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Abstract: Cystoisospora (C.) belli is a coccidian parasite associated with acute or chronic gastroen-
teritis in immunocompromised patients. Dissatisfactory sensitivity of microscopy as the diagnostic
standard approach has been described. Here, we comparatively evaluated two real-time PCRs
targeting ribosomal RNA gene sequences of C. belli in stool in a test comparison without a reference
standard applying latent class analysis. Therefore, 1000 stool samples from Ghanaian HIV (human
immunodeficiency virus) patients (n = 905) as well as military returnees from the tropics (n = 95)
were assessed by both assays in parallel. After the exclusion of 33 samples showing PCR inhibition,
29 and 33 positive results were recorded with the 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence PCR and the ITS-2
sequence PCR, respectively, resulting in an accuracy-adjusted prevalence of 3.2%. Nearly perfect
agreement between both assays was indicated by Fleiss” kappa of 0.933 with sensitivity and specificity
of 92.8% and 100% as well as 100% and 99.8% for the 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence PCR and the
ITS-2 sequence PCR, respectively. Both assays proved to be suitable for the diagnosis of C. belli in
human stool samples with slightly better sensitivity of the ITS-2 sequence assay, while the 5.85 rRNA
gene/ITS-2 sequence PCR may be considered for confirmatory testing.

Keywords: Cystoisospora belli; diagnosis; stool; real-time PCR; test comparison; immunosuppression;
HIV; AIDS; soldier; deployment; parasite
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1. Introduction

Cystoisospora (C.) belli is an apicomplexan coccidian protozoan parasite causing gas-
troenteritis in severely immunocompromised patients, e.g., patients with acquired im-
munodeficiency syndrome (AIDS) as well as patients undergoing immunosuppressive
therapy or chemotherapy of tumors [1,2]. In particular, the association of C. belli-induced
gastroenteritis with AIDS has repeatedly been described from various international study
sites [3-12], while the parasite is rarely isolated from immunocompetent patients with
chronic diarrhea [13]. Transmission occurs primarily in the subtropics and tropics via
the fecal-oral route due to food or water contaminated with C. belli cysts [1]. In local
food markets, cockroaches have been identified as likely mechanical vectors of C. belli
transmission [14]. Further, Cystoisospora spp. have been detected in primates in Ghana,
but their role in transmission remains uncertain [15]. After infection, the parasites can
be found in the epithelium of the intestines, the bile duct and the gallbladder [1,16,17].
In particular for the latter location, however, histological misidentifications have been
reported as well [18,19]. In case of systemic dissemination of the parasite in severely
immunocompromised patients, C. belli can also be found in extra-intestinal locations such
as the lamina propria of the small and large intestine, lymphatic nodes, the spleen, the liver
and even in blood smears [1,20]. Persisting disease and even relapses of C. belli-associated
disease, also called cystoisosporiasis, are common in immunocompromised patients [1].
Medical therapy is usually based on cotrimoxazole for 7 to 10 days [1,17].

Although microscopy, usually following acid-fast staining or using the autofluorescing
properties of C. belli, is the standard diagnostic approach for the detection of C. belli in the
patients’ stool samples [16,21,22], it has early been argued that more sensitive molecular
diagnostic assays may facilitate both diagnostic detection of the parasite and insights into
the pathogen’s transmission and mode of persistence [21,23,24]. Molecular diagnostic ap-
proaches for the identification and typing of C. belli were frequently focused on ribosomal
DNA sequences [25]. So, restriction fragment polymorphisms within the small subunit
ribosomal RNA (ssu rRNA) gene have been applied for the differentiation between various
genotypes of C. belli [24]. Restriction length fragment polymorphisms of the internal tran-
scribed spacer 1 (ITS-1) sequence have been used to demonstrate phylogenetic relationship
of Cystoisospora spp. with cyst-forming coccidia of the family Sarcocystidae [26]. Of note,
Sarcocystis spp. are observed considerably less frequently than other coccidian parasites in
stool samples even from immunodeficient human patients with chronic gastroenteritis [27].

Good agreement between traditional microscopic assessment and the molecular di-
agnosis of C. belli has been reported [28]. Different molecular tools have been introduced
for the diagnostic detection of C. belli in diagnostic specimens [29], comprising extended
range PCR screening [30], traditional block-cycler PCR [31], melting-curve-based real-time
PCR [32], as well as in-house [28,33] and commercial [34] probe-based real-time PCR assays.
One of those in-house probe-based real-time PCR assays [33] has already been successfully
applied in epidemiological screenings in tropical high-endemicity settings [35]. Of note,
diagnostic sensitivity of molecular assays for C. belli was reported to be better with semi-
automated nucleic acid extraction applying an EZ1 automate (Qiagen, Hilden, Germany)
compared to traditional column-based nucleic acid extraction applying the QlAamp DNA
stool mini kit (Qiagen Hilden, Germany) [36].

The two in-house real-time PCR assays for C. belli described in recent literature target
either a 213-base-pair region comprising C. belli’s 5.85 rRNA gene and ITS-2 sequence [28]
or an 89-base-pair region within C. belli’s ITS-2 sequence [33]. For the 5.85 rRNA gene/ITS-2
protocol, a previous assessment had suggested sensitivity and specificity of 93% each [28],
while these values were 100% for the ITS-2-protocol [33] as assessed compared to mi-
croscopy with limited numbers of stool samples.

