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Abkirzungsverzeichnis

Die Begriffe sind in alphabetischer Reihenfolge gelistet.

Abkirzung | Begriff

ASH Allelische Sequenzheterozygotie, engl. allelic sequence heterozygosity

°C Grad Celsius

BG Beta-giardin

BP Basenpaare

CATH Cathepsin L precursor

CID1 Caffeine-induced death protein 1-like protein

ct Zyklusschwellwert, engl. cycle threshold

DALY Verlorene gesunde Lebensjahre, engl. disability adjusted life years

DIS3 Mitotic Control Protein Dis3

DNA Desoxyribonucleinsdure, engl. deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

g G-Zahl (Beschleunigung der Zentrifuge)

GDH Glutamate dehydrogenase

HCMP22547 | High Cystein Membrane Protein Group 2

HCMP6372 | High Cystein Protein

IAC Interne Amplifikationskontrolle

IUPAC The International Union of Pure and Applied Chemistry

M Molar, Mol/Il

MgCl; Magnesiumchlorid

Min Minute

MLST Multi-Locus-Sequenztypisierungsverfahren, engl. multiple locus sequence
typing

n Anzahl der Chromosomensétze

NEK15411 | NEK Kinase

NGS Sequenzierung der ndchsten Generation, engl. next generation sequencing

PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction




Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion, engl. real time quantitative

gPCR ] )
polymerase chain reaction
RHP26 DNA repair and recombination protein Rhp26p
RKI Robert Koch-Institut
SD Standardabweichungen, engl. standard deviation
SNP Einzelne Nucleotide betreffenden Polymorphismen, engl. single nucleotide

polymorphisms
SSU-rRNA | Small subunit rRNA

TIF Translation Initiation Factor

TPI Triosephosphate isomerase

U Einheiten, engl. units
Zusammenfassung

Hintergrund: Der Parasit Giardia duodenalis verursacht Durchfallerkrankungen im Menschen
und stellt weltweit ein relevantes Risiko fir die 6ffentliche Gesundheit dar. Geschatzt erkranken
jedes Jahr 184 Millionen Menschen an Giardiasis. Vorangegangene Studien haben acht
unterschiedliche genetische Gruppen identifiziert, die Assemblage A-H genannt werden. Davon
sind A und B sicher humanpathogen. Verbreitete Genotypisierungsverfahren besitzen eine
niedrige Auflésung und werden durch allelische Sequenzheterozygotie (ASH) - vor allem bei
Assemblage B -, sowie dem Auftreten von gemischten Infektionen beeintrachtigt. Primarziel
dieses Pilotprojekts war die Evaluation aktuell zur Verfligung stehender Multi-Locus-
Sequenztypisierungsverfahren (MLST) in Bezug auf deren Nutzen fur epidemiologische Zwecke
wie der molekularen Nachverfolgung von Infektionsketten, Infektionsquellen und
Ausbruchsgeschehen. Sekundarziel war die Untersuchung der Transmissionsdynamik von G.
duodenalis in Deutschland.

Methodik: Die menschlichen Stuhlproben fiir die zwei Datensétze stammten entweder aus einer
Klinik fir Tropenmedizin oder von vier Diagnostiklaboren. Mittels gPCR wurden Diese auf A-,
B-, und gemischte A + B Infektionen untersucht (Genorte TIF, CATH) und durch MLST auf den
Genorten TPI, BG, und GDH charakterisiert. Fur Assemblage A konnten mithilfe von kurzlich
veroffentlichten MLST weitere sechs Genorte (HCMP22547, CID1, RHP26, HCMP6372, DIS3,
NEK15411) untersucht werden.



Ergebnisse: Der Assemblage-Typ von G. duodenalis konnte in 175/202 (86,6 %) Personen
identifiziert werden: Die Mehrheit gehorte zu Assemblage B 115/175 (65,7 %), gefolgt von A +
B gemischten Infektionen 35/175 (20,0 %) und Assemblage A 25/175 (14,3 %). Mithilfe der
beobachteten Rate der gemischten A + B Infektionen lieR sich die Anzahl der multiklonalen
Infektionen fir Assemblage A und B auf 25 % bzw. 50 % schatzen. Die MLST Analyse erfolgte
inklusive ASH mittels einer neu entwickelten reziproken Ausreif3eranalyse und konnte fir
Assemblage B im ersten und zweiten Datensatz jeweils 6/9 (66,7 %) und 4/5 (80,0 %) der Proben
von chronisch infizierten Erkrankten richtig zuordnen. Zusétzlich wurde ein Cluster von funf
verschiedenen, mit Assemblage B infizierten, Personen identifiziert, der ein identisches MLST-
Profil aufwies. Das kirzlich veroffentlichte MLST Schema fur Assemblage A erhohte die
Sensitivitat der Zuordnung von Stuhlproben chronisch infizierter Erkrankter. Es konnten 5/6 (83,3
%) Personen richtig identifiziert werden. Zusatzlich wurden 15 neue Genotypen charakterisiert.

Schlussfolgerung: Aktuell verfligbare Typisierungsverfahren lassen sich fur epidemiologische
Fragestellungen gewinnbringend nutzen. Assemblage A und B bendtigen dabei verschiedene
Protokolle und Auswertungsstrategien. Bei der Interpretation von MLST-Ergebnissen sollten
polyklonale Infektionen und ASH berlicksichtigt werden. Dieses Paper sensibilisiert fiir diese

Herausforderungen und zeigt einen Lsungsansatz auf.

Abstract

Background: The protozoan parasite Giardia duodenalis causes diarrheal disease in humans and
represents a relevant public health risk worldwide. An estimated number of 184 million
symptomatic cases are recognised globally per year. Previous studies identified eight distinct
genetic groups (referred to as assemblage A-H) of which A and B are pathogenic to humans.
Combined molecular and epidemiological data are largely lacking, partly due to low
discriminatory power of current genotyping techniques, which is impeded by allelic sequence
heterozygosity (ASH) mainly in assemblage B, and by occurrence of mixed infections. This pilot
project assessed the suitability of current genotyping protocols of G. duodenalis assemblages A
and B for epidemiological applications, such as molecular tracing of transmission chains, source
attribution and outbreak investigations. A secondary objective was to investigate transmission
dynamics of G. duodenalis in Germany.

Methods: Two sets of human stool samples, one from an outpatient tropical medicine clinic and

the other from four primary care laboratories, were collected. Specimens were evaluated by real-



time PCRs to detect mixed infections (TIF, CATH gene loci) and characterised using a common
multi locus sequence typing (MLST) scheme of TPI, BG, GDH gene loci. Additionally, six
recently published loci for assemblage A (HCMP22547, CID1, RHP26, HCMP6372, DIS3,
NEK15411) were investigated. To improve the analysis of common MLST data for assemblage B,
a reciprocal outlier analysis was newly developed.

