Genauigkeit, Ubereinstimmung und
Vergleich der erhaltenen Zyklusgrenzwerte (Ct)

Die im ersten Schritt der Auswertung, also der Analyse der hochtitrig gespikten Stuhlproben,
festgestellten Reaktionsausfélle einschlieBlich der gemessenen Ct-Werte und Schmelzkurven
wurden deskriptiv erfasst und bewertet. Dieser Schritt wurde genutzt, um die spezifischen
Schmelztemperaturen flr A. butzleri und A. cryaerophilus unter den adaptierten Laufbedingungen
in der gyrA-PCR zu definieren. Das als Positivkontrolle verwendete Plasmid enthielt dafiir lediglich
eine A. butzleri-spezifische gyrA-Sequenz, so dass eine Aussage flir A. cryaerophilus damit allein

nicht moéglich war.

Im zweiten Schritt wurde die LCA (Hahn et al. 2020, Qu et al. 1996, Goodman 2002) angewendet,
um die diagnostischen Leistungscharakteristika der verglichenen real-time PCR-Assays fir die
Detektion von A. butzleri in Stuhlproben unter diagnostischen real-life-Bedingungen zu bestimmen.
Die LCA ist ein Strukturgleichungsmodell, mit dem unbekannte Variablen, wie hier der reale
Infektions- oder Kolonisationsstatus der Stuhlspender mit A. butzleri, Gber direkt beobachtbare
Variablen, wie hier die Testergebnisse der A. butzleri-spezifischen PCRs bestimmt werden Hahn et
al. 2020, Qu et al. 1996, Goodman 2002). Positive real-time PCR-Ergebnisse der gyrA-PCR
aullerhalb der ermittelten A. butzleri-spezifischen Schmelztemperaturen wurden als A. butzleri-
negativ gewertet. Da sich die gyrA-Gensequenz unter Selektionsdruck in Grenzen verandern kann,
wurde eine um +1 °C von der Zieltemperatur abweichende Schmelztemperatur als spezifisch
gewertet. Des Weiteren wurde die LCA benutzt, um auf Basis der diagnostischen Genauigkeit, eine
adjustierte Pravalenzschatzung bezlglich A. butzleri in der untersuchten Population vorzunehmen.
Entsprechend der Empfehlungen von Landis und Koch wurde Fleiss’ Kappa fiir die Konkordanz der
Resultate der untersuchten real-time PCR-Assays berechnet und interpretiert (Landis et Koch

1977). Aulerdem wurden die gemessenen Ct-Werte beschreibend verglichen. Grundsatzlich
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wurden nur real-time PCR-Signale mit typisch sigmoidalem Amplifikationskurvenverlauf, allerdings
ohne definierte Ct-Grenzwerte als positiv gewertet. Alle statistischen Auswertungen wurden mit der
Software Stata/IC 15.1 fir Mac 64-bit Intel (College Station, TX, USA) erstellt.

2.2.5 Ethik

Die ethische Freigabe zur Nutzung der vollstandig anonymisierten Residualproben fir die
Testvergleiche wurden von der Arztekammer Hamburg erteilt (Referenznummer: WF-011/19,
11.03.2019). Unter diesen Voraussetzungen war eine weitere informierte Einwilligung nicht

erforderlich.

23 Ergebnisse

In der vorangestellten Publikation sind die Ergebnisse ausfuhrlich dargestellt und werden im

Folgenden zusammengefasst.