The aim of the study presented here was the comparative evaluation of both described
in-house real-time PCR assays in a test comparison without a reference standard.
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2. Results
2.1. Sensitivity and Specificity of the Real-Time PCR Assays as well as Accuracy-Adjusted
Prevalence Calculated Applying Latent Class Analysis and Agreement Kappa between the Assays
From 1000 assessed samples, 33 (3.3%) were excluded from the calculations due to
recorded sample inhibition. From the remaining 967 samples, the 5.85 rRNA gene/ITS-2
sequence PCR detected C. belli in 29 samples (3.0%), the ITS-2 sequence PCR in 33 samples
(3.41%). Applying latent class analysis [37,38], sensitivity and specificity of 5.85 rRNA
gene/ITS-2 sequence PCR and the ITS-2 sequence PCR were 92.8% and 100.0%, respectively,
as well as 100.0% and 99.8%, respectively. However, 95%-confidence intervals comprising
the complete percentage spectrum resulted from the low absolute numbers of positive test
results. The recorded agreement between the two real-time PCR assays was almost perfect
according to the definitions of Landis and Koch [39]. Accuracy-adjusted prevalence of C.
belli as calculated applying LCA was 3.2% for the study population (Table 1). Thereby, only
1 sample positive by both PCR assays and 2 inhibited samples were recorded among the
95 stool samples obtained from the assessed returned soldiers from deployments in the
Democratic Republic of the Congo and Gabon, while all other positive PCR results as well
as the remaining 31 inhibited samples were detected within the group of the 905 Ghanaian
HIV patients.

Table 1. Summary of the latent class analysis (LCA) results and Fleiss’ kappa recording the agreement
between the assessments.

o o Sensitivity Specificity Kappa
PCR n Positives %) g 95 cp) (0.95 CI) (0.95 CD)
585 rRNA gene/ITS-2 29 (3.00) 0.928 (0, 1) 1(ne) 0.933
sequence PCR (0.868, 0.998)
ITS-2 sequence PCR 967 33 (3.41) 1(0,1) 0.998 (0,1) R
Prevalence (0.95 CI) 0.032 (0.010, 0.092)

0.95 CI = 95% confidence interval. n = number. n.e. = not estimable.

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

When comparing the recorded cycle threshold (Ct) values of both C. belli-specific
real-time PCR assays, both the means and the medians of the Ct values as recorded with
both assays were very similar with differences of less than 1 Ct step. The same applied
for the recorded standard deviations (Table 2). When focusing on the Ct values in the
ITS-2 sequence PCR of the 4 samples that went undetected in the 5.85 rRNA gene/ITS-2
sequence PCR, the recorded values ranged between 33.96 and 35.50 and thus above the
recorded Ct mean and median values. However, they were still within the range of the
standard deviations and lower than the highest Ct values recorded by the ITS-2 sequence
PCR (Table 2).

Table 2. Cycle threshold (Ct) values as recorded for both C. belli-specific real-time PCR assays.

PCR n Mean (SD) Median (Min, Max)
5.8S rRNA gene/ITS-2 sequence PCR 29 31.57 (4.14) 31.45 (23.98, 38.24)
ITS-2 sequence PCR 33 30.66 (4.27) 31.33 (23.62, 36.89)

0.95 CI = 95% confidence interval. n = number.

3. Discussion

The study was performed to comparatively assess the diagnostic accuracy of two
previously described real-time PCR assays targeting ribosomal sequences of C. belli [28,33]
in a test comparison without a reference standard [37,38]. To ensure increased pretest-
probability, residual DNA eluates from stool samples of HIV patients from tropical
Ghana [40—42] and of soldiers after tropical deployment in the Democratic Republic of
the Congo and Gabon [43] were chosen for the assessments, so C. belli infections could
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be considered as likely [1-12]. In people living with HIV/AIDS, prevalence values for
C. belli in stool samples ranging between 0.4% and 15% in a left-shifted distribution had
been recorded previously [3-12]. Thereby, prevalence rates higher than 5% had been
predominantly observed in symptomatic patients with advanced AIDS-associated im-
munosuppression as reported from Mali [10] as well as in HIV-patients in Central and
South America [6,9] compared to lower prevalence rates in Sub-Saharan African [3-5,11]
or South East Asian [7] HIV-patients.

The calculated test accuracy-adjusted C. belli prevalence of 3.2% for a population
comprising predominantly Ghanaian HIV patients within different stages of the infection
was well in the expected range and in line with previous reports [3-5,11]. The single
positively tested stool sample from a subpopulation of 95 German soldiers after deploy-
ment in Central Africa, in contrast, confirms the expectation of low prevalence, because
cystoisosporiasis is rare in subpopulations without specific preselection for immunosup-
pression [13]. Indeed, to the best of the authors” knowledge, this is the first published
case of a German soldier presenting with PCR-based evidence of C. belli, while a recent
surveillance report on infectious diseases in German soldiers after tropical deployments
failed to indicate any cystoisosporiasis cases [43]. As both applied PCRs detected a positive
result, with Ct values of 35.31 in the 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence PCR and of 31.33 in
the ITS-2 sequence PCR, respectively, a false positive result can be considered as unlikely.
So, this case confirms the previous observation that individual cases of cystoisosporiasis in
immunocompetent hosts have a high likelihood of going undetected in case of sole reliance
on microscopic diagnosis [24], because the respective stool sample had been previously
assessed by microscopy with a negative result for C. belli as reported elsewhere [43].

For both comparatively assessed real-time PCR assays, the applied latent class anal-
ysis suggested excellent specificity close to 100%. With focus on sensitivity, the 5.85
rRNA gene/ITS-2 sequence PCR scored slightly poorer than the ITS-2 sequence PCR,
with calculated values of 92.8% and 100%, respectively. Although the low numbers of
positive samples resulted in broad 95%-confidence intervals, the calculated sensitivity
values obtained from the test comparison without a reference standard nearly perfectly
matched previously reported values in comparison to microscopy of 93% for the 5.85 rRNA
gene/ITS-2 sequence PCR assay [28] and of 100% for the ITS-2 sequence PCR assay [33],
respectively. In contrast to a previous assessment [28], however, it could be shown that
specificity of the 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence PCR is considerably better than the
previously recorded 93% [28] and virtually 100% instead. This result is not surprising, as
sensitivity restrictions of microscopy-based diagnosis of protozoa in human stool samples,
even if performed by well-trained personnel from reference laboratories, have been re-
ported [44,45], so it is likely that presumed false positive real-time PCR results from the
previous assessment [28] had in fact indicated true positive stool samples which had gone
undetected by microscopy due to low parasite loads.