Results: The G. duodenalis assemblage type could be identified in 175/202 (86.6 %) persons: The
majority belonged to assemblage B 115/175 (65.7 %), followed by A + B mixed infections 35/175
(20.0 %) and assemblage A 25/175 (14.3 %). Using the observed A + B mixed infection rate, we
estimated that 25 % and 50 % of assemblage A or B cases represented multiple strain infections.
Typing results were concordant with that prediction. Including allelic sequence heterozygosity into
MLST investigation and using a newly developed reciprocal outlier analysis, we could correctly
identify 6/9 (66.7 %) and 4/5 (80.0 %) subsequent samples from chronic assemblage B infected
patients in the two sample collections, respectively. Additionally, we detected a cluster of five
patients carrying independently assemblage B type G. duodenalis of an identical MLST type.
Recently developed six gene MLST for assemblage A greatly increased sensitivity and identified
5/6 (83.3 %) subsequent samples from chronic assemblage A infected patients. Furthermore, we
discovered 15 novel genotypes.

Conclusion: Considering different typing protocols and analytic tools for assemblages A and B,
implementation of MLST for epidemiological purposes is possible. Polyclonal infections and ASH
should be incorporated in MLST sequence analysis. This study sensitizes regarding these

challenges and presents an approach to solution.

1. Einleitung

Der Eukaryot Giardia duodenalis (G. duodenalis, Syn: G. intestinalis, Syn: G. lamblia) ist ein
einzelliger Parasit, der bei einer Vielzahl von Sdugetieren wie Menschen, Haus-, Nutz- und
Wildtieren gastrointestinale Beschwerden verursachen kann, die als Giardiasis (Syn: Lambliasis)
zusammengefasst werden (1-3). G. duodenalis wird als relevante Gefahr fir die Offentliche
Gesundheit eingeschatzt, da der Parasit weltweit eine der haufigsten Ursachen fir
Durchfallerkrankungen darstellt (4, 5). Laut neueren Schéatzungen infizieren sich jahrlich mehr als
184 Millionen Menschen symptomatisch (4), was ca. 171.000 verlorene gesunde Lebensjahre
(engl. disability adjusted life years, DALYs) zur Folge hat (6, 7). Neben den symptomatischen
Infektionen verlaufen — vor allem in Endemiegebieten - ca. 50 % der Infektionen asymptomatisch



(2, 8, 9). Zusétzlich zu der zuvor beschriebenen Morbiditat entsteht auch ein substanzieller
okonomischer Schaden durch Infektionen bei Nutztieren, spezielle Manahmen zur Aufbereitung
von Wasser, Hospitalisierung und Medikamentenkosten (2, 10-14). Je nach untersuchter Region,
den Lebensbedingungen und genutzten Methoden zur Diagnostik von G. duodenalis Infektionen
unterscheidet sich die Pravalenz beim Menschen deutlich: Schatzungen zur Folge sind 10-40 %
der Bevolkerung in ,,Entwicklungsldndern mit dem Parasiten infiziert, wohingegen in
,Industrienationen* die Prdvalenz zwischen 0,5-7 % schwankt (15-20). Studien, die das
Erforschen von Risikofaktoren fur eine Infektion mit G. duodenalis zum Ziel hatten, haben
widersprtchliche Ergebniss im Hinblick auf die Relevanz von Kontakt zu Tieren (Haus-, Nutz-,
und Wildtiere) ergeben (15-18). Eindeutiger waren die Daten jedoch hinsichtlich der Ubertragung
von Mensch-zu-Mensch: Hier wurde der Kontakt mit kleinen Kindern, die eine Kinder-
Tagesbetreuung besuchten, Ménner, die Geschlechtsverkehr mit Mannern hatten und vor allem
Reisen als Risikofaktoren identifiziert (15-18). Studien aus Deutschland, den USA, Kanada und
Neuseeland haben gezeigt, dass sich 10-55 % der an Giardiasis Erkrankten auf Reisen infizieren,
wahrend bei den anderen 45-90 % eine autochthone Infektion (Infektionsquelle wahrscheinlich
nicht im Ausland, kein bekannter Kontakt zu aus dem Ausland zurtickgekehrten Erkrankten)
angenommen wurde (17-20). Aufgrund der Meldedaten in Deutschland geht man davon aus, dass
aktuell ca. 50 % der Infektionen im Ausland erworben werden, wahrend die anderen 50 % als
autochthone Félle gelten (21). Zur Diagnose von G. duodenalis stehen verschiedene Verfahren zur
Verfligung: Die Spannweite reicht vom Nachweis von Trophozoiten und/oder Zysten des Erregers
mittels Mikroskopie frischer Stuhlproben, iiber Antigennachweise, z.B. mittels ,,Enzyme-linked
Immunosorbent Assays* (ELISAs), bis hin zu verschiedenen PCR-Methoden, die sich allerdings
alle hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitdt unterscheiden, was bei der Vergleichbarkeit der
jeweiligen Daten berticksichtigt werden muss (22). Diese Methoden, die in der Routinediagnostik
zur Anwendung kommen, unterscheiden allerdings nicht zwischen den verschiedenen Genotypen
(Assemblagen) von G. duodenalis. Dadurch ist die molekulare Uberwachung des durch G.
duodenalis hervorgerufen Infektionsgeschehens deutlich erschwert. Krankheitsausbriiche,
potenzielle Infektionsquellen und Infektionsketten werden schlecht und wenn, dann spét erkannt,
was die Nachverfolgung und Mdoglichkeiten der Krankheitspréavention einschrankt (23-25).
Gegenwaértig werden acht verschieden Assemblagen von G. duodenalis unterschieden. Da es keine
morphologischen Unterschiede zwischen den Assemblagen gibt, beruht die Einteilung vor allem
auf der Amplifizierung mittels PCR und Sequenzanalyse verschiedener genetischer Loci. Ziele
sind dabei in mehreren Kopien vorliegende Gene wie die ,,small subunit rRNA *“ (SSU-rRNA), aber

auch nur als einzelne Kopie vorkommende ,,Haushaltsgene* wie ,,triosephosphate isomerase “



(TPI), ,,beta-giardin“ (BG) und ,,glutamate dehydrogenase (GDH) (23, 26). Die verschiedenen
Assemblagen weisen verschiedene Wirtsspezifitdten auf: Assemblagen A und B sind
humanpathogen, infizieren allerdings ebenfalls eine groRe Spannweite an anderen Saugetieren
(23). Diesen beiden Assemblagen wird deshalb haufig ein zoonotisches Potential zugeschrieben
(27-29). Bei den anderen sechs Assemblagen ist eine Humanpathogenitat umstritten, da diese nur
selten im Menschen nachweisbar sind und ein relativ enges Wirtsspektrum besitzen: Assemblagen
C und D werden vor allem in Hunden (Canidae) gefunden, Assemblage E kommt vor allem in
Huftieren vor (gelegentlich wird Assemblage E auch in Menschen beschrieben (9)), Assemblage
F in Katzen (Felidae), Assemblage G in Nagetieren und Assemblage H in Robben (Pinnipedia)
(23). Da sich die einzelnen Assemblagen nicht nur hinsichtlich ihres Wirtsspektrums
unterschieden, sondern auch betrachtliche genetische Differenzen vorliegen, wurde vorgeschlagen
die Assemblagen als separate Spezies zu betrachten (23, 26). In dieser Arbeit wird die weit
verbreitete Nomenklatur der ,,Assemblagen® verwendet, da die Diskussion um die Phylogenie
noch nicht abgeschlossen ist.

