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 2. Zusammenfassende Darstellung der Publikation

 2.1 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-Cataluña et al. 2018, Pérez-Cataluña 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  Fähigkeit  zur  Adhäsion, 

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, gangränöse Appendizitis und Endokarditis auslösen 

kann (Chieffi et al. 2020, Shange et al 2019, López-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 Nutztierbestände von Geflügel und Schweinen identifiziert. A. butzleri wird 

aufgrund von Humaninfektionen, die von diesem Reservoir ausgehen, als zoonotische Erkrankung 

betrachtet  (Hänel  et  al.  2016,  Collado et  Figueras 2011,  Calvo et  al.  2013).  Die Transmission 

insbesondere  über  rohe  Fleischwaren  und  kontaminiertes  Trinkwasser  konnte  nachgewiesen 

werden (Bell et al. 2021, Iwu et al. 2021, Meng et Doyle 1997, Hsu et Lee 2015). Arcobacter spp. 

kann die Bedingungen bei der Verarbeitung und Lagerung von Fleischwaren überstehen, wodurch 

die Verbreitung in der menschlichen Population begünstigt wird (Ramees et al. 2017, Hänel 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 (Hänel et al. 2016,  Calvo et al. 2013) ist, nicht 

allein  aber  unter  anderem,  die  unzureichende  Dokumentation  zu  A. butzleri-assoziierten 

Erkrankungen aus Hochprävalenzgebieten, wie beispielsweise Nigeria, zurückzuführen (Adesiji et

 al.  2014).  Die  kulturelle  Anzucht  von Arcobacter  spp. ist  zwar  auf  Standard-Agars  wie  Blut-, 

Kochblut-  und  MacConkey-Agar  unter  mit  5 %  CO2-angereicherten  Atmosphärenbedingungen 

sowohl mikroaerophil als auch aerob innerhalb eines Temperaturspektrums von 37 °C bis zu 15 °C 

grundsätzlich möglich, jedoch empfehlen gängige Anzuchtprotokolle neben einer Inkubationszeit 

von insgesamt vier bis fünf 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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hängt die Zuverlässigkeit der Differenzierung mittels Massenspektometrie (matrix-assisted laser-

desorption-ionization  time-of-flight  mass  spectrometry,  MALDI)  von  der  Qualität  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 Fälle Isolate von  Arcobacter spp. 

nachgewiesen werden, was von den Autor:innen auch auf Sensitivitätsdefizite der diagnostischen 

Stragtegie,  einhergehend  mit  einer  unterschätzten,  wahren  Prävalenz  zurückgeführt  wurde 

(Figueras et al. 2014).

Im  Hinblick  auf  die  beschriebenen  Limitationen  der  kulturbasierten  Arcobacter  spp.-Diagnostik 

(Ramees et al. 2017,  Lau et al. 2002,  Hänel 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).  Für  Arcobacter  spp.,  wie auch  A. butzleri,  wurden 

Fluorescence-resonance  Energytransfer  (FRET)-  und  Hybridisierungssonden-basierte  real-time 

PCR-Assays  etabliert  und  für  unterschiedliche  diagnostische  Fragestellungen  eingesetzt 

(Miltenburg et al. 2020, Abdelbaqi et al. 2007, Brightwell et al. 2007, de Boer et al. 2013, Liu et al.

 2018, González et al. 2010, Shrestha et al. 2018, Hausdorf et al. 2013, Caruso et al. 2019, Marta

 et al.  2020,  González et Ferrús 2011,  Ferreira et al.  2014,  Lee et al.  2012). Die bisher dazu 

veröffentlichten  Evaluationsstudien  basieren  jedoch  überwiegend  auf  einer  geringen  Anzahl 

untersuchten Proben.

Das Ziel der Studie war es, verfügbare 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, Abdelbaqi et al. 2007, Brightwell et al.

 2007,  de  Boer  et  al.  2013,  Qu et  al.  1996).  Dazu  wurden  Proben  mit  einer  hohen  Prätest-

Wahrscheinlichkeit  bei  bekannt  häufigem,  regionalem  Vorkommen  des  Erregers  verwendet 

(Zautner et al. 2023).