Noteworthy, almost perfect agreement [39] between both assessed real-time PCR
assays was recorded. Thereby, the discrepancies were simply due to 4 additional positive
results of the ITS-2 sequence PCR, while all positive results of the 5.85 rRNA gene/ITS-2
sequence PCR could be confirmed by the competitor assay. So, if higher sensitivity is
desired, the ITS-2 sequence PCR assay is preferrable, while the 5.85 rRNA gene/ITS-2
sequence PCR may be considered for confirmation testing.

Interestingly, the Ct values of the samples positive in the ITS-2 sequence PCR but
negative in the 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence PCR were higher than the average value
albeit lower than the maximum recorded Ct values in the ITS-2 sequence PCR. So, it
remains questionable whether stochastic effects of target DNA quantities close to the
limit-of detection alone may have accounted for the discrepant results. As differentiation
between sensitivity and specificity problems may be challenging on an individual level, a
positive result in the more sensitive ITS-2 sequence PCR alone may be considered to define
a probable case of a C. belli infection. In case of an additional positive result in the slightly
more specific 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence PCR, such a probable case could become a
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confirmed case. Considering the excellent specificity values of both PCR assays, however,
a practical need for combined screening and confirmation testing for C. belli in stool is at
least debatable and its usefulness will largely depend on the expected pretest probability
as well as on the prevalence-depending predictive values in line with Bayes’ theorem [37].

The study has a number of limitations. First, microscopic results were not available
for the most residual materials and thus could not be included as a reference standard.
Accordingly, latent class analysis was chosen for a test comparison without a reference stan-
dard [37,38]. Second, although samples with a comparably high pretest probability were
chosen for the assessments [40—42], cystoisosporiasis remains a rare disease. Accordingly,
low absolute numbers of positive samples were recorded, leading to large 95%-confidence
intervals in the LCA-assessments. Accordingly, considering the rare occurrence of the
disease and the scarce availability of reference materials for respective test comparisons, a
residual uncertainty regarding the reliability of the calculated test characteristics remains.
Third, potential effects of nucleic acid extraction on the diagnostic sensitivity of the applied
C. belli-specific real-time PCRs were not assessed, while such influences had been indicated
by a previous report [36]. Although this report had suggested increased sensitivity after
semi-automated EZ-1-based nucleic acid extraction (Qiagen, Hilden, Germany) compared
to the column-based QIAamp DNA stool mini kit (Qiagen), we preferred the column-
based nucleic acid extraction from the stool samples due to comparably lower sample
inhibition rates, as reported elsewhere [46]. Indeed, the inhibition rates of the samples
from the soldiers were in the expected range for column-based nucleic acid extraction
with 2.1% (2/95) [46]. In contrast, the inhibition rate of the Ghanaian stool samples was
moderately higher, with 3.4% (31/905); most likely a consequence of challenging sample
storage and transport conditions associated with studies in the Sub-Saharan tropics as
discussed elsewhere [37,47].

4. Materials and Methods
4.1. Study Population

A total of 1000 residual nucleic acid extractions from stool samples obtained from
Ghanaian HIV patients (n = 905) (descriptions of the population in [40—42]) and German
military returnees from tropical deployments in the Democratic Republic of the Congo and
Gabon (n = 95) (description of the population in [43]) were included in the assessments in
order to ensure an appropriate pretest probability. At the time of the test comparison, the
samples were between 7 and 14 years of age. The residual DNA had been stored at —80 °C
prior to the analyses. Microscopical results were not available. Patient-specific data such as
age, sex, or medical history are not provided in line with the ethical clearance, allowing
the use of fully anonymized residual materials for test comparisons only. This lack of
information is an admitted violation of the STARD (Standards for Reporting Diagnostic
Accuracy) criteria [48].

4.2. Nucleic Acid Extraction

Nucleic acids from the stool samples had been extracted using the QIAamp stool DNA
mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) as described by the manufacturer. After nucleic acid
extraction, the eluates had been stored at —80 °C until the assessments.

4.3. Applied Real-Time PCR Assays

Two C. belli-specific in-house real-time PCR assays targeting a 213-base-pair fragment
of the combined 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence [28] as well as an 89-base-pair fragment
of the ITS-2 sequence alone [33] were applied in this study with all sample materials. The
oligonucleotides are shown in Table 3.

Both assays were run on magnetic induction cyclers (MIC, Bio Molecular Systems Ltd.,
London, UK) applying the following protocol: Initial heating to 95 °C for 15 min followed
by 45 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s and annealing as well as amplification at
59 °C for 60 s with a subsequent final step of cooling to 40 °C for 20 s. The reaction mix
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consisted of HotStarTaq mastermix (Qiagen) and a final Mg?* concentration of 5 mM for
both assays. For the 5.85 rRNA gene/ITS-2 assay, primer concentrations were 0.3 pmol/pL
and the probe concentration 0.2 pmol/pL; for the ITS-2 assay, primer concentrations were
0.06 pmol/uL and the probe concentration 0.2 pmol/pL. The assays were run in 20 uL
volumes with 5 pL. DNA eluate. Each run was accompanied by a positive control based on
a plasmid (pEX-A128 vector backbone with the insert sequence a shown in the Table A1)
and a negative control using PCR-grade water. An inhibition control PCR targeting Phocid
herpes virus DNA as described previously [49] was run as well. The limits of detection (lod)
of both assays were calculated applying a dilution series of the positive control plasmid and
the software SciencePrimer.com (http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-
realtime-pcr, last accessed on 13 July 2021). Thereby, the calculated lod was <10 copies/uL
for both assays.

Table 3. Oligonucleotides as applied with the 213-base-pair fragment of the combined 5.8S rRNA gene/ITS-2 sequence [28]

as well as with the 89-base-pair fragment of the ITS-2 sequence alone [33].