Mdochte man die Assemblagen genetisch charakterisieren, so sto3t man in der Literatur auf eine
groBe  Anzahl  verschiedener  Zielgene und  Kombinationen  von  Zielgenen
(Genotypisierungsschemata), die in der Regel alle geeignet sind, die Assemblagen voneinander zu
unterscheiden (3, 23, 24, 30-34). Eine standardisierte, allgemein gebrauchliche Kombination von
Zielgenen existiert jedoch bislang nicht und auch die gebrauchliche Kombination von TPI, BG
und GDH besitzt - je nach Assemblagentyp - nur eine geringe Auflésung, wenn die einzelnen
Assemblagen in Sub-Assemblagen oder Subgruppen unterteilt werden sollen (10, 24, 29, 34). Die
Subtypisierung von Isolaten wird auch dadurch erschwert, dass sich G. duodenalis lediglich
ineffizient kultivieren lasst. Daneben waére auch die Analyse einzelner Zysten ein Verfahren, mit
dem die Trennscharfe erhéht werden kdnnte, da polyklonale Infektionen mit verschiedenen Sub-
Assemblagen die Multi-Locus-Sequenztypisierung (engl. multi locus sequence typing, MLST)
Ergebnisse nicht negativ beeinflussen kdnnten. Das ist aber praktisch kaum umsetzbar, wenn man
schnell Ausbruchsgeschehen oder Transmissionsketten untersuchen maéchte (35, 36).

Samtliche Genotypisierungsverfahren sind somit auf die Nutzung von DNA angewiesen, die direkt
aus Stuhlproben oder aus vorher angereicherten Zysten gewonnen wird. Das hat zur Folge, dass
Ko-Infektionen mit verschiedenen Assemblagen oder verschiedenen Subgruppen die Analyse der
Gensequenzen verkomplizieren (29). Trotz dieser Problematik wird DNA, die direkt aus
Stuhlproben gewonnen wird, gewohnlich als ,Isolat“ bezeichnet, da die Kultivierung fur die
routinemaRige Molekularepidemiologie keine Rolle spielt (29). Da G. duodenalis weltweit fur

zahlreiche Ausbriche tber verschiedene Infektionswege — Trinkwasser, Lebensmittel, direkte



Mensch-zu-Mensch Ubertragung und auch zoonotische Tier-zu-Mensch Infektionen —
verantwortlich ist, benétigt man zur sicheren Identifikation von Ubertragungsketten zuverlassige
Genotypisierungsschema (37-39). Wie bereits erwéhnt werden dafiir zumeist die Genorte TPI, BG
und GDH allein oder im Sinne einer MLST genutzt (3, 23, 24, 30-34). Bei der Interpretation der
Typisierungsergebnisse sollte man jedoch die Unterschiede zwischen den Assemblagen A und B
beachten, da diese wegen einer DNA-Ubereinstimmung von nur 77 % und einer Aminoséuren-
Ubereinstimmung von 78 % erhebliche Unterschiede aufweisen (10, 40). Ein wichtiger
Unterschied bestent im Ausmall der allelischen Sequenzheterozygotie (ASH) die bei
verschiedenen Subpopulationen von Assemblage A 0,01-0,04 % betrégt, bei Assemblage B jedoch
bis zu ca. 0,5 % (10, 41-43). Die Ursache fur ASH liegt primar in der Tetraploiditat (4n) des
zweikernigen Parasiten begrindet: Die vermehrungsfahige Form der Trophozoiten variiert
zwischen 4n und 8n, jeweils abhéngig vom Zeitpunkt im Zellzyklus, wohingegen die mit dem
Stuhl ausgeschiedene vierkernige Zyste einen Ploidiegrad von 16n aufweist (35). Fur G.
duodenalis wurde lange Zeit angenommen, dass der Parasit sich ausschliellich asexuell
reproduziert (44, 45). Dabei mussten jedoch in beiden Zellkernen vollig unabhangig voneinander
verschiedenste Mutationen akkumulieren, weshalb man hohere ASH Raten als die ca. 0,5 %, die
bei Assemblage B festgestellt wurden, erwarten wiirde (10). Es wird deshalb davon ausgegangen,
dass G. duodenalis sich nicht ausschlieBlich asexuell fortpflanzt und auch andere genetischen
Rekombinationsstrategien wie z.B. Formen der kryptischen sexuelle Reproduktion zur
Anwendung kommen (35, 44-46). Die Ursache fir die groBen Unterschiede im Ausmal der ASH
zwischen den Assemblagen A und B ist unklar. Die Assemblagen A und B werden nach einer von
Caccio et al. (40, 47) vorgeschlagenen Nomenklatur weiter in Subassemblagen unterteilt. Diese
Einteilung basiert auf den Genotypen, die durch die MLST der Genorte TPI, BG und GDH
ermittelt werden (40, 47). Demnach lasst sich die Assemblage A in die Subassemblagen Al, All
und Alll unterteilen, fur die verschiedene Wirtsspezifitaten und Risikofaktoren postuliert werden
(24, 34, 40, 47). Subassemblage Al wird als panglobaler, klonaler Erregerstamm beschrieben, der
sowohl in Menschen als auch in vielen anderen Sdugetieren vorkommt (48). Subassemblage All
ist genetisch diverser, wird allerdings fast ausschlieBlich im Menschen nachgewiesen, wohingegen
Subassemblage Alll vor allem Huftiere und nur selten Menschen infiziert (47-49). Die MLST ist
in der Lage, die verschiedenen Subtypen von Assemblage A zu unterscheiden; sie reicht jedoch
nicht aus, um in Ausbruchsituationen Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den untersuchten
Isolaten festzustellen und Transmissionsketten sicher zu identifizieren (25). Deshalb wurde im
Jahr 2018 ein neues MLST-Schema entwickelt, welches auf sechs neuen Genmarkern aufbaut, die

uber vier der finf Chromosomen von G. duodenalis verteilt sind (25). Diese Genorte wurden



wegen ihrer hohen Variabilitat zwischen den Subassemblagen Al und All ausgesucht und waren
wegen ihrer hohen Trennschérfe in der Lage, einen Ausbruch von G. duodenalis Subassemblage
All in einem schwedischen Krankenhaus nachzuweisen, der mittels MLST von nur TPI, BG und
GDH unentdeckt geblieben wére (25). Das neue MLST-Schema scheint also in der Lage zu sein,
epidemiologische Verlinkungen zwischen verschiedenen Isolaten nachzuweisen. Es wurde jedoch
bisher noch nicht von anderen Arbeitsgruppen verifiziert, ob diese erhéhte Trennschérfe auch in
anderen Gegebenheiten reproduzierbar ist.