 2.2 Material und Methoden

 2.2.1 Proben für 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  durchgeführt.  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 

aufgeführt 
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Zunächst wurden die drei Assays auf ihre grundsätzliche Eignung zur Detektion von A. butzleri in 

hoher  Erregerdichte  getestet.  Dafür  wurden  65  humane  Stuhlproben  mit  hohen 

Endkonzentrationen  von  etwa  107 koloniebildenden  Einheiten  (KBE)  pro  Liter  mit  folgenden 

Mikroorganismen  gespikt:  verschiedene  A. butzleri-Stämme (n = 30),  A. cryaerophilus-Stämme 

(n = 22), Nutztier-assoziierte A. lanthieri-Stämme (n = 12) (Whiteduck-Léveillée et al. 2015) sowie 

mit  einem  einzelnen  Campylobacter  coli-Stamm.  Verdünnungsreihen  zur  Identifizierung  der 

technischen  Nachweisgrenzen  wurden  mit  standardisierten  Plasmid-basierten  Positivkontrollen 

titriert (siehe 2.3).

Anschließend wurden mit den drei Assays ghanaische Stuhlproben untersucht, welche bei bekannt 

hoher  Prävalenz  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  Sensitivität  und Spezifität  (Hahn et  al.  2020))  für  diesen 

Erreger nicht verfügbar 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 unveröffentlichten Untersuchung zur Einschätzung 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 Übereinstimmung mit den ethischen Voraussetzungen 

für  die  Untersuchung,  wurden  die  Daten  der  Stuhlspender  vollständig  anonymisiert. 

Dementsprechend  stehen  keine  Daten  zu  Alter,  Geschlecht  oder  klinischen  Symptomen  zur 

Verfügung. Dies stellt eine Abweichung von den Kriterien des Standards of Reporting Diagnostic 

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

 2.2.2 Extraktion und Lagerung der Nukleinsäuren

Die Nukleinsäuren 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 für 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  für  das  Zielgen  gyrA von  A. butzleri,  A. cryaerophilus,  A. cibarius  und 

A. nitrofigilis entwickelt  wurde,  ein.  Die  gyrA-basierte  Diskriminierung  der  Arcobacter-Stämme 
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erfolgte anhand der gemessenen Fluoreszenzpeaks in der Schmelzkurvenanalyse (Abdelbaqi et al.

 2007).  Die  publizierten  Laufprotokolle  wurden  an  den  Corbett  Q  Cycler  (Qiagen,  Hilden, 

Deutschland) adaptiert und geringfügig angepasst (Abdelbaqi et al. 2007, Brightwell et al. 2007, de

 Boer et al. 2013). Details zu den genutzten Oligonukleotiden, Reagenzien und Laufprotokollen 

sind im veröffentlichten Paper im Anhang A aufgeführt. In den Läufen wurden jeweils eine Wasser-

basierte  Negativ-  und  eine  Plasmid-basierte  Positivkontrolle  mitgeführt.  Das  verwendete 

Sequenzinsert  im  Vektor  pEX  A128  (eurofins  Genomics,  Luxemburg)  ist  ebenfalls  im 

veröffentlichten Paper im Anhang A angegeben. Die Verdünnungsreihen 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/µL für die  hsp60- 

und  gyrA-PCRs sowie von 370,5 Kopien/µL für 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 bestätigt (Niesters 2001).

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

Die  im  ersten  Schritt  der  Auswertung,  also  der  Analyse  der  hochtitrig  gespikten  Stuhlproben, 

festgestellten  Reaktionsausfälle  einschließlich  der  gemessenen  Ct-Werte  und  Schmelzkurven 

wurden  deskriptiv  erfasst  und  bewertet.  Dieser  Schritt  wurde  genutzt,  um  die  spezifischen 

Schmelztemperaturen für A. butzleri und A. cryaerophilus unter den adaptierten Laufbedingungen 

in der gyrA-PCR zu definieren. Das als Positivkontrolle verwendete Plasmid enthielt dafür lediglich 

eine A. butzleri-spezifische gyrA-Sequenz, so dass eine Aussage für A. cryaerophilus damit allein 

nicht möglich 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 für  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,  über  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 

außerhalb  der  ermittelten  A. butzleri-spezifischen  Schmelztemperaturen  wurden  als  A. butzleri-

negativ gewertet. Da sich die gyrA-Gensequenz unter Selektionsdruck in Grenzen verändern 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 Prävalenzschätzung bezüglich A. butzleri in der untersuchten Population vorzunehmen. 