Forward Primer Forward Primer Reverse Primer Reverse Primer
Probe Name Probe Sequence
Name Sequence Name Sequence
Real-time PCR targeting a combined 5.85 rRNA gene/ITS-2 sequence fragment of C. belli
5'-GGATATTCCC 5-CGGGACACA 5-GTCACAGCG
Cys Ib-213-F TGCAGCATGTS Cys b-213-R ACTCAACACTG-3' Cys Ib-213-P GCGTTTACGC-3'
Real-time PCR targeting the ITS-2 sequence of C. belli

5'-ATATTCCCTGCAG 5'-CCACACGCGT 5-CAAGTTCTGCTC
Cys Ib-40-F Cys b-19R ATTCCAGAGA-3' Cysb-81-P ACGCGCTTCTGG-3

CATGTCTGTTT-3'

4.4. Exclusion Criteria

Inhibited residual DNA samples as indicated by the applied inhibition control PCR [49]
were excluded from further statistical assessments.

4.5. Statistics

Sensitivity and specificity of both assays as well as accuracy-adjusted C. belli-prevalence
within the study population were identified applying latent class analysis (LCA) [37,38].
Fleiss’ kappa for the agreement between the assays was calculated and interpretated as de-
scribed previously [39]. Further, the cycle threshold values of both assays were compared.
The statistical analysis was performed using the software Stata/IC 15.1 for Mac 64-bit Intel
(College Station, TX, USA).

4.6. Ethics

Ethical clearance for the comparative test evaluation with fully anonymized resid-
ual sample materials was provided by the medical association of Hamburg, Germany,
(reference number: WF-011/19, obtained on 11 March 2019) without requirement for
informed consent.

5. Conclusions

In conclusion, the performed test evaluation without a reference standard confirmed
suitability of both assessed real-time PCR assays for the diagnosis of C. belli in human
stool samples. If optimum sensitivity is desired, the ITS-2 sequence PCR assay should be
applied. In contrast, the 5.8S rRNA gene/ITS-2 sequence PCR assay may be considered for
confirmation testing due to excellent specificity if confirmation of a diagnostic detection of
C. belli is intended.
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Appendix A

Table A1. Positive control plasmid insert used for the C. belli-specific real-time PCRs.

Positive Control Sequence Insert

5'-GGCGCTGTGGGGATATTCCCTGCAGCATGTCTGTTTCAGTGTCTCTGAAGTTTCAAGTTCTGC
TCACGCGCTTCTGGGGGTGTCTCTGGAATACGCGTGTGGCAGTGTGACTGGATGTCTTGGGT
GTTGAGAAACAAGCTACTTGTGCTTCTAGAAAGCCGAACGTCATCCGAAATAGTCACAGCGGC
GTTTACGCGATCAAACAGTGTTGAGTTGTGTCCCGAACATCTTTG-3
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Vergleichende Validation von real-time PCR-Assays fir den
Nachweis von Cystoisospora belli als Testvergleich ohne
Goldstandard

Einleitung

Bei Cystoisopora belli (C. belli), friher Isospora belli, handelt es sich um einen fakal-oral
Ubertragbaren, eukaryotischen Einzeller. [1] Der weltweit vorkommende Erreger ist in
tropischen und subtropischen Regionen der Welt endemisch und wird zumeist durch
kontaminiertes Trinkwasser und Nahrungsmittel auf den Menschen Ubertragen. [2-5] C. belli
verursacht das Krankheitsbild der Cystoisosporiasis.

Als bevorzugter Pathogenitadtsmechanismus von C. belli gilt die Penetration des menschlichen
Darmepithels mit weiterfihrender Vermehrung in selbigem, um als Resultat zum Teil schwere
Gastroenteritiden mit wassrigen Diarrhoen auszulésen. Auch eine epitheliale Persistenz ist
beschrieben und kann zu rezidivierenden Symptomatiken, selbst nach initial erfolgreicher
medikamentdser Behandlung fihren. Bei chronischen mit C. belli assoziierten
Krankheitsverlaufen kbnnen schwere Malabsorptionssyndrome und kritische Gewichtsverluste
auftreten. [1,6]

Der Befall anderer Organsysteme wie zum Beispiel Milz, Leber, Lymphknoten, Niere sowie
Gallenblase ist bekannt, begunstigt inflammatorische Prozesse innerhalb dieser
Kompartimente und dient zudem der Erregerpersistenz im Wirt oder in Wirtsorganismen. [7-
11]

Eminente klinische Bedeutung besitzt der Erreger bei immunsupprimierten Patienten,
insbesondere infolge einer HIV-Infektion oder im Zusammenhang mit chemotherapeutischen
bzw. immunsuppressiven Behandlungskonzepten maligner oder automimmunvermittelter
Grunderkrankungen. [12,13]

Bei einer HIV-Infektion ist die Schwere der klinischen Verlaufe abhangig von der Anzahl der
CD4-positiven T-Helferzellen (cluster of differentiation 4-Rezeptor = CD4-Rezeptor). Eine
Zunahme parasitarer Infektionsfalle kann insbesondere mit einem Abfall der T-Helferzellen

unterhalb von 200 Zellen/Mikroliter verzeichnet werden. [14-16]

Mit Durchfallen assoziierte Infektionskrankheiten stellen bei HIV-positiven sowie bei Patienten
mit stark eingeschrankter Immunkompetenz immer noch eine relevante Ursache flr hohe

Sterblichkeitsraten, insbesondere in Entwicklungslandern und Regionen der Welt ohne

5



geeignete medikamentdse Therapie der Grunderkrankung, dar. [17] Dabei werden 90% der
Durchfallerkrankungen bei HIV-Patienten auf Parasiten zurtickgeftihrt. [18]

Bei der im Vordergrund der Behandlung stehenden medikamentésen Therapie von klinisch
manifesten Verlaufsformen der Cystoisosporiasis hat sich die Verabreichung von Cotrimoxazol
(Trimethoprim und Sulfamethoxazol) als sehr effektiv und kostenglinstig etabliert. [18,19] Als
Alternative wurden beispielsweise die Anwendung von Sulfadoxin-Pyrimethamin und
Roxithromycin beschrieben, letzteres insbesondere bei Unvertraglichkeiten oder Allergien
gegenuber Sulfonamiden. Trotz erfolgreicher initialer Behandlung sind bei dem zuvor
erwahnten Risikokollektiv Rezidive zu verzeichnen, welche auf die obengenannten
Persistenzstrategien von C.belli zurlickzuflihren sind.

