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Hintergrund

Traditionell erfolgt die Diagnostik der
infektiosen Gastroenteritis mittels Stuhl-
kulturen, ergdnzt durch Antigennach-
weis mittels Immunassays und seltener
Mikroskopie. In den letzten Jahren wur-
den zunehmend molekularbiologische
Verfahren eingefiihrt, die mittels Polyme-
rasekettenreaktion (,polymerase chain
reaction, PCR) einen schnelleren und
sensitiveren Erregernachweis ermogli-
chen. Zudem kann durch Kombination
mehrerer erregerspezifischer PCR in ei-
nem Ansatz simultan auf viele Erreger
getestet werden, ein Verfahren, das als
»Multiplex-PCR“ bezeichnet wird.

Vor- und Nachteile der
konventionellen Diagnostik

Eine gastrointestinale Infektion kann
bakterieller, viraler und parasitirer Ge-
nese sein. Bisheriger Goldstandard der
Diagnostik bakterieller Enteritiserreger
ist die Stuhlkultur. Vorteile dieser Me-
thode sind ihre hohe Spezifitit und die
Moglichkeit der Resistenztestung, Nach-
teile sind die geringe diagnostische Aus-
beute von etwa 5% bei nichtselektierten
Patienten [13] und die lange Prozessie-
rungszeit zwischen Probeentnahme und
Befundmitteilung. Theoretisch konnte
ein schnellerer Nachweis mittels Phasen-
kontrast- oder Dunkelfeldmikroskopie
versucht werden. Diese Verfahren weisen
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jedoch eine noch geringere Sensitivitat
auf und besitzen in aktuellen diagnosti-
schen Algorithmen keinen Stellenwert.
Fir einzelne Erreger wie z.B. Cam-
pylobacter gibt es auch beschleunigte
Nachweisverfahren {iber Stuhlantigen-
detektion mittels Enzymimmunassay.
Da aber andere Enteritiserreger durch
diese Verfahren nicht erfasst werden,
finden auch sie in der Praxis wenig
Verwendung.

)) Virale Erreger der
Gastroenteritis konnen nicht
kultiviert werden

Virale Erreger der Gastroenteritis, wie
das Noro-, Rota- oder Adenovirus, kon-
nen nicht kultiviert werden. Historisch
erfolgte der Nachweis mit hohem Auf-
wand elektronenmikroskopisch. Bei den
Noroviren ist seit einigen Jahren der mo-
lekularbiologische Nachweis mittels PCR
aufgrund der derzeit hochsten Sensiti-
vitdt aller Testverfahren das bevorzugte
Nachweisverfahren. Standarddiagnos-
tikum der Rotavirusinfektion ist der
immunologische Antigennachweis im
Stuhl, alternativ kann auch hier eine
PCR eingesetzt werden [13].

Die Diagnostik parasitirer Erreger,
wie Giardia lamblia, Entamoeba histoly-
tica oder auch Cryptosporidien, erfolgt
in der Regel durch Enzymimmunassays.
Auch hat die Stuhlmikroskopie hier noch
eine gewisse Bedeutung. Im Gegensatz
zu bakteriellen und viralen Durchfall-
erregern, bei denen der diagnostische
Zusatzgewinn durch Analyse von mehr
als einer Stuhlprobe vernachlissigbar

ist, sollten bei Verdacht auf Parasitose
2-3 Stuhlproben von verschiedenen Ta-
gen im frischen Stuhl untersucht werden,
da Wurmeier und Protozoenzysten zy-
klisch im Stuhl erscheinen kénnen [13].
Bei der Amobendiagnostik kann die
Mikroskopie nicht zwischen Entamoeba
histolytica und hdufigen, aber apathoge-
nen Amdobenarten wie Entamoeba dispar
unterscheiden. Nur wenn im Stuhl Tro-
phozoiten, die Erythrozyten phagozy-
tiert haben, dargestellt werden konnen,
kann die mikroskopische Diagnose ei-
ner Amobenruhr sichergestellt werden.
Selbst bei erfahrenen Untersuchern hat
aber die Mikroskopie nur eine Sensitivi-
tat von 70%. Eine dhnliche Sensitivitit
haben Antigennachweise von Entamoe-
ba, von denen viele auch pathogene
und apathogene Formen unterscheiden
konnen [6]. Bei negativ getesteten Fil-
len und fortbestehendem Verdacht auf
eine Amdobeninfektion wird von der S1-
Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir
Tropenmedizin und Internationale Ge-
sundheit ein PCR-Nachweis aufgrund
der hoheren Empfindlichkeit und der
Moglichkeit der Speziesdifferenzierung
empfohlen [6].