Fur Assemblage B ist bisher das MLST-Schema am weitesten verbreitet, welches TPI, BG und
GDH zum Ziel hat. Die Sequenzvariabilitat ist hier so grof3, dass theoretisch eine verléssliche
Subklassifikation von Assemblage B mdglich sein sollte, jedoch durch das Vorkommen von
multiplen Infektionen bzw. aufgrund des hohen ASH-Anteils in der praktischen Umsetzung bisher
keine adaquate Auflésung zur Unterscheidung von Isolaten erbrachte. (26, 47). ASH verursacht
doppelte Linien in den Chromatogrammen der auszuwertenden Sequenzen. Diese, einzelne
Nukleotide betreffenden Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphisms, SNP),
beeintrachtigen die weitere Analyse der Sequenzen in z. B. phylogenetischen Programmen.
Sequenzen mit ASH werden deshalb haufig aus Analysen ausgeschlossen (35, 50, 51). Da ASH in
Assemblage B eher die Regel als die Ausnahme darstellt, ist in dieser Studie nach Moéglichkeiten
gesucht worden ASH in die Sequenzauswertung zu integrieren.

Primarziel dieser Studie war deshalb herauszufinden, inwiefern sich derzeit verfugbare MLST-
Methoden fur epidemiologische Anwendungen wie das molekulare Nachverfolgen von
Transmissionsketten, Ausbruchsanalysen und die Identifikation von Infektionsquellen eigenen.
Dabei lag der Fokus bei Assemblage A auf der Verifizierung des neuen Typisierungsschemas,
wohingegen bei Assemblage B die ansonsten wenig beachtete ASH in die Analyse integriert
wurde. Als Sekundérziel sollte die Transmissionsdynamik in Deutschland untersucht und
herausgefunden werden, ob Unterschiede zwischen autochthonen und Reise-assoziierten G.

duodenalis Assemblage A und B Infektionen bestehen.
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2. Material und Methodik

2.1 Einverstandnis der Ethikkommission

Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin
Campus Benjamin Franklin genehmigt (EA4/171/19).

2.2  Arbeitsablauf

Der Arbeitsablauf der verschiedenen PCR-basierten Untersuchungen ist in der Abbildung S1 der
publizierten Studie dargestellt (52). Fur alle PCRs konnten bereits publizierte Protokolle genutzt
werden. Alle Daten zu den einzelnen Genorten, den Primern, Zugangsnummern (engl. accession
numbers) und zu den Referenzsequenzen finden sich in den Tabellen S1-3 der Originalpublikation
(52).

2.3 Probensammlung

Folgende Labore haben anonymisierte Stuhlproben von symptomatischen, positiv auf G.
duodenalis getesteten Erkrankten zur weiteren Genotypisierung an das RKI gesandt: Labor 28
(Berlin), Labor Enders (Stuttgart), Labor LADR (Geesthacht), das Labor des Instituts fir
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie der Universitatsklinik Bonn und das
Labor der tropenmedizinischen Ambulanz des Universitatsklinikums Dusseldorf.

Die erste Probensammlung wurde zwischen 2012 und 2019 in der Tropenmedizinischen
Ambulanz des Universitatsklinikums Dusseldorf durchgefiihrt. Der Datensatz bestand aus 112
Stuhlproben von 64 verschiedenen Erkrankten, die sich fast ausschlieBlich mit Reise-assoziierten
Infektionen in der Klinik vorgestellt hatten. 24 chronisch infizierte Personen stellten mehr als eine
Stuhlprobe zur Verfiigung. Diese Félle wurden als ,,Jongitudinale Félle* bezeichnet. Die Proben
der longitudinalen Falle sollten als Testmdglichkeit dienen, um herauszufinden, ob man eine hier
anzunehmende epidemiologische Verbindung mittels MLST nachweisen kann. Die zweite
Probensammlung wurde von 2017 bis 2019 in vier verschiedenen medizinischen Laboren
durchgefiihrt. Diese Labore waren nicht an ein Krankenhaus angegliedert, sodass Stuhlproben von
einem breiteren Patientenspektrum zu erwarten waren. Dadurch sollten nicht nur Reise-assoziierte
Infektionen, sondern auch autochthone Infektionen erfasst werden. Die zweite Probensammlung
bestand aus 171 Stuhlproben von 138 verschiedenen Erkrankten, darunter 23 chronisch infizierte,
longitudinale Félle. Da ein Teil dieser Proben von autochthonen Infektionen stammten, konnte das

Sekundarziel untersucht werden. Hierzu wurden die Genotypisierungsergebnisse jeweils dem
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Meldefall zugeordnet und auf Unterschiede in Bezug auf Geschlecht, Alter und Reiseanamnese
(Ja/nein) der Erkrankten untersucht. Diese Analyse wurde durch die Fachgruppe 35,
Infektionsepidemiologie gastrointestinaler Infektionen, Zoonosen und tropischer Infektionen des
RKI durchgefihrt.

2.4 DNA-Extraktion

Am RKI wurden die Reststuhlproben bis zur schnellstmdglichen Weiterverarbeitung bei 4 °C
gelagert. Die maximale Lagerungsdauer von zwei Wochen wurde nicht Gberschritten. Zysten
wurden mittels Saccharose-Gradient-Flotation aus den Stuhlproben angereichert. Dabei wurden
die Proben mit sterilem Wasser homogenisiert und durch vier Lagen Gaze hindurch gefiltert.
Anschliefend wurden die Proben bei 900 g bei Raumtemperatur fur finf Minuten zentrifugiert
(Varifuge 3.0R des Herstellers Heraeus). Dieser Waschschritt wurde so oft wiederholt, bis der
Uberstand klar war. Das Pellet wurde resuspendiert und darunter eine Lage mit 1 M eiskalter
Saccharose pipettiert. AnschlieBend wurden die Proben erneut bei 900 g und auf 4 °C gekdhlt,
ohne Bremse, zentrifugiert. Die Waschschritte mit und ohne Saccharose wurden je zwei Mal
wiederholt und das Pellet anschlieend in 1 ml nukleasefreiem Wasser resuspendiert. Die Anzahl
der Zysten wurde mittels einer Neubauer Zahlkammer (C-chip, VWR international) bestimmt.
Dies war wichtig, da sich herausstellte, dass die DNA-Gewinnung mittels Saccharose-Gradient
bei einer Zystenanzahl unter 10° ineffizient war. Die Extraktion der DNA erfolgte fir Proben mit
>10° Zysten mittels Maxwell 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit und dem Maxwell 16
Instrument (Promega Corporation, Wisconsin, USA) wie vom Hersteller beschrieben. Bei Proben
mit < 10° Zysten wurde die DNA direkt aus der Stuhlprobe mittels QlAamp Fast DNA Stool Mini
KIT (Qiagen, Hilden, Germany) nach Protokoll des Herstellers gewonnen. Die DNA wurde auf
100 pl mit nukleasefreiem Wasser geldst und die Konzentration der DNA mittels Quantus
Fluorometer (Promega) spektrophotometrisch bestimmt. Die DNA wurde dann bis zur weiteren

Nutzung bei 4 °C gelagert.