Entsprechend der Empfehlungen von Landis und Koch wurde Fleiss’ Kappa für die Konkordanz der 

Resultate  der  untersuchten  real-time  PCR-Assays  berechnet  und  interpretiert  (Landis  et  Koch

 1977).  Außerdem  wurden  die  gemessenen  Ct-Werte  beschreibend  verglichen.  Grundsätzlich 

https://cels.uri.edu/gsc/cndna.html
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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 für Mac 64-bit Intel (College Station, TX, USA) erstellt.

 2.2.5 Ethik

Die  ethische  Freigabe  zur  Nutzung  der  vollständig  anonymisierten  Residualproben  für  die 

Testvergleiche  wurden  von  der  Ärztekammer  Hamburg  erteilt  (Referenznummer:  WF-011/19, 

11.03.2019).  Unter  diesen  Voraussetzungen  war  eine  weitere  informierte  Einwilligung  nicht 

erforderlich.

 2.3 Ergebnisse

In  der  vorangestellten  Publikation  sind  die  Ergebnisse  ausführlich  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 für die hsp60-PCR in 6 von 22 Fällen und in 16 von 22 Fällen für die 

rpoB/C-PCR.  Für 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 für 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 Fußnoten aufgeführt. Die Probe, welche mit C. coli gespikt war, 

zeigte nur in der rpoB/C-PCR ein kreuzreagierendes Signal mit einem deutlich höheren Ct-Wert als 

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

 2.3.2 Berechnung der Sensitivität und Spezifität der Tests auf Grundlage 
der  LCA,  Vergleich  der  untersuchten  Assays  und  adjustierte 
Prävalenzschätzung

Für die LCA-basierte Beurteilung der Leistungscharakteristike der verglichenen PCR-Assays für 

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  aufgeführt, 

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 Sensitivität mit einem breiten Spektrum von 100 % bis 12,7 % in absteigender 

Reihenfolge von der  rpoB/C-PCR über die  hsp60-PCR bis zur  gyrA-PCR. Für die  rpoB/C-PCR 

konnte  die  berechnete  Sensitivität  nur  mit  einem sehr  breiten  95 %-Konfidenzintervall  ermittelt 

werden. Die berechneten Spezifitäten lagen mit 98,8 % bis 96,8 % in absteigender Reihenfolge 

von der gyrA-PCR über die rpoB/C-PCR bis zur hsp60-PCR, wesentlich näher zusammen. Die aus 

den  Ergebnissen  der  drei  verglichenen  PCR-Assays  errechnete  Kappa-Konkordanz  war, 

hauptsächlich 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 

adäquateren 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  Prävalenz  von  A. butzleri  in  den  Stuhlproben  der  untersuchten 

ghanaischen Population auf 14,8 % eingeschätzt.

 2.3.3 Vergleich der gemessenen Ct-Werte

Die erfassten Ct-Werte der drei verglichenen real-time PCR-Assays bewegten sich für 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 über die rpoB/C-PCR bis zur gyrA-PCR (siehe Tabelle 4 im 

Paper). Während 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 höher.

 2.4 Diskussion

 2.4.1 Bewertung

Im  Rahmen  der  Studie  wurde  ein  LCA-basierter  Vergleich  dreier  real-time  PCR-Assays  für 

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  vollständig  spezifisch  für  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 

außerordentlich  weiten  Ct-Wert-rechts-Verschiebung  trotz  hoher  Erreger-DNA-Dichte  für  die 

diagnostische  Situation  als  kaum  relevant  erachtet.  Die  Reaktion  mit  A. cryaerophilus im 

gyrA-PCR-Assay  (Abdelbaqi  et  al.  2007)  ließ  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 

möglich.  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 könnte 

eine  geringere  Empfindlichkeit  der  Hybridisierungssonden-basierten  PCR-Assays  gegenüber 

kreuzreagierenden  Nicht-Ziel-Erregern  dazu  beitragen,  die  Wahrscheinlichkeit  falsch  positiver 