Erregerdiagnostik mit
kommerzieller Multiplex-PCR

In den letzten Jahren wurde die Diag-
nostik zunehmend durch molekularbio-
logische Verfahren bereichert. Fiir Infek-
tionen, die durch eine Vielzahl unter-
schiedlicher Erreger verursacht werden,
wie z. B. respiratorische Infektionen oder
Gastroenteritiden, wurden von verschie-
denen Firmen Multiplex-PCR-Assays auf
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Tab.1 Erregerspektrum kommerziell verfligbarer integrierter Gastroenteritispanels

QlAstat-Dx®
(Qiagen, Hilden
Deutschland)

Bakterien+  Vibrio spp
Toxine Aeromonas spp
Salmonella spp

Yersinia enterocolitica
Shigella spp
Campylobacter spp

C. difficile (Toxin A/B)
Plesiomonas shigelloides
Escherichia coli 0157

Enteroaggregative Esche-
richia coli (EAEC)
Enteropathogene Escheri- +
chia coli (EPEC)
Enteroinvasive E. coli +
(EIEC)

Enterotoxische Escheri- +
chia coli, (ETEC)

Shigatoxinbildende +
Escherichia coli (STEC)
stx1/stx2

Norovirus

+ + + + + + + + + +

Viren
Rotavirus A
Adenovirus
Astrovirus
Sapovirus

Parasiten  Entamoeba histolytica

Giardia lamblia

Cryptosporidium

+ + + + + + + + +

Cyclospora cayetanensis

den Markt gebracht. In dhnlicher Wei-
se werden von verschiedenen Anbietern
auch kommerzielle Gastroenteritispanels
(gastrointestinale Pathogenpanels, GPP)
angeboten. Teils decken diese Panels ein
breites Spektrum bakterieller, viraler und
parasitdre Erreger ab (,integrierte GPP“),
teils sind sie gattungsspezifisch, testen al-
so nur virale, bakterielle oder parasitére
Erreger. Im Folgenden wird spezifisch auf
die ,integrierten Multiplex-PCR-Assays
eingegangen, die mehrere Spezies gat-
tungsiibergreifend untersuchen.
Einebeispielhafte Auflistung verschie-
dener integrierter GPP mit jeweils erfass-
tem Erregerspektrum zeigt @ Tab. 1.

XTAG®
(Luminex,

FilmArray®
(BioMerieux, Niir-
tingen, Deutsch-  Austin, TX,
land) USA)

+ +

+ + + + +

+ + + + + + + +

+ + + + + + + + +

Vorteile und Limitationen

Der grofite Vorteil der PCR-basierten
Verfahren besteht in der im Vergleich
zu Stuhlkulturen deutlich rascheren
Verfiigbarkeit der Resultate. Die Zeit
von Vorbereitung der Probe bis zum
endgiiltigen Resultat wird von den ver-
schiedenen Herstellern zwischen 65 min
(FilmArray®, BioMerieux, Niirtingen,
Deutschland) und 5h (xTAG®, Lumi-
nex, Austin, TX, USA) angegeben [12].
Nicht berticksichtigt sind hier allerdings
Transport- und Vorlaufzeiten vor Start
des automatisierten Analysevorgangs,
sodass in der Praxis die Zeit zwischen
Probenasservierung und Befundmittei-
lung meist deutlich ldnger ausfillt.