2.5 Real-time PCR

Zuné&chst wurde eine real-time PCR (qPCR) durchgefuhrt, um die Anwesenheit der G. duodenalis
DNA zu bestatigen und PCR-inhibierende Faktoren auszuschlielen. Zielgen zur Bestatigung der
Infektion mit G. duodenalis war ein 62 Basenpaare (BP) grofRes Fragment des in mehreren Kopien
vorliegenden ssu-rRNA Gens (53, 54). Dabei wurden 133,3 nM Giardia-80F, 133,3 nM Giardia-
127R und 66,6 nM der doppelt markierten TagMan Sonde Giardia-105 verwendet. Im gleichen
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Ansatz wurde die gPCR zum Inhibitionsausschluss parallel durchgefuhrt. Dabei wurde als interne
Amplifikationskontrolle (IAC) 800 nM dd-1AC-f, 800 nM dd-IAC-r, 100 nM IAC Sonde dd-1AC-
Cy5 und 2,5 pl DNA der IAC-Matrize als Kontrolle, wie von Deer et al. (55) beschrieben,
verwendet. Das Volumen der beiden PCRs betrug 25 ul, zusétzlich wurden 12,5 pl Maxima Probe
gPCR Master Mix 2X (Thermo Scientific), 1-2 pl DNA der zu untersuchenden Stuhlprobe and 2
Ml nukleasefreies Wasser zugesetzt. Die Amplifikation erfolgte zundchst durch Inkubation fiir 10
Min bei 95 °C, gefolgt von 40 Zyklen mit 15 s bei 95 °C, 30 s bei 60 °C und 30 s bei 72 °C. Die
gPCRs wurden entweder im AriaMx Real-time PCR System (Agilent) oder im CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) durchgefiihrt und die erhaltenen Daten mittels
passender Software (Agilent Aria 1.5 (Agilent) oder CFX Maestro 1.0 (Bio-Rad Laboratories))
ausgewertet. Die PCR wurde als inhibiert betrachtet, wenn der Zyklusschwellenwert (engl. cycle
threshold, ct) der Probe fiir die Detektion eines klaren Signals mit dem Farbstoff Cy5 > 2 Zyklen
uber dem Signal der verunreinigungsfreien Positivkontrollen lag (55). Im n&chsten Schritt wurden
alle Proben auf zugrundeliegende Infektionen mit Assemblagen A und B uberpruft. Daftr wurden
ein 168 BP groRes Fragment des TIF Gens fiir die Detektion von Assemblage A und ein 99 BP
grolRes Stuck des CATH Gens fur den Nachweis von Assemblage B verwendet (56). Wie im
Protokoll von Van Lith et al. (56) beschrieben, wurden 133,3 nM TIF Assemblage A
Vorwaértsprimer und 133,3 nM TIF Assemblage A Ruckwartsprimer oder 133,3 nM CATH
Assemblage B Vorwaértsprimer and 133,3 nM CATH Assemblage B Rickwartsprimer eingesetzt.
Die beiden Reaktionen wurden in Duplikaten in verschiedenen Probengefal3en mit jeweils einem
Volumen von 25 pl durchgefiihrt, denen zusatzlich zu den Assemblage-spezifischen Primern 12,5
pl Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), 1-2 ul DNA der
untersuchten Probe und 8,5 pl nukleasefreies Wasser hinzugesetzt wurden. Die Amplifikation
bestand aus einer Inkubation fiir 5 Min bei 95 °C, gefolgt von 45 Zyklen mit 12 s bei 95 °C, 12 s
bei 55 °C und 12 s bei 72 °C (56). Dabei wurden am Ende von jedem Zyklus ct-Wert und
Schmelzpunkt erfasst. Die gPCR wurde mit einem CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System durchgeftihrt und die Daten mit der dazugehérigen Software (CFX Maestro 1.1, Bio-Rad)
ausgewertet. Proben wurden als positiv betrachtet, wenn die Schmelzpunkte fir Assemblage A
zwischen 80,5 und 82,0 °C und fiir Assemblage B zwischen 75,5 und 78,0 °C lagen.

2.6 MLST der G. duodenalis Isolate
Die Vervielfaltigung mittels PCR und Sequenzanalyse der Genloci TPI, BG und GDH sind die am

weitesten verbreiteten Typisierungsmethoden. Die Amplifikation fand als Nested-PCR (zu
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Deutsch ,,geschachtelte PCR*) statt und wurde nach standardisierten Protokollen durchgefiihrt:
TPI1 (3), BG (31) und GDH (30). Die separaten PCR-Ansétze mit einem Volumen von jeweils 50
ul enthielten 200 nM von jedem der TPI Primer, 300 nM von jedem der BG Primer und 500 nM
von jedem der GDH Primer, 2,5 U DNA-Polymerase (DreamTaq, Thermo Scientific), 5 pl 10X
Puffer (DreamTaq, Thermo Scientific), 200 uM der verschiedenen dNTP (Carl Roth), bei TPI
noch zusatzlich 1 mM MgCI2 (Bioline) und je nach verwendeten Primern 38,5 pl, 39,5 pl oder
37,5 pl nukleasefreies Wasser. Die PCRs wurden wie zuvor beschrieben (3, 30, 31) in T-Gradient
Thermocycler-Geraten (Biometra) durchgefiihrt. In jedem PCR-Durchlauf wurde G. duodenalis
DNA (aus der RKI-eigenen Biobank) als Positivkontrolle und nukleasefreies Wasser als
Negativkontrolle mitgefuhrt. Anschlielend wurden 8 pl des PCR-Produkts mittels
Gelelektrophorese in einem 1,35 % Agarose Gel (Biozym Scientific) analysiert. Diese Produkte
wurden mit Midori Green Advance (NPPON Genetics Europe) gefarbt und unter einem
Transilluminator (Serva) mit Blaulicht sichtbar gemacht. Um die GroRe des Produkts abschétzen
zu konnen, wurde eine DNA-Leiter mit jeweils 100 BP groflen DNA-Fragmenten (Fermentas)
verwendet. Proben, die die passende GroRe in der Gelelektrophorese aufwiesen, wurden nach
Protokoll des Herstellers mit Exo Sap-IT PCR Product Cleanup (Thermo Scientific) aufgereinigt.
Anschlieend wurde nochmals eine Sequenzierungsreaktion mit den zweiten Primern der
jeweiligen Genorte und dem BigDye Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems)
durchgefihrt (3, 30, 31). Die Amplifikation erfolgte durch Inkubation fiir 2 Min bei 96 °C, gefolgt
von 25 Zyklen mit 10 s bei 96 °C, 5 s bei — je nach Primer — 55 bis 60 °C und 4 Min bei 60 °C.
Nach  dieser PCR folgte die  Sanger-Sequenzierung in der  RKI-eigenen
Sequenzierungseinrichtung. Alle Proben wurden bidirektional sequenziert. Fir die Auswertung
wurden die Primer vom DNA-Strang entfernt, sodass fur TPI, BG und GDH nur noch jeweils 490
BP, 475 BP und 393 BP (brigblieben. Die Sequenzen der Proben wurden dann in der Reihenfolge
TPI-BG-GDH verkniipft, sodass ein insgesamt 1358 BP grofles DNA-Fragment fir die weitere
Analyse entstand.