Immunkompetente Trager, zum Beispiel Reiserlckkehrer aus den Endemiegebieten, kdnnen
ebenfalls behandlungswirdige klinische Symptome, aber auch selbstlimitierende bzw. deutlich

mildere bis asymptomatische Erkrankungsverlaufe prasentieren. [20-26]

Der zuverlassige Erregernachweis stellt die Voraussetzung fir eine zielgerichtete Therapie
des Patienten dar. So gilt der stuhlmikroskopische Nachweis von Oozysten bislang als
Standardnachweismethode bzw. ,Goldstandard” flr die Diagnostik der Cystoisosporiasis.
Diese Methode bietet aufgrund einer hohen Untersucherabhangigkeit allerdings Nachteile in
Bezug auf Sensitivitat und Spezifitdt, besonders in Nicht-Endemiegebieten. Der Begriff
»Goldstandard” ist insofern irreflhrend, da er per Definition eine jeweils hundertprozentige
Sensitivitat und Spezifitat impliziert. Grinde fir die eingeschrankte diagnostische Akkuratheit
der Oozystenmikroskopie sind beispielsweise die deutlich niedrigeren Inzidenzen in Nicht-
Endemiegebieten und damit folglich eine geringere Diagnostikexpertise. [27-29] Aber auch
eine nicht ausreichende Verfigbarkeit von Testmdglichkeiten (speziell in den
Endemiegebieten) ist als problematisch in Hinblick auf Mortalitdt und Morbiditadt von
vulnerablen Patientenkollektiven zu betrachten. [30]

Standardisierbare sowie standardisiert reproduzierbare Nachweisverfahren, wie die PCR-
Methode, bieten potentiell eine sinnvolle Ergédnzung bzw. einen diagnostischen Mehrwert, wie
in dieser Dissertation untersucht, gegenuber der gegenwartigen Goldstandard-Methode. [31]
Méogliche Vorteile, insbesondere bezlglich der Sensitivitdt, wurden im Rahmen von
vorausgegangenen Publikationen bereits diskutiert. [32,33]

Derzeit existieren jahrelange Anwendungserfahrungen vor allem zu den zwei C. belli-
spezifischen real-time PCR-Assays von Ten Hove et al. 2008 [34] sowie Taniuchi et al. 2011
[35], wobei der zuerst erwahnte Assay bereits erfolgreich in epidemiologischen Screenings in
tropischen Hochendemiegebieten eingesetzt wurde [34,36]. Der Assay von Taniuchi et al.
wurde in Hinsicht auf Sensitivitat und Spezifitdt mit der herkdbmmlichen Mikroskopiediagnostik

verglichen. Beide Nachweismethoden =zeigten in kleineren Evaluationen eine gute

6



Ubereinstimmung mit dem Erwartungswert [35]. Die (ibrige Datenlage in Bezug auf die hier
gegenstandliche Alternativdiagnostik und deren Diagnostikgtte ist jedoch gering, so dass flr
den hier vorgestellten Testvergleich der beiden Assays fir ein Format ohne Referenzstandard

entschieden wurde.

Material und Methoden

In diesem Zusammenhang erschien es sinnvoll, eine vergleichende Validation der bereits
existenten PCR-Assays von Ten Hove und Taniuchi anhand eines groReren
Patientenkollektivs im Umfang von 1000 aufgereinigten Stuhlproben ohne ,Goldstandard*
durchzufihren. Die Rekrutierung dieser Proben erfolgte einerseits aus einem Kollektiv von
ghanaischen HIV-Patienten mit (n=905) sowie aus einem weiteren Kollektiv deutscher
Soldaten (n=95), die als Tropenrlickkehrer im Rahmen ihrer besonderen Auslandsverwendung
Dienst in der Demokratischen Republik Kongo bzw. in Gabun leisteten. Hervorzuheben ist
hierbei die vermutete substanzielle Vortestwahrscheinlichkeit der ghanaischen HIV-Patienten
in Bezug auf eine mogliche C.belli-Infektion, aufgrund der oben geschilderten starken
Assoziation mit einer HIV-Infektion.

Die beiden etablierten PCR-Assays detektieren ribosomale RNA-Gensequenzen (Darstellung
der entsprechenden Oligonukleotide in Tabelle 3 der Originalpublikation) von C. belli. Dies
betrifft einerseits die ITS2-Sequenz (Spacer-2-region) in beiden Assays sowie zusatzlich die

5,8S-Untereinheit der ribosomalen RNA im Assay von Taniuchi et al. [35]

Ergebnisse

Von den 1000 getesteten Stuhlproben mussten 33 ausgeschlossen werden, da Hinweise auf
eine Probenhemmung vorlagen. Hierbei konnten im Kollektiv der ghanaischen Probanden 31
sowie im Kollektiv der Soldatenriickkehrer 2 gehemmte Proben detektiert werden. Die
Inhibitionen wurde anhand der ausbleibenden real-time Detektion von PhHV-1- [Phocid
Herpes Virus type 1-] DNA auf dem fur die Inhibitionskontroll-PCR genutzten Kombiplasmid
(Tabelle A1 der Originalpublikation) nachgewiesen. Die Gesamtzahl der auswertbaren Proben

verringerte sich daher auf n=967.