BioCode® Faecal Pathogen B
(Applied BioCode Inc., (AusDiagnostics,
Santa Fe Springs, CA, Mascot, Australien)
USA)
+

+
+ +
+
+ +
+ +

+

+

+

+

+

+

+

+

Weiterhin ist der Diarrhoerreger-
nachweis von Nukleinsduren mittels
PCR empfindlicher als der konventio-
nelle Nachweis mittels Kultur und Mi-
kroskopie [2]. Dies resultiert in hoheren
Detektionsraten gastrointestinaler Erre-
ger mittels Multiplex-PCR im Vergleich
zu der herkdmmlichen Diagnostik. In
einer europdischen Studie zur ambulant
erworbenen Diarrh6 an 10 européischen
Zentren wurde mittels eines integrier-
ten Gastroenteritispanels (FilmArray®)
in 54% der Proben mindestens ein
Erreger nachgewiesen verglichen mit
18 % mittels konventioneller Diagnos-
tik [20]. Ahnlich hohe Detektionsraten
(55,8 % vs. 40,1 %) zeigte eine unizentri-
sche Studie zur ambulant erworbenen
Diarrho in Taiwan [14]. Auch eine
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Zusammenfassung - Abstract

Metaanalyse von 21 Studien zu einem
spezifischen integrierte Gastroenteritis-
panel und 2 Einzelstudien zu einem
anderen Assay zeigten eine 1,5-fach
(xTAG®, 95 %-Konfidenzintervall [95%-
KI] 1,3-1,7) bzw. 1,2-fach (FilmArray®,
95 %-KI 1,1-1,3) hohere Detektionsrate
von Enteropathogenen als die eingesetz-
ten konventionellen Vergleichsverfahren
[8].

Die hohere Detektionsrate der Multi-
plex-PCR gegeniiber der konventionellen
Diagnostik hat mehrere Griinde: Zum
einen bietet die PCR einen diagnosti-
schen Vorteil bei Erregern, die schwer
oder gar nichtkultivierbar sind. Beispiels-
weise konnen Shigellen in nativen Stuhl-
proben nur wenige Stunden iiberleben
und deshalb bei lingerem Transport zum
Labor dem kulturellen Nachweis entge-
hen [13]. Entsprechend zeigte sich in
2 Fall-Kontroll-Studien an Kindern in
Asien und Afrika die Detektionsrate von
Shigellen mittels PCR 2- bis 5-fach er-
hoht im Vergleich zur Stuhlkultur [15,
17]. Zum anderen ist die hohere Aus-
beute der Multiplex-PCR auch darin be-
griindet, dass sie Erreger erfasst, die in
der konventionellen Diagnostik speziell
angefordert werden miissten. Beispiels-
weise waren die in der erwdhnten euro-
péischen Multizenterstudie mittels Gas-
troenteritispanel am héufigsten nachge-
wiesene Erreger enteropathogene Esche-
richia coli, die aber nur in 3 der 10 be-
teiligten Labore auch konventionell mit-
tel Enzymimmunassay getestet wurden.
Der in der PCR vierthdufigste Erreger,
enteroaggregative Escherichia coli, wur-
de konventionell gar nicht getestet [20].

» Bei Multiplex-PCR-Assays
gibt es keinen definierten
Referenzstandard

Dies verdeutlicht eine Schwierigkeit
bei der Einschitzung der Ergebnisse
der Multiplex-PCR-Assays. Da es kei-
nen definierten Referenzstandard gibt,
kann die Validitat der Tests mit Angabe
von Sensitivitdt oder Spezifitit letztlich
nicht genau bestimmt werden, son-
dern nur die vorhandene oder fehlende
Ubereinstimmung mit konventionellen
Methoden festgestellt werden [9]. Ei-
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Zusammenfassung

Die infektiose Gastroenteritis gehort zu
den héufigsten Erkrankungen lberhaupt.
Leitsymptom ist die akute Diarrhd mit oder
ohne Erbrechen. Aufgrund des selbstlimi-
tierenden Charakters der Erkrankung ist die
Therapie in erster Linie symptomatisch und
unabhéngig vom auslésenden Pathogen.
Eine Erregerdiagnostik ist nur sinnvoll,
wenn deren Ergebnis erwartungsgemaf
eine Anderung der Therapie oder des
Hygienemanagements nach sich zieht.