Ergebnisse  zu  reduzieren.  Die  Beobachtungen  bestätigen  insgesamt  jedoch   die  bereits 

beschriebenen  Herausforderungen  hinsichtlich  des  Designs  zuverlässig  selektiver 

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

Die  LCA-Untersuchung  zeigt  hinsichtlich  der  diagnostischen  Leistungscharakteristika  der  drei 

verglichenenreal-time PCR-Assays, beträchtliche Unterschiede hinsichtlich des Nachweises von 

A. butzleri (Levican et Figueras 2013, Abdelbaqi et al. 2007, Brightwell et al. 2007, de Boer et al.

 2013). Der FRET-Assay mit dem Zielgen gyrA (Abdelbaqi et al. 2007) wies die beste Spezifität von 

nahezu  100 %  auf,  allerdings  zum  Preis  einer  sehr  niedrigen  Sensitivität  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  Sensitivität  verursacht  haben  könnte.  Der 

Hybridisierungssonden-basierte hsp60-Assay hatte eine mittlere Sensitivität von fast 95 % aber im 

Vergleich die geringste Spezifität mit weniger als 97 %. Letzteres ist gleichermaßen der Grund für 

die  berechnete  Sensitivität  des hsp60-Assays unterhalb  der  berechneten  Sensitivität  des 

rpoB/C-Assays,  auch  wenn  zugleich  mehr  positive  Ergebnisse  mit  dem  hsp60-Assay  in  der 

Probensammlung  registriert  werden  konnten.  Fokussiert  auf  die  beobachtete,  höhere 

Wahrscheinlichkeit der Kreuzreaktivität der rpoB/C-PCR mit A. cryaerophilus-gespikten Proben im 

Vergleich zur hsp60-PCR, erscheint die niedrigere Spezifität der letzteren vielleicht überraschend. 

Jedoch  ergaben  die  Schmelzkurvenanalysen  der  Nicht-A. butzleri-assoziierten  positiven 

Ergebnisse  des  gyrA-Assays  nur  einer  sehr  geringen  Prävalenz  lediglich  nur  sechs 

A. cryaerophilus-positiven Proben, von welchen vier zudem negative Ergebnisse in der hsp60-PCR 

aufwiesen. Unter Berücksichtigung 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 

vernachlässigen.  Der  rpoB/C-Assay ist  der  einzige Test  mit  einer  berechneten Sensitivität  von 

mehr als 95 %, wenn man die aus dem breiten 95 %-Konfidenzintervall resultierende Unsicherheit 

bei  einer  Spezifität  von  etwas  mehr  als  98 %,  akzeptiert.  Trotz  des  berechneten  breiten 

Konfidenzintervalls  der  Sensitivität  der  rpoB/C-PCR,  wird  die  wahre  Sensitivität  des  Assays 

wahrscheinlich tatsächlich hoch sein. Dafür die beobachtete Kombination aus einer hohen Anzahl 

positiver PCR-Signale, der hohen Übereinstimmung der Ergebnisse mit der  hsp60-PCR, welche 

eine Sensitivität  von fast  95 % hat  und einer durchaus akzeptablen Spezifität.  Die relativ  gute 

Spezifität  des  rpoB/C-Assays  mag  überraschend  erscheinen,  bedenkt  man  die  hohe  Rate  an 
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beobachteten  Übereinstimmungen  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  können  die  beobachteten  Nicht-A. butzleri-spezifischen 

gyrA-PCR Schmelzkurven auch auf Ko-Kolonisation der Stuhlspender mit  A. butzleri und einem 

kreuzreagierenden Nicht-Zielmikroorganismus zurückzuführen sein, wobei eine höhertitrige DNA-

Konzentration  der  Nicht-Zielorganismen  das  gyrA-Assay-Signal  maßgeblich  beeinflusst  hätte. 