2.3.1 Qualitative und quantitative Ergebnisse der gespikten
Probenmaterialien

Die drei untersuchten A. butzleri-spezifischen real-time PCR-Assays identifizierten die 30 mit
A. butzleri hochtitrig gespikten Stuhlproben korrekt. Kreuzreaktive Ergebnisse ergaben sich bei den
Proben mit A. cryaerophilus fir die hsp60-PCR in 6 von 22 Fallen und in 16 von 22 Fallen fur die
rpoB/C-PCR. Fur die hsp60-PCR lag die mittlere Ct-Wert-Differenz zwischen den mit A. butzleri
dotierten Proben und jenen mit A. cryaerophilus bei 14,9 und fur die rpoB/C-PCR bei 4,5 Ct-Stufen.
Der gyrA-Assay zeigte bei 21 der 22 A. cryaerophilus-gespikten Proben die erwartete Reaktion mit
klar unterscheidbarer Schmelztemperatur im Vergleich zu den A. butzleri-gespikten Proben. Ferner
zeigte sich als Korrelat einer imperfekten Primerbindung bei A. cryaerophilus eine moderate
Ct-Wert-Differenz von 7,3 im Vergleich mit A.butzleri in der gyrA-PCR. Alle 12 A. lanthieri-
gespikten Stuhlproben waren in den drei untersuchten real-time PCR-Assays negativ. Details sind
im Paper in Tabelle 1 und deren FulRnoten aufgeflhrt. Die Probe, welche mit C. coli gespikt war,
zeigte nur in der rpoB/C-PCR ein kreuzreagierendes Signal mit einem deutlich héheren Ct-Wert als

im Vergleich mit dem mittleren Ct-Wert der A. butzleri-gespikten Proben.

2.3.2 Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat der Tests auf Grundlage
der LCA, Vergleich der untersuchten Assays und adjustierte
Pravalenzschatzung

Fir die LCA-basierte Beurteilung der Leistungscharakteristike der verglichenen PCR-Assays flr
den Nachweis von A. butzleri-DNA in Stuhlproben wurden 75 Proben, welche eine PCR-Inhibition

aufwiesen, ausgeschlossen. Somit ergab sich eine Gesamtzahl von n = 1495 in die Evaluation
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eingeschlossenen, ghanaischen Stuhlproben. Wie im Paper in Tabelle 2 detailliert aufgefihrt,
reichte die Anzahl positiver PCR-Ergebnisse unter diesen Proben von n = 30 bei der gyrA-PCR bis
zu n =245 bei der hsp60-PCR. Bezogen auf die diagnostischen Leistungscharakteristika zeigte
sich eine berechnete Sensitivitat mit einem breiten Spektrum von 100 % bis 12,7 % in absteigender
Reihenfolge von der rpoB/C-PCR Uber die hsp60-PCR bis zur gyrA-PCR. Fir die rpoB/C-PCR
konnte die berechnete Sensitivitat nur mit einem sehr breiten 95 %-Konfidenzintervall ermittelt
werden. Die berechneten Spezifitdten lagen mit 98,8 % bis 96,8 % in absteigender Reihenfolge
von der gyrA-PCR Uber die rpoB/C-PCR bis zur hsp60-PCR, wesentlich naher zusammen. Die aus
den Ergebnissen der drei verglichenen PCR-Assays errechnete Kappa-Konkordanz war,
hauptsachlich bedingt durch den Einfluss der gyrA-PCR-Ergebnisse, nur moderat. Wird lediglich
die hsp60-PCR mit der rpoB/C-PCR verglichen, steigt die Kappa-Konkordanz auf einen
adaquateren Wert von 0,812 (0,771 - 0,852). Konkordanz und Diskordanz zwischen den einzelnen
verglichenen real-time PCR-Assays sind im Paper in Tabelle 3 dargestellt. Basierend auf der LCA-
Berechnung, wurde die Pravalenz von A. butzleri in den Stuhlproben der untersuchten

ghanaischen Population auf 14,8 % eingeschatzt.

2.3.3 Vergleich der gemessenen Ct-Werte

Die erfassten Ct-Werte der drei verglichenen real-time PCR-Assays bewegten sich fir die 1495 in
die LCA eingeschlossenen Proben im Bereich von 32 bis 40,5. Hierbei zeigt sich ein ansteigender
medianer Ct-Wert von der hsp60-PCR Uber die rpoB/C-PCR bis zur gyrA-PCR (siehe Tabelle 4 im
Paper). Wéahrend sich die gemessenen Ct-Werte der hsp60-PCR und der rpoB/C-PCR glichen,
lagen die Werte der gyrA-PCR im Durchschnitt sechs bis neun Ct-Stufen héher.