Die konventionelle Stuhldiagnostik beruht
auf kulturellen, immunologischen und
mikroskopischen Nachweisverfahren.

Sie wurde in den letzten Jahren durch
molekulare Verfahren erweitert. Insbesondere
wurden von verschiedenen Herstellern so
genannte integrierte Gastroenteritispanel
auf den Markt gebracht, bei denen mittels
Multiplexpolymerasekettenreaktion eine

https://doi.org/10.1007/500740-020-00355-z
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einzige Stuhlprobe simultan auf eine Vielzahl
bakterieller, viraler und protozoaler Erreger
untersucht werden kann. In diesem Beitrag
wird anhand von klinischen Studien der
Stellenwert dieser Verfahren im Vergleich

zu den konventionellen Methoden der
Stuhldiagnostik diskutiert. Zusammenfassend
zeigen die molekularen Gastroenteritispanels
bei deutlich kiirzerer Prozessierungszeit
signifikant hohere Detektionsraten. Ob

aber die verbesserten Detektionsraten

zu einer Verbesserung von Therapie oder
Hygienemanagement fiihren, ist noch
fraglich, sodass ihr Einsatz derzeit nur in
speziellen Situationen als Zusatzmethode zur
konventionellen Diagnostik empfohlen wird.

Schliisselworter
Diarrho - Infektionskrankheit - Multiplex-PCR -
Stuhldiagnostik - Gastroenteritis

Abstract

Infectious gastroenteritis is a very common
disease. The main symptom is acute diarrhoea
with or without vomiting. Due to the self-
limiting character of the disease, therapy is
primarily symptomatic and independent of
the triggering pathogen. A pathogen diagno-
sis is only useful if the result of the diagnosis
is expected to lead to a change in therapy or
hygiene management. Conventional stool
diagnostic workup is based on cultural,
immunological and microscopic detection
methods. In recent years, it has been
extended by molecular methods. In particular,
various manufacturers have brought so-
called integrated gastroenteritis panels onto
the market, in which a single stool sample
can be tested simultaneously for a variety

of bacterial, viral and protozoal pathogens

Molecular Diagnosis of Infectious Gastroenteritis

using multiplex polymerase chain reaction. In
this article, the significance of these methods
compared to conventional methods of stool
diagnostic workup is discussed on the basis
of clinical studies. In summary, the molecular
gastroenteritis panels show significantly
higher detection rates with significantly
shorter processing time. However, it is

still questionable whether the improved
detection rates lead to an improvement in
therapy or hygiene management, so that
their use is currently only recommended in
special situations as an additional method to
conventional diagnostic workup.

Keywords
Diarrhea - Infectious disease - Multiplex PCR -
Stool test - Gastroenteritis

ne britische Analyse, die anhand von
23 vorliegenden Studien 3 integrierte
Gastroenteritispanels bewertete, kam
daher zu der Schlussfolgerung, dass
die diagnostische Genauigkeit, mit der
die Testergebnisse das Vorliegen einer
klinisch relevanter Infektion anzeigen,
nicht definiert werden kann [8]. Auf der
Basis dieser Analyse sprach sich das in
Groflbritannien fiir die Bewertung von

Wirksamkeit und Wirtschaftlichkeit von
Therapien und medizinischen Verfahren
zustdndige National Institute for Clini-
cal Excellence dagegen aus, Multiplex-
PCR-basierte Gastroenteritispanels in
die erstattungsfahige Routinediagnostik
aufzunehmen [16].