2.7 MLST-Schema fur Assemblage A

Stuhlproben, die als Assemblage A oder gemischte A + B Infektionen charakterisiert worden
waren, wurden zusétzlich, wie 2018 von Ankarklev et al. (25) publiziert, auf den Genorten
HCMP22547, CID1, RHP26, HCMP6372, DIS3 und NEK15411 (25) mittels Nested-PCR
untersucht. Der Reaktionsansatz (50 ul) enthielt 400 nM von jedem der vier Primer, 2,5 U DNA-
Polymerase (DreamTaq, Thermo Scientific), 10X Puffer (DreamTag, Thermo Scientific), 200 uM
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dNTP (Carl Roth) und 37,5 pl nukleasefreies Wasser (25). Die Amplifikation wurde wie zuvor
beschrieben durchgefiihrt (25). Positiv- und Negativkontrollen wurden mitgefiihrt. In der
Gelelektrophorese positive Proben, die in ihrer GréRe dem Zielprodukt entsprachen, wurden
mittels Sequenzierungsreaktion amplifiziert. Die Genfragmente wurden in der Reihenfolge
HCMP22547, CID1, RHP26, HCMP6372, DIS3 und NEK15411 zu einer 3414 BP langen DNA-

Sequenz zusammengefugt.

2.8 Analyse der DNA-Sequenzen

Fur die Bestimmung der Konsensussequenzen wurden die Ergebnisse beider Sequenzierreaktionen
jedes PCR-Produktes manuell analysiert. Im Gegensatz zu vorherigen Studien wurde dabei die
ASH gezielt berlcksichtig, d. h., die Chromatogramme der beiden Sequenzierungen wurden
zundchst positionsgerecht iibereinandergelegt und visuell durchgesehen, um ,,unklare* Positionen
mit doppelten Signalen fir verschiedene Basenpaare, falls erforderlich, zu annotieren. Dieses
Verfahren war jedoch nicht nur zeitaufwendig, sondern auch fehleranféllig. Zur Reduktion der
Fehlerwahrscheinlichkeit wurde daher standardisiert vorgegangen: Um die heterozygoten
Positionen schneller zu markieren, wurde die ,,heterozygotes plugin” Erweiterung von Geneious
11.1.5 benutzt. Da vom Programm allerdings nicht automatisch alle uneindeutigen Positionen
richtig annotiert wurden, wurden zwei Kriterien definiert, um nachvollziehbar heterozygote
Positionen zu bewerten: Das Primarkriterium war, dass der kleinere Gipfel im Chromatogramm
mindestens 25 % der Gipfelhohe des groReren Peaks erreichen musste, um als uneindeutige
Position zu gelten. Das zweite Kriterium war, dass das zweigipflige — oder seltener mehrgipflige
- Chromatogramm sowohl im Vorwarts-, als auch im Ruckwaértsstrang vorhanden war. Erst wenn
diese beiden Kriterien erfullt waren, wurde die Position im Patientenstrang als heterozygot
entsprechend der Klassifikation der IUPAC gekennzeichnet (57). Anschlieend wurden die
Patientenstrdnge der einzelnen Genfragmente mithilfe des ,,multiple alignment* Programms von
Geneious 11.1.5 mit den passenden Referenzstrangen verknlpft. Dazu wurden fir die Loci TPI,
BG und GDH die Referenzen von Fahmy et al. (58) verwendet, wahrend fiir das erweiterte Schema
der Assemblage A die von Ankarklev et al. (25) publizierten Sequenzen genutzt werden konnten.
Die einzelnen Referenzstrange fiir TPI, BG und GDH wurden in der GenBank (59) anhand der
Zugangsnummern (engl. accession numbers) identifiziert: Verwendet wurden Referenzsequenzen
fur Subassemblage Al (Zugangsnummern L02120, X85958, M84604), All (Zugangsnummern
U57897, AY072723, AY178737), Alll (Zugangsnummern EU781002, EU769206, EU769223),
Bl (Zugangsnummern AY 228628, AY072726, AF069059) und BIV (Zugangsnummern L02116,
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AY072725, AY178738). Die Referenzsequenzen fir das erweiterte Typisierungsschema nach
Ankarklev et al. (25) enthielten alle von diesen beschriebenen Genotypen: Fir HCMP22547
Referenzstrange mit den Zugangsnummern MG520233 bis MG520242, fir CID1 die
Zugangsnummern MG520215-MG520224, fur RHP26 die Zugangsnummern MG520254-
MG520262, fir HCMP6372 die Zugangsnummern MG520225-MG520232, fur DIS3 die
Zugangsnummern MG520263-MG520270 und fir NEK15411 die Zugangsnummern MG520243-
MG520253. AnschlieBend wurden die verschiedenen Patientenstrdnge der einzelnen
Genfragmente mit korrekter ASH-Annotation zusammengefigt. In den wenigen Féllen, in denen
Personen mehrere Stuhlproben an einem einzigen Tag abgegeben hatte, wurde die Sequenz mit
der hochsten Qualitdt der Sequenzierung fur die verkettete Endsequenz verwendet. Die
Endsequenzen der verschiedenen Proben (entweder 1358 oder 3414 BP) wurden miteinander nach
Assemblagen geordnet mittels Geneious 11.1.5 Software zusammengefuigt, eine Datei dieser
Zusammenstellung exportiert und mithilfe des Programms Prism (GraphPad software, LLC) als
Distanzmatrix der unterschiedlichen SNP visualisiert.

2.9 Testansatz zur ldentifizierung epidemiologisch verbundener G. duodenalis
Isolate

Wie in der Publikation dieser Arbeit (52) beschrieben, wurde eine Ausreil3eranalyse verwendet,
um Isolate als zusammenhéngend zu definieren. Dabei wurde der Mittelwert der SNP-
Unterschiede zu allen anderen Isolaten im jeweiligen Datensatz minus zwei
Standardabweichungen berechnet. Zwei Isolate wurden als epidemiologisch verbunden betrachtet,
wenn sie reziprok unter dem Grenzwert des jeweils anderen Isolates waren. Diese Methodik lief3
sich allerdings nur fir Assemblage B verwenden, da die genetischen Unterschiede auf den haufig
verwendeten Genloci TPI, BG und GDH bei Assemblage A zu gering sind, um Ausreiller
identifizieren zu konnen. Bei dem neuen Typisierungsschema von Assemblage A waren die
Unterschiede zwischen den einzelnen Isolaten dagegen so grol3, dass eine Ausreilleranalyse zur
Identifikation verwandter Isolate nicht erforderlich war. Ein Beispiel fiir die beschriebene
AusreiBeranalyse ist in der zusétzlichen Abbildung 2 der Publikation dargestellt (52). Sogenannte
,longitudinale Falle* wurden untersucht, um mittels Ausreileranalyse die Hypothese zu
uberprifen, ob sich epidemiologisch verbundene Isolate - unter Berlicksichtigung der ASH - in
weniger SNPs unterscheiden als Proben ohne epidemiologischen Zusammenhang. Longitudinale
Falle waren Proben, die von derselben Person zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnen

wurden. Die Proben zeichneten sich dadurch aus, dass sie jeweils von einer Person mit einer
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chronischen oder rezidivierenden G. duodenalis Infektion stammten. Da in der Mehrheit davon
ausgegangen werden kann, dass die Personen uber die Zeit Giberwiegend mit demselben Isolat
infiziert waren (Deutschland ist ein Niedriginzidenzgebiet, weitere Infektionen in kurzer Folge mit
anderen Isolaten sind daher unwahrscheinlich), wurden diese Proben als Testfall fur

epidemiologisch verbundene Isolate benutzt.