33 positive Ergebnisse konnten durch das Prozessieren des Assays ,|TS-2-Sequenz® (Ten
Hove et al.) detektiert werden, 29 durch den Alternativ-Assay ,5.8S rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz*
(Taniuchi et al., Tabelle 1 der Originalpublikation). Besondere Beachtung fand ein positives

Resultat aus dem Soldatenkollektiv, welches durch beide Assays bestatigt werden konnte. Ein



entsprechendes Ergebnis in einem deutschen Soldatenkollektiv war zuvor noch nicht publiziert

worden.

Durch Anwendung der Latent-Class-Analyse (latent class analysis; LCA) wurde eine
genauigkeitsbereinigte Pravalenz von 3,2% bestimmt. Die ebenfalls LCA-gestutzt berechnete

Sensitivitat und Spezifitat der beiden Assays ergaben:

a) 100 % Sensitivitat und 99,8 % Spezifitat fur die ITS-2-Sequenz-PCR sowie
b) 92,8 % Sensitivitat und 100 % Spezifitat fur die 5.8S rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR.

Die Ubereinstimmungen der Assays wurden nach Fleiss‘ Kappa berechnet und erbrachten
einen Wert von 0,933, was eine nahezu perfekte Konkordanz bestéatigte (Tabelle 1 der
Originalpublikation).

Der Vergleich der ermittelten Ct-Werte ergab eine geringe Abweichung fir die Mittelwerte und
Mediane. Fur die ITS-2-Sequenz-PCR ergaben sich Werte von 30,66 (Mittelwert) und 31,33
(Median) gegeniber der 5.8S rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR mit 31,57 (Mittelwert) und 31,45
(Median). Ebenfalls konnte eine relativ gute Ubereinstimmung bei den Standardabweichungen
von 4,27 (ITS-2-Sequenz-PCR) zu 4,14 (5.8S rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR) beobachtet
werden (Tabelle 2).

Beim Vergleich der beiden Assays wurden bei der adaptierten Vorgehensweise nach Ten
Hove et al. 4 zusatzliche positive PCR-Signale fir C. belli im Vergleich zum Taniuchi-Assay
detektiert. Die hierbei aufgezeichneten Ct-Werte fir die diskordant gemessenen Proben lagen
zwischen 33,96 und 35,50 und damit Uber den verzeichneten Ct-Mittel- und Medianwerten.
Sie lagen jedoch immer noch unterhalb der im Rahmen der Studie gemessenen Hochstwerte
(hier 36,89).

Diskussion

Die in der Publikation berechnete genauigkeitsbereinigte Pravalenz von 3,2%, welche
abzlglich des soldatischen Kollektivs fiir die ghanaischen Probanden 3,49% betragt, ist mit
bekannten Pravalenzwerten fur C. belli bei HIV/AIDS-Erkrankten anderer Veroffentlichungen
der Vorjahre vergleichbar und liegt daher im erwartbaren Bereich. Diese Arbeiten ergaben
Pravalenzen zwischen 0,4% und 15% mit einer linksverschobenen Verteilung [37-46]. Hohe
Pravalenzraten von mehr als 5% konnten insbesondere bei stark immunsupprimierten
Patienten mit vorangeschrittener Grunderkrankung in Mittel- und Stdamerika [40,43] sowie
Mali [44] erhoben werden. Niedrigere Pravalenzraten zeigten sich in der Subsahararegion

generell [37,38,45] sowie in Sudostasien. Die hier (Uberwiegend) ghanaischen HIV-Patienten



in verschiedenen Krankheitsstadien kdénnen also am ehesten der zuletzt erwahnten
Pravalenzgruppe zugeordnet werden.

Besondere Aufmerksamkeit erzielte das positive Einzelergebnis in der deutschen soldatischen
Teilpopulation. Bei insgesamt 95 untersuchten Probanden kann am ehesten von einem
zufélligen Befund ausgegangen werden, da aufgrund der generellen gesundheitlichen
Voraussetzungen dieses Kollektivs (keine bekannte Immunsuppression, aufwendige
Gesundheitsversorgung/Pravention durch den zentralen Sanitatsdienst der Bundeswehr) das
Auftreten einer Cystoisosporiasis weitaus weniger wahrscheinlich ist [31]. Da fir diese Probe
beide PCR-Assays mit akzeptablen Ct-Werten von 35,3 in der 5.8S rRNA-Gen/ITS-2-
Sequenz-PCR und von 31,3 in der ITS-2-Sequenz-PCR einen positiven Befund auswiesen, ist
die Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen eines falsch positiven Befundes gering. Vielmehr ist
dieser positive Befund nach gegenwartiger Kenntnis sogar der erste veroffentlichte PCR-
basierte Nachweis fur C. belli bei einem deutschen Soldaten. In einem aktuellen
Uberwachungsbericht zu Infektionskrankheiten bei deutschen Soldaten nach Einsatz in den
Tropen konnten keine Hinweise zu bekannten Cystoisosporiasisfallen ermittelt werden [47]. In
diesem Kontext erhartet sich die Annahme, dass eine alleinige mikroskopische Diagnostik
keine Detektion bei mutmallich niedriger Parasitenlast ermdglicht hatte, was die oben
geschilderten Hinweise auf eine mégliche Uberlegenheit eines PCR-Screening gegeniiber der
klassischen Mikroskopie stiitzt. Dies gilt umso mehr, da die in Rede stehende Stuhlprobe nach
mikroskopischer Diagnostik am NRZ (Nationales Referenzzentrum, Bernhard-Nocht-Institut
fur Tropenmedizin), wo von hinreichender mikroskopischer Erfahrung ausgegangen werden
darf, mit negativem Ergebnis fur C. belli befundet wurde [47]. Die Aussagekraft solcher
Einzelfalle bleibt jedoch beschrankt. Schlussendlich kénnte dennoch gefolgert werden, dass
einzelne Falle von Cystoisosporiasis insbesondere bei immunkompetenten Wirten, wo mit
niedriger Parasitenlast gerechnet werden kann, mittels alleiniger mikroskopischer Diagnostik
mit hoher Wahrscheinlichkeit unentdeckt bleiben wirden [25].