2.4 Diskussion

241 Bewertung

Im Rahmen der Studie wurde ein LCA-basierter Vergleich dreier real-time PCR-Assays fir
A. butzleri mit unterschiedlichen Zielgenen als Testvergleich ohne Goldstandard aufgelegt. Die
oben beschriebenen Ergebnisse der Untersuchung werden im Folgenden mit zuvor beschriebenen

Resultaten in Kontext gesetzt.

In den initialen Untersuchungen mit hochtitrig gespikten Proben zeigte sich, dass keiner der drei
real-time PCR-Assays vollstandig spezifisch fir A. butzleri war. Es traten insbesondere
Kreuzreaktionen mit der phylogenetisch eng verwandten A. cryaerophilus-Spezies auf. Das
beobachtete PCR-Signal der mit Campylobacter coli gespikten Probe wurde aufgrund der
aullerordentlich weiten Ct-Wert-rechts-Verschiebung trotz hoher Erreger-DNA-Dichte fur die
diagnostische Situation als kaum relevant erachtet. Die Reaktion mit A. cryaerophilus im

gyrA-PCR-Assay (Abdelbagi et al. 2007) lieR sich anhand der Schmelzkurvenanalyse von
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A. butzleri-gespikten Proben gut unterscheiden. Diese Schmelzkurven-basierte Unterscheidung ist
designbedingt bei den Hybridisierungssonden-basierten rpoB/C- und hsp60-PCR-Assays nicht
moglich. Durch Basenfehlpaarung im Bereich der Primersequenzen kam es jedoch zu einer
Verschiebung der detektierten Ct-Werte in der hsp60-PCR um 14,9 und in der rpoB/C-PCR um
4,5 Stufen bei den mit A. cryaerophilus gespikten Proben im Vergleich mit den A. butzleri-gespikten
Proben. Bei in-vitro erwartbaren Konzentrationen der Erreger-DNA in humanen Stuhlproben kdnnte
eine geringere Empfindlichkeit der Hybridisierungssonden-basierten PCR-Assays gegenlber
kreuzreagierenden Nicht-Ziel-Erregern dazu beitragen, die Wahrscheinlichkeit falsch positiver
Ergebnisse zu reduzieren. Die Beobachtungen bestatigen insgesamt jedoch die bereits
beschriebenen  Herausforderungen  hinsichtlich des Designs  zuverlassig  selektiver