Ein weiterer Nachteil der PCRist, dass
sie nicht zwischen vitalen und avitalen
Erregern unterscheiden kann. Dement-
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sprechend kann auch bei asymptomati-
schen Patienten der Erregernachweis in
der PCR positiv ausfallen [2, 3, 7, 10,
21], sodass insgesamt von einer erhéhten
Anzahl falsch-positiver Befunde auszu-
gehen ist. SchliefSlich kommt es durch die
gleichzeitige Erfassung multipler Erreger
hiufig zur Diagnose einer vermeintlichen
Mischinfektion. Tatsichlich koénnen in
etwa 20-40 % der positiven Félle mehr als
ein Erreger in der Multiplex-PCR nach-
gewiesen werden [14, 15, 20]. Fiir den
Kliniker sind dann die Interpretation der
Resultate und die Frage der zu veranlas-
senden therapeutischen Mafinahmen oft
schwierig.

Klinischer Nutzen

Der entscheidende Punkt in der Indi-
kation zum Einsatz eines diagnostischen
Tests, ist die Frage, ob das Resultat erwar-
tungsgemdfd zu einer Veranderung der

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer

Therapie oder des Hygienemanagements
fithrt. Aufgrund des meist selbstlimitie-
renden Verlaufs von gastrointestinalen
Infektionen empfiehlt die deutsche Leit-
linie die Einleitung einer Diagnostik nur
bei Vorliegen bestimmter Konstellatio-
nen (@ Infobox 1). Zudem wurde hier die
Empfehlung zum Ausmaf der Erregerdi-
agnostik an die jeweilige klinische Situati-
onangepasst (ambulant oder nosokomial
erworben, Reisertickkehrer, Immunsup-
pression) und ist auf Erreger beschrinkt,
die eine Therapieindikation (z. B. Campy-
lobacter, Shigellen, Salmonellen, Clostri-
dien, Giardia lamblia) oder bestimmte
Hygienemafinahmen (z. B. Kohorteniso-
lierung bei mehreren Norovirusinfektio-
nen) nach sich ziehen kénnen [13]. Im
Vergleich zu den Empfehlungen der deut-
sche Leitlinie stellen die sehr breiten Er-
regerspektren der integrierten GPP bei
Patienten mit ambulant erworbener Gas-
troenteritis eine deutliche Uberdiagnos-

tik dar und decken am ehesten das Spek-
trum der Diarrh6 beim Reiseriickkehrer

ab [13].

» Bei PCR-Nachweis kann nicht
zwischen vitalen und avitalen
Erregern unterschieden werden

Es stellt sich somit die Frage, ob die
schnellere und breitere Diagnostik der
Gastroenteritispanels tatsichlich eine
Veridnderung von Antibiotikaverschrei-
bungen oder Hygienemafinahmen aus-
16st.

Wie bereits erwdhnt wurde in der
britischen Auswertung von 23 Studien
zur Wertigkeit integrierter Gastroente-
ritispanels keine Evidenz gefunden, dass
durch deren Einsatz ein anderes thera-
peutisches Vorgehen getriggert wurde
als durch die konventionelle Diagnostik
[8]. In den amerikanischen Leitlinien
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Infobox 1  Empfehlungen zur
Indikation einer Erregerdiagnostik
bei ambulant erworbener Diarrh6
gemal der S2k-Leitlinie der Deut-
schen Gesellschaft fiir Verdauungs-
und Stoffwechselkrankheiten [13]

Ambulant erworbene Diarrh6é

== Patienten mit Immunsuppression (ldngere
Dauer, Begleitsymptome)

== Blutige Diarrhd

== Schweres Krankheitsbild (z.B. Fieber,
Dehydrierung, systemisches inflam-
matorisches Responsesyndrom [SIRS]/
Sepsis)

== Relevante Komorbiditaten

== Diarrhdbedingte Hospitalisierung

== Patienten, die in Gemeinschaftseinrich-
tungen oder lebensmittelverarbeitenden
Institutionen arbeiten

== Bej Personen mit stattgehabter Anti-
biotikaeinnahme innerhalb der letzten
3 Monate

== Bei Verdacht auf eine Haufung, bei der
ein epidemiologischer Zusammenhang
vermutet werden kann