Als Mal} fir die diagnostische Akkuratheit eines diagnostischen Tests miissen Sensitivitat
und Spezifitdt begutachtet werden. Im Vergleich der beiden hier betrachten real-time-PCR-
Assays ergab die angewandte Latent-Class-Analyse eine hervorragende Spezifitdt von
nahezu 100%. Dies konnte fur die Sensitivitat der ITS-2-Sequenz-PCR mit einem Wert von
100% wiederholt werden, wohingegen die Sensitivitdtsschatzung fir die 5.8S rRNA-Gen/ITS-
2-Sequenz-PCR mit einem Wert von 92,8% etwas schlechter ausfiel. Der, im Verhaltnis zu
hypothetischen noch gré3er angelegten Studien, geringe n-Wert an positiv-getesteten Proben
des hiesigen Studienkollektivs hat breite 95-%-Konfidenzintervalle zur Folge. Dennoch
stimmten die hier berechneten Sensitivititswerte ohne Referenzstandard nahezu
deckungsgleich mit den zuvor berichteten Werten im Vergleich zur Mikroskopie von 93 % fur
den 5,8S rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR-Assay (92,8%) [35] bzw. von 100% fur das ITS-2-
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Sequenz-PCR-Assay [34] Uberein. Dabei konnte der Assay der 5.8S-rRNA-Gen/ITS-2-
Sequenz-PCR deutlich bessere Werte flr die Spezifitdt als in der Vergangenheit erzielen
(100% vs. 93%) [35]. Als urséachlich fur diese zuvor scheinbar reduziert gemessene Spezifitat
kénnen insbesondere Sensitivitatseinschrankungen der mikroskopischen Diagnostik von
Protozoen in menschlichen Stuhlproben diskutiert werden. Die Detektionsfahigkeit des
menschlichen Auges hinsichtlich Protozoen in komplexer Probenmatrix ist selbst bei
besonders qualifizierten Diagnostikern von Referenzlaboren einer PCR-Methode meist
unterlegen [48,49], auch weil im Rahmen einer PCR-Diagnostik bereits Fragmente bzw.
kleinere Bestandteile des Erregers nachgewiesen werden, die durch menschliche Sinne nicht
zu detektieren sind. So fuhrt in der mikroskopischen Diagnostik lediglich die Sichtung von
Oozysten zu einem positiven Resultat. Der zuvor erhobene Spezifitatswert von 93% kann
daher am ehesten Uber als falsch positive gewertete Real-Time-PCR-Ergebnisse aus der
vorherigen Untersuchung [35] erklart werden, welche aufgrund einer geringen Parasitendichte
in der Mikroskopie unentdeckt blieben.

Im Vergleich der beiden hier getesteten PCR-Assays zeigt sich eine sehr gute
Ubereinstimmung, wobei Diskordanz lediglich fiir 4 zuséatzliche positive Ergebnisse der ITS-2-
Sequenz-PCR bestand. Alle weiteren positiven Ergebnisse der 5.8S-rRNA-Gen/ITS-2-
Sequenz-PCR konnten auch durch den Vergleichs-Assay abgebildet werden. Hierbei ist zu
bemerken, dass die ermittelten Ct-Werte der 4 diskordant als positiv getesteten Stuhlproben
héher als der durchschnittlich ermittelte Ct-Wert des 5.8S-rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR-
Assays waren, wenn auch unterhalb des Maximalwertes (Ct-Wert 36,89), der im Rahmen der
Studie mit dem ITS-2-Sequenz-PCR-Assay gemessen wurde. Die etwas bessere Sensitivitat
ist somit wohl am ehesten Folge einer geringfiigig niedrigeren technischen Nachweisgrenze
des ITS-2-Sequenz-PCR-Assays.

Bei dem Wunsch nach einer hoheren Sensitivitat ware der ITS-2-Sequenz-PCR-Assay somit
vorzuziehen, wahrend die 5.8S-rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR fur Bestatigungstests in
Betracht gezogen werden kann. Angesichts der hervorragenden Spezifitatswerte beider PCR-
Assays ist jedoch ein praktischer Bedarf an kombinierten Screening- und Bestatigungstesten
fur C. belliim humanen Stuhl fraglich.

Bestehende Einschrankungen bei der Interpretation der hier ermittelten Ergebnisse sollen
nicht unerwahnt bleiben. Der initial betitelte ,Goldstandard“ der Diagnostik von C. belli, die
Mikroskopie, konnte nicht flr alle der hier getesteten Stuhlproben zum Abgleich herangezogen
werden, sodass ein Testvergleich ohne Referenzstandard mittels Latent-Class-Analyse zur
Schatzung der diagnostischen Akkuratheit gewahlt wurde [50,51]. Weiterhin ist die
Cystoisosporiasis eine seltene Erkrankung, was trotz vergleichsweise hoher
Pratestwahrscheinlichkeit der hier gewahlten Stuhlproben [52-54] aufgrund der insgesamt

dennoch geringen Zahl positiver PCR-Ergebnisse zu grofden 95-%-Konfidenzintervallen in der
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Latent-Class-Analyse geflihrt hat. Die Seltenheit der Erkrankung und schwierige Beschaffung
von geeigneten Referenzmaterialien hat zu Folge, dass die Zuverlassigkeit der berechneten
Testcharakteristika weiterhin mit einer Restunsicherheit belegt ist.