A. butzleri-PCR-Assays (Levican et Figueras 2013).

Die LCA-Untersuchung zeigt hinsichtlich der diagnostischen Leistungscharakteristika der drei
verglichenenreal-time PCR-Assays, betrachtliche Unterschiede hinsichtlich des Nachweises von
A. butzleri (Levican et Figueras 2013, Abdelbagqi et al. 2007, Brightwell et al. 2007, de Boer et al.
2013). Der FRET-Assay mit dem Zielgen gyrA (Abdelbagi et al. 2007) wies die beste Spezifitat von
nahezu 100 % auf, allerdings zum Preis einer sehr niedrigen Sensitivitat von unter 15 %. In
Anbetracht der hohen Ct-Werte der gyrA-PCR-positiven ghanaischen Proben, ist davon
auszugehen, dass die verwendeten DNA-Mengen sehr nah an der technischen Nachweisgrenze
dieser PCR lagen, was die niedrige Sensitivitait verursacht haben koénnte. Der
Hybridisierungssonden-basierte hsp60-Assay hatte eine mittlere Sensitivitat von fast 95 % aber im
Vergleich die geringste Spezifitdt mit weniger als 97 %. Letzteres ist gleichermaf3en der Grund fir
die berechnete Sensitivitdt des hsp60-Assays unterhalb der berechneten Sensitivitdt des
rpoB/C-Assays, auch wenn zugleich mehr positive Ergebnisse mit dem hsp60-Assay in der
Probensammlung registriert werden konnten. Fokussiert auf die beobachtete, hdhere
Wabhrscheinlichkeit der Kreuzreaktivitat der rooB/C-PCR mit A. cryaerophilus-gespikten Proben im
Vergleich zur hsp60-PCR, erscheint die niedrigere Spezifitat der letzteren vielleicht Uberraschend.
Jedoch ergaben die Schmelzkurvenanalysen der Nicht-A. butzleri-assoziierten positiven
Ergebnisse des gyrA-Assays nur einer sehr geringen Pravalenz lediglich nur sechs
A. cryaerophilus-positiven Proben, von welchen vier zudem negative Ergebnisse in der hsp60-PCR
aufwiesen. Unter Berilicksichtigung dieser quantitativ niedrigen Relevanz von A. cryaerophilus als
potentiell interferierendem Agens in der ghanaischen Probensammlung, ist ein relevanter Effekt
dieser Spezies auf die ermittelten diagnostischen Leistungsdaten mit hoher Wahrscheinlichkeit zu
vernachlassigen. Der rpoB/C-Assay ist der einzige Test mit einer berechneten Sensitivitat von
mehr als 95 %, wenn man die aus dem breiten 95 %-Konfidenzintervall resultierende Unsicherheit
bei einer Spezifitdt von etwas mehr als 98 %, akzeptiert. Trotz des berechneten breiten
Konfidenzintervalls der Sensitivitdt der rpoB/C-PCR, wird die wahre Sensitivitdt des Assays
wahrscheinlich tatsachlich hoch sein. Dafir die beobachtete Kombination aus einer hohen Anzahl
positiver PCR-Signale, der hohen Ubereinstimmung der Ergebnisse mit der hsp60-PCR, welche
eine Sensitivitat von fast 95 % hat und einer durchaus akzeptablen Spezifitat. Die relativ gute

Spezifitat des rpoB/C-Assays mag Uberraschend erscheinen, bedenkt man die hohe Rate an
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beobachteten Ubereinstimmungen positiver rpoB/C-PCR-Ergebnisse mit positiven gyrA-PCR-
Ergebnissen, bei denen die Schmelzkurvenanalyse Hinweise auf die Amplifikation von
Nicht-A. butzleri-DNA ergab. Jedoch kdénnen die beobachteten Nicht-A. butzleri-spezifischen
gyrA-PCR Schmelzkurven auch auf Ko-Kolonisation der Stuhlspender mit A. butzleri und einem
kreuzreagierenden Nicht-Zielmikroorganismus zurlickzufihren sein, wobei eine hdhertitrige DNA-
Konzentration der Nicht-Zielorganismen das gyrA-Assay-Signal maRgeblich beeinflusst hatte.
Somit kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass positive rpoB/C-PCR-
Ergebnisse in Fallen eines positiven gyrA-PCR-Ergebnisses, bei dem die Auswertung der
Schmelzkurvenanalyse Nicht-A. butzleri-DNA ergab, falsch positiv sein missen. Gleiches gilt fur
positive hsp60-PCR-Ergebnisse in Konkordanz mit Nicht-A. butzleri-spezifischen positiven
gyrA-PCR-Signalen. Die Annahme einer mdglichen Ko-Kolonisation wird durch nahezu gleichen
Ergebnisse positiver mittleren Ct-Werte der hsp60- und rpoB/C-PCR-Signale unabhangig von der
beobachteten Schmelztemperatur in der gyrA-PCR, gestitzt. Ein breite Spektrum der registrierten
Schmelztemperaturen der Nicht-A. butzleri-spezifischen positiven gyrA-PCR-Signale weist auf eine
ganze Reihe phylogenetisch verwandter Nicht-Zielorganismen und auf assoziierte potentielle

Kreuzreaktivitaten in der Residualprobensammlung hin.