Somit  kann  nicht  mit  Sicherheit  davon  ausgegangen  werden,  dass  positive  rpoB/C-PCR-

Ergebnisse  in  Fällen  eines  positiven  gyrA-PCR-Ergebnisses,  bei  dem  die  Auswertung  der 

Schmelzkurvenanalyse Nicht-A. butzleri-DNA ergab, falsch positiv sein müssen. Gleiches gilt für 

positive  hsp60-PCR-Ergebnisse  in  Konkordanz  mit  Nicht-A. butzleri-spezifischen  positiven 

gyrA-PCR-Signalen. Die Annahme einer möglichen Ko-Kolonisation wird durch nahezu gleichen 

Ergebnisse positiver mittleren Ct-Werte der hsp60- und rpoB/C-PCR-Signale unabhängig von der 

beobachteten Schmelztemperatur in der gyrA-PCR, gestützt. 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 

Kreuzreaktivitäten in der Residualprobensammlung hin.

Schließlich bestätigte die LCA-basierte Prävalenzschätzung von 14,8 % A. butzleri-positiven Fällen 

bei  den  untersuchten  ghanaischen  Stuhlproben  die  Ausgangshypothese,  dass  die  gewählte 

Probensammlung  mit  einer  hohen  Prätest-Wahrscheinlichkeit  assoziiert  war.  Dieses  Ergebnis 

passt  zu  Studien,  welche  eine  sogar  höhere  Prävalenz  von  A. butzleri im  Vergleich  mit 

Campylobacter spp. in ghanaischen Nutztierbeständen postulierten (Dekker et al. 2019), sowie zu 

Berichten  über  hohe  Raten  an  Kolonisation  und  gastrointestinalen  Infektionen  mit  bakteriellen 

Pathogenen innerhalb der ghanaischen Bevölkerung insgesamt (Krumkamp et al. 2015, Eibach et

 al. 2016) und zu einer hohe  A. butzleri-Prävalenz, wie sie für das geographisch nahegelegene 

westafrikanische  Nigeria  gezeigt  wurde  (Adesiji  et  al.  2014).  Die  Bearbeitung  der  residualen 

Proben erfolgte mit  der Einschränkung der protrahierten Lagerung der extrahierten DNA, unter 

diagnostischen Routinekonditionen,  wodurch unabhängig vom epidemiologischen Ursprung des 

Probenmaterials, die höchstmögliche Sorgfalt bei der Suche nach dem Zielpathogen gewährleistet 

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 durchführbar 

war.  Eine prospektive Studie mit  frischem Probenmaterial  hätte hinsichtlich eines verlässlichen 

„Goldstandards“  die  gleichen  Limitationen  bezüglich  Sensitivität  und  Spezifität,  die  auch  für 

kulturelle Methoden nicht als 100 %-ig angenommen werden können.
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Die Wahl der Stämme für die Spiking-Experimente mit den Proben, welche im ersten Schritt der 

Untersuchung genutzt wurden, war auf die Verfügbarkeit in der multizentrischen Forschungsgruppe 

beschränkt. Jedoch war das Spiking lediglich zur orientierenden Prüfung der generellen Eignung 

der ausgewählten PCR-Assays für die Hauptuntersuchung, welche als LCA-Ansatz geplant war, 

vorgesehen.

Es  wurde  keine  Sequenz-basierte  Bestätigungstestung  mit  den  erhaltenen  Amplifikaten  zur 

Bestätigung der mittels LCA berechneten diagnostischen Akkuratesse durchgeführt.  GyrA-PCR-

Signale,  welche  vom  Erwartungswert  für  A. butzleri abweichende  Ergebnisse  in  der 

Schmelzkurvenanalyse zeigten, wurden daher nicht abschließend 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. Künftige Studien sollten patientenbezogene 

Daten  einbeziehen,  um  die  klinische  Relevanz  der  gemessenen  real-time  PCR-Ergebnisse 

abschätzen zu können.

Das  Prinzip  der  LCA hat  als  mathematischer  Ansatz  methodische  Voraussetzungen,  um eine 

Verzerrungsfreiheit  der  Resultate  annehmen  zu  können,  welche  im  Rahmen  der  Studie  nicht 

zwangsläufig  erfüllt  waren.  Die  berechneten  Leistungsdaten  müssen  sich  nicht  zwangsläufig 

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  könnte  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 Kreuzreaktivität  innerhalb  der  Gattung  Arcobacter/Aliarcobacter,  welche im ersten Teil  der 

Studie beschrieben wurden, macht diese Option zusätzlich plausibel. Ferner kann die LCA helfen, 

die Prävalenz einer Population sowie die diagnostische Akkuratesse von diagnostischen Verfahren 

zu schätzen, aber nicht über die Richtigkeit eines individuellen PCR-Ergebnisses entscheiden.