2.10 Analyse mit phylogenetischen Werkzeugen

Die verketteten Sequenzdaten der jeweiligen MLST-Schemata wurde mit verschiedenen
phylogenetischen Analysewerkzeugen gangiger Programme untersucht (60). Darunter waren in
Geneious 11.1.5 implementierte Phylogenieanalysetools, PhyML (61) und bayesianische
Analysen (62). Die Analysen, die den Phylogramme in Abbildungen 2-4 zugrunde liegen (52),
wurden mit der MEGA 7.0.26 Software (63) und der Neighbor-Joining Methode durchgefihrt.

Weitere Angaben zur verwendeten Phylogenie finden sich in der Publikation (52).

2.11 Statistische Analyse

Um signifikante Unterschiede hinsichtlich Alter, Geschlecht und Typisierungsergebnissen
zwischen der Gruppe der autochthonen und der reiseassoziierten Infektionen zu identifizieren,
wurden die Daten mit dem Programm Graph Pad Prism 8.4.0 analysiert. Dabei kamen vor allem
der exakte Test nach Fisher und der Chi-Quadrat-Test zur Anwendung. P-Werte < 0,05 wurden
als signifikant betrachtet (64). Die ergidnzende Abbildung 3 wurde mithilfe der ,,Open Source*
Software QGIS und freien Vektordaten der Website naturalearthdata.com. erstellt. Fiir die
Schétzung der Anzahl der multiklonalen Infektionen kam ein geometrisches Folge-Modell mit der
Gleichung Y% ,(P(monoAss))**1 zum Einsatz (52). P(monoAss) stellt dabei die
Wahrscheinlichkeit fur eine Monoinfektion dar, die durch die Anzahl der in dieser Studie
beobachteten gemischten Infektionen fur Assemblage B (B plus gemischte A + B Infektionen) und
Assemblage A (A plus gemischte A + B Infektionen) geschétzt wurde (52).

2.12  Zugangsnummern der DNA-Sequenzen

Sémtliche in dieser Studie erzeugten DNA-Sequenzen wurden in die Offentliche Datenbank
Genbank (59) hochgeladen (Zugangsnummern (accession number) MT878631 - MT879098).
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3. Ergebnisse

Bei dieser Dissertation handelt es sich um eine Publikationspromotion (52).

In Bezug auf die eingangs beschriebenen Fragestellungen lassen sich die Ergebnisse von folgt
zusammenfassen:

Priméarziel war die Evaluation aktuell zur Verfligung stehender MLST-Verfahren in Bezug auf
deren Nutzen zur ldentifizierung von epidemiologisch potenziell zusammenhangenden humanen
G. duodenalis Infektionen. Das derzeit am haufigsten verwendete MLST-Schema mit den Genloci
TPI, BG und GDH eignete sich sowohl bei Assemblage A als auch B nur sehr eingeschréankt fiir
epidemiologische Anwendungen (vergleiche Abbildungen (52)).

Das hatte bei Assemblage A und B verschiedene Griunde. Assemblage A kann mit diesem MLST
Schema lediglich in eine geringe Anzahl von Sequenz-Untergruppen eingeteilt werden. Das gilt
insbesondere fur die beim Menschen am haufigsten vorkommende Assemblage All, sodass die
Variabilitat zur sicheren Nachverfolgung von z. B. Infektionsketten nicht genlgt. Im Gegensatz
zu Assemblage B zeigt Assemblage A lediglich geringe ASH in den beschriebenen
Sequenzabschnitten. Assemblage B Isolate hingegen zeichnen sich durch eine relativ hohere
genetische Diversitét in den Sequenzen aus, zeigen jedoch auch einen héheren Anteil von ASH-
Positionen. ASH stellt fur die Unterscheidung einer multiklonalen Infektion von einem
heterozygoten Isolat eine grof3e Herausforderung dar. Da Giardia Isolate nicht effizient kultiviert
werden koénnen, ist man im Wesentlichen auf die Analyse von Gesamt-DNA aus Stuhlproben
angewiesen, in denen Infektionen mit multiplen G. duodenalis Genotypen vorhanden sein kénnen
(siene unten) oder wie dargestellt heterozygote Parasiten eines Genotyps. Fir Assemblage A
Proben konnte die geringe Sequenzvariation in den Gensequenzen des gewohnlichen MLST
(GDH, TPI und BG) bestatigt werden: Longitudinalen Félle waren nicht sicher zu identifizieren.
Das vor kurzem publizierte Typisierungsschema von Ankarklev et al. (25) - basierend auf sechs
unterschiedlichen Genloci - zeigte eine deutlich bessere Auflosung und identifizierte fiinf von
sechs longitudinalen Fallen. Es wurden sowohl Genotypen gefunden, die in Ankarklev et al. (25)
2018 publiziert wurden, als auch 15 neue Genotypen, die zur weiteren Aufklarung der
Populationsstruktur von Assemblage A beitragen.

Bei Assemblage B konnte durch repetitive PCR- und Sequenzanalysen von DNA-Proben, die von
klonalen, axenischen in vitro-Kulturen stammten, gezeigt werden, dass die Wiederfindung von
ASH Positionen eines Isolates gut reproduzierbar ist. Multiklonale Infektionen mit verschiedenen

Assemblage B Subtypen, wie sie in Stuhlproben vorkommen konnen, hemmten jedoch eine
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Identifikation von epidemiologisch verbundenen Isolaten.