SchlieRlich bestatigte die LCA-basierte Pravalenzschatzung von 14,8 % A. butzleri-positiven Fallen
bei den untersuchten ghanaischen Stuhlproben die Ausgangshypothese, dass die gewahlte
Probensammlung mit einer hohen Pratest-Wahrscheinlichkeit assoziiert war. Dieses Ergebnis
passt zu Studien, welche eine sogar hdhere Pravalenz von A. butzleri im Vergleich mit
Campylobacter spp. in ghanaischen Nutztierbestanden postulierten (Dekker et al. 2019), sowie zu
Berichten Uber hohe Raten an Kolonisation und gastrointestinalen Infektionen mit bakteriellen
Pathogenen innerhalb der ghanaischen Bevdlkerung insgesamt (Krumkamp et al. 2015, Eibach et
al. 2016) und zu einer hohe A. butzleri-Pravalenz, wie sie fir das geographisch nahegelegene
westafrikanische Nigeria gezeigt wurde (Adesiji et al. 2014). Die Bearbeitung der residualen
Proben erfolgte mit der Einschrankung der protrahierten Lagerung der extrahierten DNA, unter
diagnostischen Routinekonditionen, wodurch unabhangig vom epidemiologischen Ursprung des
Probenmaterials, die héchstmogliche Sorgfalt bei der Suche nach dem Zielpathogen gewahrleistet

ist.

2.4.2 Limitationen

Es fehlt ein kultureller Referenzstandard. Dies ist dem retrospektiven Design der Studie
geschuldet, so dass eine kulturelle Erregeranzucht nicht mehr erfolgversprechend durchfiihrbar
war. Eine prospektive Studie mit frischem Probenmaterial hatte hinsichtlich eines verlasslichen
,Goldstandards® die gleichen Limitationen bezlglich Sensitivitdt und Spezifitdt, die auch fir

kulturelle Methoden nicht als 100 %-ig angenommen werden kénnen.
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Die Wahl der Stamme fir die Spiking-Experimente mit den Proben, welche im ersten Schritt der
Untersuchung genutzt wurden, war auf die Verfligbarkeit in der multizentrischen Forschungsgruppe
beschrankt. Jedoch war das Spiking lediglich zur orientierenden Prufung der generellen Eignung
der ausgewahlten PCR-Assays fur die Hauptuntersuchung, welche als LCA-Ansatz geplant war,

vorgesehen.

Es wurde keine Sequenz-basierte Bestatigungstestung mit den erhaltenen Amplifikaten zur
Bestatigung der mittels LCA berechneten diagnostischen Akkuratesse durchgefihrt. GyrA-PCR-
Signale, welche vom Erwartungswert flir A. butzleri abweichende Ergebnisse in der

Schmelzkurvenanalyse zeigten, wurden daher nicht abschliefiend nachuntersucht.

Es konnten keine Daten zu klinischen Symptomen der untersuchten Patienten in die Studie
einbezogen werden, um sie mit den detektierten Ct-Werten zu korrelieren. Dies war den ethischen
Rahmenbedingungen der Untersuchung geschuldet. Kiinftige Studien sollten patientenbezogene
Daten einbeziehen, um die klinische Relevanz der gemessenen real-time PCR-Ergebnisse

abschatzen zu konnen.

Das Prinzip der LCA hat als mathematischer Ansatz methodische Voraussetzungen, um eine
Verzerrungsfreiheit der Resultate annehmen zu kdénnen, welche im Rahmen der Studie nicht
zwangslaufig erfillt waren. Die berechneten Leistungsdaten miissen sich nicht zwangslaufig
spezifisch auf A. butzleri beziehen, vielmehr betrachtet die LCA eine abstrakte Meta-Struktur,
welche die mittels der drei verglichenen PCR-Assays detektierten, genetischen Elemente aufweist.
Eine solche Konstellation kénnte hypothetisch auch durch eine Kombination von von anderen
phylogenetisch nah verwandten Mikroorganismen zustande kommen. Die Vielfalt der beobachteten
gyrA-Schmelztemperaturen weist darauf hin, dass sich solche phylogenetisch verwandten
Bakterien zumindest in Teilen in den ghanaischen Stuhlproben befanden. Auch die Beobachtung
von Kreuzreaktivitét innerhalb der Gattung Arcobacter/Aliarcobacter, welche im ersten Teil der
Studie beschrieben wurden, macht diese Option zusatzlich plausibel. Ferner kann die LCA helfen,
die Pravalenz einer Population sowie die diagnostische Akkuratesse von diagnostischen Verfahren

zu schatzen, aber nicht tber die Richtigkeit eines individuellen PCR-Ergebnisses entscheiden.