== Nosokomiale Diarrh

== \or Einleitung einer antibiotischen
Therapie

== Persistierender Diarrhd (>14 Tage) nach
vorangegangener Fernreise

werden Multiplexverfahren aufgrund
der hoheren Detektionsraten zwar als
Zusatzuntersuchung zu kulturellen Ver-
fahren empfohlen, die Centers for Dis-
ease Control and Prevention (CDC)
warnen jedoch explizit vor dem allei-
nigen Einsatz der Gastroenteritispanels,
weil der Stuhlkultur auch aus epidemio-
logischen Gesichtspunkten eine hohe
Prioritat eingerdumt wird [18, 19].
Dass der unreflektierte Einsatz in-
tegrierter Gastroenteritispanels sogar
einen negativen Effekt auf die Versor-
gung von Patienten haben kann, zeigt
eine Studie von Ahmad et al. In dieser
retrospektiven Studie bei 268 Patienten
mit chronisch-entziindlicher Darmer-
krankung zeigte sich in der multivaria-
ten Analyse fiir Patienten, die mittels
GPP getestet wurden, gegeniiber den
konventionell getesteten ein 3-fach ho-
heres Risiko (95%-KI 1,27-7,14) fiir
den kombinierten Endpunkt aus Hospi-
talisierung, chirurgischer Intervention
und Vorstellung in einer Rettungsstelle
[1]. Auf der anderen Seite zeigte ei-
ne andere Studie dass die Verwendung
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von Gastroenteritispanels gegeniiber
konventioneller Diagnostik - allerdings
im historischen Vergleich - zu einem
selteneren Einsatz einer empirischen
Antibiotikatherapie fithrte [5].

Zur Frage der Kosteneffizienz des Ein-
satzes der Multiplex-PCR-Panels in der
Diagnostik der gastrointestinalen Infek-
tionen gibt es nur wenige Daten. Ei-
ne Studie aus Grofibritannien verglich
die finanziellen Auswirkungen eines in-
tegrierten Gastroenteritispanels im Ver-
gleich zur konventionellen Diagnostik an
800 Patienten. Durch den verwendeten
GPP entstanden hohere Laborkosten von
US$ 34.800. Durch die schnellere Diag-
nostik konnten hingegen 755 Tage Isola-
tionszeit wieder eingespart werden, so-
dass in der Summe eine Kosteneinspa-
rung von US$ 69.500 innerhalb der Studi-
enzeit resultierte [11]. Ob aber diese Da-
ten auf das deutsche Gesundheitssystem
tibertragbar sind, ist in Ermangelung von
Studiendaten derzeit schwer abschitzbar.

Fazit fiir die Praxis

== Multiplex-Polymerasekettenrakti-
on(PCR)-Panels erbringen in der
Diagnostik gastrointestinaler Infek-
tionen signifikant haufiger positive
Erregernachweise als konventio-
nelle Methoden und sind deutlich
schneller in der Prozessierung ab
Laboreingang.

== Ob die verbesserten Detektionsra-
ten auch signifikant mehr klinisch
relevante Infektionen aufdecken und
dadurch Einfluss auf eine verbes-
serte klinische Versorgung nehmen,
konnte bislang nicht sicher gezeigt
werden.

== |In manchen Situationen konnen
Multiplex-PCR-Panels eine wertvolle
Zusatzdiagnostik darstellen (z.B.
schwere Erkrankung mit der Not-
wendigkeit einer raschen gezielten
Therapie, schwere Diarrh6 beim Rei-
seriickkehrer). Sie sollten aber immer
parallel zu kulturellen Verfahren
eingesetzt werden.

== Die Daten zur Kosteneffizienz sind
bislang unzureichend fiir eine Emp-
fehlung. Sollten weitere Studien
durch Verringerung von Isolations-
tagen einen positiven Effekt zeigen,

ware dies ein Argument fiir einen
breiteren Einsatz, wobei landerspezi-
fische Unterschiede bedacht werden
sollten.
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