 2.4.3 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend kann festgestellt  werden,  dass  keine  der  drei  untersuchten real-time PCR-

Assays  uneingeschränkt  für  den Nachweis  von  A. butzleri  geeignet  ist.  Im Vergleich  hatte  die 

rpoB/C-PCR die besten Leistungsdaten mit einer Sensitivität von über 95 %, jedoch bei breitem 

95 %-Konfidenzintervall, und einer Spezifität von über 98 %. Zu beachten ist, dass der Test nicht 

sicher zwischen A. butzleri und A. cryaerophilus differenzieren kann, was in Regionen mit geringer 

Prävalenz der letzteren Spezies gegebenenfalls zu vernachlässigen ist. Als Bestätigungstest im 

Fall  eines  positiven  rpoB/C-basierten  Screenings,  könnte  der  Einsatz  der  hochspezifischen 
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gyrA-PCR  in  Erwägung  gezogen  werden.  Im  Falle  einer  Bestätigung  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 

Sensitivität  des  gyrA-Assays  nicht  zuverlässig  ausgeschlossen  werden.  Aufgrund  der 

beobachteten hohen Prävalenz von  A. butzleri in ghanaischen Stuhlproben, erscheinen künftige 

Studien zur ätiologischen Relevanz in der ghanaischen Bevölkerung sinnvoll. In der durchgeführten 

Studie war bei Fokus auf rein technische Aspekte, dahingehend keine Auswertung möglich.
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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 für 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 müsste. 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 Sensitivitäts-  und Spezifitätsschätzung 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 Prätest-Wahrscheinlichkeit genutzt. Die berechnete Sensitivität und Spezifität betrug 93,0 % 

und 96,9 % für die hsp60-PCR, 100 % und 98,2 % für die rpoB/C-PCR, sowie 12,7 % bzw. 99,8 % 

für die gyrA-PCR. Die berechnete A. butzleri-Prävalenz innerhalb der ghanaische Bevölkerung lag 

bei  14,8 %. Wie aus den Testergebnissen der  hochtitrig  gespikten Proben hervorgeht,  können 

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  Sensitivität  von >95 % vergesellschaftet,  allerdings verbunden mit 

einem breiten 95 %-Konfidenzintervall.  Darüber hinaus zeigte dieser Assay trotz der bekannten 

Kreuzreaktivität  mit  phylogenetisch  eng verwandten Arten  eine  noch akzeptable  Spezifität  von 

>98 %. Zur Erhöhung der Spezifität kann eine Bestätigungstestung mit dem gyrA-Assay mit einer 

Spezifität  von nahezu 100 % für Proben mit  positiven  rpoB/C-PCR-Ergebnissen im Sinne einer 

Stufendiagnostik angeschlossen werden. Ein negatives Ergebnis im  gyrA-Assay schließt,  durch 

dessen  sehr  geringe  Sensitivität,  ein  Vorhandensein  des  Erregers  in  der  Probe  jedoch  nicht 

zuverlässig aus.

Folgestudien  zur  ätiologischen  Relevanz  von  A. butzleri erscheinen  in  der  ghanaischen 

Bevölkerung aufgrund  der  beobachtet  hohen  Prävalenz  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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 4. Abkürzungsverzeichnis

A. Arcobacter

C. Campylobacter

Ct Cycle threshold - Zyklusschwellenwert in der Echtzeit-PCR

DNA Desoxicribonucleic acid - Desoxyribonukleinsäure

FRET Förster-Resonanzenergietransfer – Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer

KBE koloniebildenden Einheiten

LCA Latent class analysis - latente Klassenanalyse

MALDI Matrix–Assistierte Laser–Desorption–Ionisierung

µL Mikroliter

PCR Polymerase Chain Reaction - Polymerasekettenreaktion

spp. Species pluralis
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