2.4.3 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass keine der drei untersuchten real-time PCR-
Assays uneingeschrankt fir den Nachweis von A. butzleri geeignet ist. Im Vergleich hatte die
rpoB/C-PCR die besten Leistungsdaten mit einer Sensitivitat von Uber 95 %, jedoch bei breitem
95 %-Konfidenzintervall, und einer Spezifitat von Gber 98 %. Zu beachten ist, dass der Test nicht
sicher zwischen A. butzleri und A. cryaerophilus differenzieren kann, was in Regionen mit geringer
Pravalenz der letzteren Spezies gegebenenfalls zu vernachlassigen ist. Als Bestatigungstest im

Fall eines positiven rpoB/C-basierten Screenings, konnte der Einsatz der hochspezifischen
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gyrA-PCR in Erwagung gezogen werden. Im Falle einer Bestatigung mit einer A. butzleri-
spezifischen Schmelztemperatur kann die Diagnose A. butzleri als gesichert betrachtet werden. Im
Falle eines negativen gyrA-PCR-Ergebnisses kann die Diagnose A. butzleri durch die niedrige
Sensitivitdt des gyrA-Assays nicht zuverldssig ausgeschlossen werden. Aufgrund der
beobachteten hohen Pravalenz von A. butzleri in ghanaischen Stuhlproben, erscheinen kunftige
Studien zur atiologischen Relevanz in der ghanaischen Bevoélkerung sinnvoll. In der durchgefiihrten

Studie war bei Fokus auf rein technische Aspekte, dahingehend keine Auswertung maglich.
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3. Zusammenfassung

3.1 Deutsche Zusammenfassung

Arcobacter butzleri wird als potentielle Ursache gastrointestinaler Infektionen angesehen. Die
wenigsten bislang etablierten Diagnostik-Algorithmen flir Stuhlproben von Patienten mit Diarrhoe
beinhalten die Suche nach A. butzleri, weshalb der Erreger wahrscheinlich oft unentdeckt bleibt
und z. B. mittels erregerspezifischer, molekularer Methoden gezielt gesucht werden musste. In der
publizierten Studie wurden drei spezifische real-time PCR-Assays verglichen, welche die Zielgene
hsp60, rpoB/C (jeweils Hybridisierungssonden-Assays) und gyrA (Fluoreszenz-Resonanzenergie-
Transfer-Assay) adressierten. Diese PCR-Verfahren wurden in einem Testvergleich ohne
Goldstandard unter Einsatz der indirekten Sensitivitats- und Spezifitatsschatzung mittels Latent

Class-Analyse (LCA) vergleichend evaluiert.

Zur Beurteilung der diagnostischen Genauigkeit der real-time PCR-Assays wurde DNA aus einer
ghanaischen Stuhlprobensammlung (1495 Stuhlproben ohne nachgewiesene PCR-Hemmung) mit
hoher Pratest-Wahrscheinlichkeit genutzt. Die berechnete Sensitivitat und Spezifitat betrug 93,0 %
und 96,9 % fur die hsp60-PCR, 100 % und 98,2 % flr die rpoB/C-PCR, sowie 12,7 % bzw. 99,8 %
fur die gyrA-PCR. Die berechnete A. butzleri-Pravalenz innerhalb der ghanaische Bevolkerung lag
bei 14,8 %. Wie aus den Testergebnissen der hochtitrig gespikten Proben hervorgeht, kénnen
Kreuzreaktionen des hsp60-Assays und des rpoB/C-Assays mit phylogenetisch eng verwandten
Arten wie A. cryaerophilus vorkommen, sind jedoch bei phylogenetisch weiter entfernten Arten wie

beispielsweise A. lanthieri, weniger wahrscheinlich.