Da zur diagnostischen Verwertbarkeit der Stuhlproben eine Aufreinigung bzw.
Nukleinsaureextraktion notwendig war und es bereits Berichte Uber diesbezlgliche Einflisse
auf die Testsensitivitat gab [55], soll hier auf die Bevorzugung des saulenbasierten QlAamp
DNA Stool Mini Kits (Qiagen) gegenuber der halbautomatischen EZ-1-basierten
Nukleinsdureextraktion (Qiagen) eingegangen werden. Im erwahnten Bericht [55] wurde zwar
eine bessere Sensitivitat fur die halbautomatische Extraktion beschrieben, gleichzeitig konnte
die saulenbasierte Extraktion durch eine geringere Probenhemmungsrate Uberzeugen [56],
weshalb die Wahl bei der Extraktion der n = 1000 Stuhlproben somit auf das saulenbasierte
QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) fiel.

Die ermittelten Hemmraten lagen mit 2,1 % (2/95 im soldatischen Kollektiv) im erwarteten
Bereich [57], wohingegen die Hemmungsrate bei den ghanaischen Stuhlproben mit 3,4%
(31/905) etwas erhoht war. Als ursachlich wurden am ehesten die Probenlagerungs- und
Transportbedingungen angesehen, was auch in anderen Publikationen als mogliche

EinflussgroRen diskutiert wurde (ebenfalls Tropenregion, sudlich der Sahara) [50,58].

Konklusion: Zusammenfassend sind beide der hier beschriebenen real-time-PCR-Assays flr
die Diagnose von C. belli in menschlichen Stuhlproben geeignet, wobei der ITS-2-Sequenz-
PCR-Assay bei dem Wunsch nach optimierter Sensitivitdt angewendet werden sollte. Der 5.8S
rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR-Assay kommt aufgrund seiner hervorragenden Spezifitat fur
Bestatigungstests in Betracht, falls die Bestatigung eines diagnostischen Nachweises von C.

belli sinnvoll und notwendig erscheint.
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Zusammenfassung in Deutscher und Englischer Sprache

Cystoisospora (C.) belli ist ein den Kokzidien zugehoriger Parasit, der bei
immungeschwachten Patienten mit akuter oder chronischer Gastroenteritis assoziiert ist. Die
Empfindlichkeit der Mikroskopie als diagnostisches Standardverfahren wird als unzureichend
beschrieben. In der hier vorgestellten Studie wurden zwei Echtzeit-PCRs, die auf ribosomale
RNA-Gensequenzen (Tabelle 3) von C. belli im Stuhl abzielen, in einem Testvergleich ohne
Referenzstandard unter Verwendung der Latent-Class-Analyse (LCA) vergleichend
untersucht. Dazu wurden insgesamt 1000 Stuhlproben, zum gro3en Teil von ghanaischen
HIV-Patienten (n = 905) sowie soldatischen Einsatzriickkehrern aus den Tropen (n = 95) mit
beiden Tests parallel untersucht. Nach dem Ausschluss von 33 Proben, die eine PCR-
Hemmung (Sequenz Kombiplasmid siehe Tabelle A1) zeigten, wurden 29 bzw. 33 positive
Ergebnisse mit der 5,8S-rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-spezifischen PCR bzw. der ITS-2-
Sequenz-spezifischen PCR registriert, was zu einer genauigkeitsbereinigten Pravalenz im
untersuchten Kollektiv von 3,2% fiihrte. Eine nahezu perfekte Ubereinstimmung zwischen
beiden Assays wurde durch Fleiss' Kappa von 0,933 bei einer Sensitivitat und Spezifitat von
92,8% und 100% sowie 100% und 99,8% fir die 5,8S-rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR bzw.
die ITS-2-Sequenz PCR belegt (Tabelle 1). Beide Tests erwiesen sich als geeignet fir den
Diagnose von C. belliin menschlichen Stuhlproben mit einer etwas besseren Empfindlichkeit
des ITS-2-Sequenz-Assays, wahrend die 5,8S-rRNA-Gen/ITS-2-Sequenz-PCR  zur
Bestatigungstestung aufgrund ihrer geringfiigig hoheren Spezifitat in Betracht gezogen werden
kann.

Cystoisospora (C.) belli is a coccidian parasite associated with acute or chronic gastroenteritis
in immunocompromised patients. Dissatisfactory sensitivity of microscopy as the diagnostic
standard approach has been described. Here, two real-time PCRs targeting ribosomal RNA
gene sequences (table 3) of C. belli in stool in a test comparison were comparatively evaluated
without a reference standard applying latent class analysis. Therefore, 1000 stool samples
mostly obtained from Ghanaian HIV (human immunodeficiency virus) patients (n = 905) as well
as from military returnees from the tropics (n = 95) were assessed by both assays in parallel.
After the exclusion of 33 samples showing PCR inhibition (positive control plasmid insert, table
A1), 29 and 33 positive results were recorded with the 5.8S rRNA gene/ITS-2 sequence PCR
and the ITS-2 sequence PCR, respectively, resulting in an accuracy-adjusted prevalence of
3.2%. Nearly perfect agreement between both assays was indicated by Fleiss' kappa of 0.933
with sensitivity and specificity of 92.8% and 100% as well as 100% and 99.8% for the 5.8S
rRNA gene/ITS-2 sequence PCR and the ITS-2 sequence PCR, respectively (table 1). Both
assays proved to be suitable for the diagnosis of C. belli in human stool samples with slightly
better sensitivity of the ITS-2 sequence assay, while the 5.8S rRNA gene/ITS-2 sequence PCR

may be considered for confirmatory testing.
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Abkilirzungsverzeichnis

AIDS .. Acquired Immunodeficiency Syndrome
O cluster of differentiation 4
Ct-Wert. . Cycle threshold, Schwellenwertzyklus
G i Cystoisopora belli
DNA . deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
HIV Human Immunodeficiency Virus
ITS (ITS2-SEQUENZ)....c.eiiii i, internal transcribed spacer
LG A latent class analysis, Latent-Class-Analyse
NRZ.....eiii. Nationales Referenzzentrum, Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin
PCR.. polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
PhHV -1 Phocine herpesvirus 1
RN A o ribonucleic acid, Ribonukleinsaure
FRNA. ., ribosomal ribonucleic acid, ribosomale Ribonukleinsaure
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