Zusammenfassend zeigte der rpoB/C-Assay die vielversprechendsten Eigenschaften, war er doch
als einziger Assay mit einer Sensitivitdt von >95 % vergesellschaftet, allerdings verbunden mit
einem breiten 95 %-Konfidenzintervall. Darliber hinaus zeigte dieser Assay trotz der bekannten
Kreuzreaktivitdt mit phylogenetisch eng verwandten Arten eine noch akzeptable Spezifitdt von
>98 %. Zur Erhéhung der Spezifitdt kann eine Bestatigungstestung mit dem gyrA-Assay mit einer
Spezifitdt von nahezu 100 % fir Proben mit positiven rpoB/C-PCR-Ergebnissen im Sinne einer
Stufendiagnostik angeschlossen werden. Ein negatives Ergebnis im gyrA-Assay schlief3t, durch
dessen sehr geringe Sensitivitdt, ein Vorhandensein des Erregers in der Probe jedoch nicht

zuverlassig aus.

Folgestudien zur atiologischen Relevanz von A. butzleri erscheinen in der ghanaischen
Bevolkerung aufgrund der beobachtet hohen Pravalenz von A. butzleri in den ghanaischen

Residualstuhlproben sinnvoll.
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3.2 Englische Zusammenfassung

Potential etiological relevance for gastroenteric disorders has been assigned to Arcobacter butzleri.
However, standard routine diagnostic algorithms for stool samples of patients with diarrhea are
rarely adapted to the detection of this pathogen and so, A. butzleri is likely to go undetected unless
it is specifically addressed, e.g., by applying pathogen-specific molecular diagnostic approaches. In
the study presented here, we compared three real-time PCR assays targeting the genes hsp60,
rpoB/C (both hybridization probe assays) and gyrA (fluorescence resonance energy transfer assay)
of A. butzleri in a test comparison without a reference standard using a stool sample collection with
a high pretest probability from the Ghanaian endemicity setting. Latent class analysis was applied
with the PCR results obtained with a collection of 1495 stool samples showing no signs of PCR

inhibition to assess the real-time PCR assays’ diagnostic accuracy.

Calculated sensitivity and specificity were 93.0 % and 96.9 % for the hsp60-PCR, 100 % and
98.2 % for the rpoB/C-PCR, as well as 12.7 % and 99.8 % for the gyrA-PCR, respectively the
calculated A. butzleri prevalence within the assessed Ghanaian population was 14.7 %. As
indicated by test results obtained with high-titer spiked samples, cross-reactions of the
hsp60-assay and rpoB/C-assay with phylogenetically related species such as A. cryaerophilus can

occur but are less likely with phylogenetically more distant species like, e.g., A. lanthieri.

In conclusion, the rpoB/C-assay showed the most promising performance characteristics as the
only assay with sensitivity >95 %, albeit associated with a broad 95 %-confidence interval. In
addition, this assay showed still-acceptable specificity of >98% in spite of the known crossreactivity
with phylogenetically closely related species such as A. cryaerophilus. The gyrA-assay with
specificity close to 100 % can be applied for confirmation testing with samples showing positive
rpoB/C-PCR results. However, in case of a negative result in the gyrA-assay, this cannot reliably

exclude the detection of A. butzleri in the rpoB/C-assay due to the gyrA-assay’s very low sensitivity.

Due to the observed high prevalence of A. butzleri in Ghanaian stool samples, future studies on its

etiological relevance in the Ghanaian population seem advisable.
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Ct
DNA
FRET
KBE
LCA
MALDI
pL
PCR
spp.

Abkurzungsverzeichnis

Arcobacter

Campylobacter

Cycle threshold - Zyklusschwellenwert in der Echtzeit-PCR
Desoxicribonucleic acid - Desoxyribonukleinsaure
Forster-Resonanzenergietransfer — Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
koloniebildenden Einheiten

Latent class analysis - latente Klassenanalyse

Matrix—Assistierte Laser—Desorption—lonisierung

Mikroliter

Polymerase Chain Reaction - Polymerasekettenreaktion

Species pluralis
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