Um die Wahrscheinlichkeit von zugrundeliegenden Mehrfachinfektionen gleicher Assemblagen
zu schatzen, wurden die in der Studie ermittelten Proportionen von Assemblage A, B und A + B
Infektionen herangezogen und mittels geometrischer Folgeberechnung analysiert. Multiklonale
Infektionen mit Assemblage B wurden darauf basierend auf ca. 50 % geschéatzt und multiklonale
Infektionen mit Assemblage A auf ca. 25 %. Um ein standardisiertes Bewertungssystem zur
Beurteilung von als zusammenhéngend zu definierenden Isolaten einzufiihren, wurde eine
reziproke Ausreilleranalyse fir jedes Isolat im Vergleich mit jedem anderen Isolat der
Untersuchungsgruppe durchgefihrt. Hierzu wurde der Mittelwert der SNP-Unterschiede zwischen
jedem Isolat im Datensatz minus zwei Standardabweichungen berechnet und als Grenzwert fir die
Bewertung ,.epidemiologisch verbunden ja oder nein* definiert. Im Sinne eines zweiseitigen
Testes wurden zwei Isolate lediglich dann als ,,wahrscheinlich epidemiologisch verbunden*
beurteilt, wenn die Ausreil3ertests fiir jedes Isolat das jeweils andere Isolat identifizierten. Dadurch
konnten im ersten Datensatz sechs von neun und im zweiten Datensatz vier von fiinf longitudinalen
Infektionen identifizieren werden. Zusétzlich clusterten stets einige Isolate um die
Referenzsequenzen von BlIl und BIV. Im zweiten Datensatz wurde ein Cluster aus finf im MLST
identischen Isolaten detektiert: Ob dieser Cluster eine h&ufigere Subgruppe oder eine lokale
Transmission einer wahrscheinlich aus Ost-Afrika importierten Infektion darstellte, lieR sich nicht
abschlieBend klaren. Mdogliche Grinde hierfir werden in der Diskussion angefinhrt.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich aktuelle Typisierungsverfahren in Kombination mit
der vorgestellten reziproken Ausreieranalyse wahrscheinlich fir epidemiologische
Fragestellungen wie die Identifikation von Infektionsketten, Infektionsquellen und
Ausbruchsanalysen nutzen lassen. Multiklonale Infektionen erschweren jedoch die Zuordnung,
sodass sich eine Verbindung von zwei Isolaten nicht sicher ausschlieRen lasst. Sekundarziel war
die Untersuchung der Transmissionsdynamik von G. duodenalis in Deutschland. Unseres Wissens
nach, war dies die erste Studie aus Deutschland, die neben Reise-assoziierten Infektionen auch
gezielt autochthone Giardiasis-Félle untersucht hat. Autochthone und Reise-assoziierte Giardia-
Infektionen sind in Deutschland zu jeweils etwa 50 % am Infektionsgeschehen beteiligt. Die Frage,
ob es sich bei den ,autochthonen Infektionen* tatsichlich um Infektionen durch bislang
unbekannte Infektionsquellen in Deutschland handelt oder diese unentdeckte sekundéare
Transmission widerspiegeln, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieend beantwortet
werden. In beiden Datensédtzen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen hinsichtlich Assemblage Typ, Geschlecht oder das Alter der Betroffenen.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit lie} sich zeigen, dass aktuelle MLST-Schemata in der Lage sind,
epidemiologisch verbundene G. duodenalis Isolate - am Beispiel der longitudinalen Falle - mit
vertretbarer Sensitivitdit und Spezifitdt zu identifizieren (52). Dafur sind jedoch je nach
Assemblage unterschiedliche Typisierungsschemata notig. Des Weiteren konnte der Wert des
neuen erweiterten MLST-Schemas fur Assemblage A bestétigt und 15 neue Genotypen zu den von
Ankarklev et. al (25) beschriebenen hinzugefiigt werden (52). Anhand der identifizierten Félle von
gemischten Assemblage A + B Infektionen konnte auBerdem die Anzahl der multiklonalen
Infektionen einer Assemblage abgeschatzt und die Auswirkungen auf die Erkennung
epidemiologisch verbundener Isolate demonstriert werden (52).
Je nach Assemblage sollten verschiedene Strategien fir die MLST und die Auswertung der
Ergebnisse angewendet werden (24, 25, 34, 65). Unseres Wissens waren wir die erste
Arbeitsgruppe, die das von Ankarklev et al. (25) neu entwickelte MLST-Schema fiir Assemblage
A angewendet hat. Auch wenn die Genotypisierung von sechs, anstelle der gewohnlich genutzten
drei Genorten einen erhdhten Arbeitsaufwand darstellt, hat sich dieser Mehraufwand in dieser
Studie gelohnt. Epidemiologisch verbundene Isolate lielen sich bis auf einen Fall problemlos
identifizieren. Bei den Fallnummern 468-01/-02 unterschieden sich die beiden Proben durch ASH
auf einem Fragment von NEK15411 in elf BP. ASH kommt in Assemblage A weniger haufig vor
als in Assemblage B, und konnte, wenn sie doch vorkommt ein Indikator fiir eine gemischte
Assemblage A + A Ko-Infektion sein. Die hochste Anzahl an ASH bei dem neuen MLST-Schema
wurde in einer Probe gefunden, die zunéchst auf den haufig verwendeten Genen TPI, BG und GDH
als Assemblage B und in der gPCR als A + B Mischinfektion klassifiziert wurde. Andere Proben
mit ahnlichen Typisierungsergebnisse in gPCR und h&ufig genutztem MLST zeigten keine ASH.
Dies verdeutlicht noch einmal die Schwierigkeit Mischinfektionen — auf Assemblage oder
Subassemblage Level - zu identifizieren. Die erschwerte Detektion der epidemiologisch
verbundenen Proben kdnnte also an einer Infektion mit verschiedenen Assemblage A Isolaten
liegen. Die Tatsache, dass die Proben der Falle 469-01 und 468-01 vollig identisch waren, liel}
Aufgrund der sehr guten Trennscharfe des neunen MLST eine unbekannte epidemiologische
Verbindung vermuten, auch wenn beide Proben aus unterschiedlichen Stadten eingesandt worden
waren. Erwéhnenswert ist, dass die Verkettung der Genfragmente CID1, RHP26 und HCMP6372
ahnliche Ergebnisse erbrachte wie das volle sechs Loci umfassende MLST-Schema und alle

longitudinalen Félle erfolgreich identifiziert wurden. Weitere Studien sind wiinschenswert, um zu
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untersuchen, ob die drei genannten Gene als ressourcenschonende Variante des neunen MLST-
Schemas genutzt werden konnten.

Um eine Probe einer potenziellen Mischinfektionen mit Assemblage A + B zuzuordnen, wurden
sowohl die Assemblage-spezifische gPCR als auch die Ergebnisse der PCR und Sequenzierung
der Markergene TPI, GDH und BG herangezogen. Die Ergebnisse zeigten, dass mittels gPCR in
13 von 137 Proben Assemblage A + B Mischinfektionen entdeckt wurden, die nicht durch MLST
identifiziert werden konnten, wohingegen es umgekehrt in 8 Fallen nicht mdglich war, die
apparente A + B Mischinfektion, die in der MLST Analyse angezeigt wurde, durch die gPCR zu
bestatigen. Ursachlich dafir sind wahrscheinlich Unterschiede in den methodischen Ansétzen: Die
konventionelle PCR amplifiziert nur den am hdufigsten vorkommenden Genotyp, wohingegen die
Detektion der Mischinfektionen in der gPCR (ber die Analyse von Schmelzkurven funktioniert.
In der gPCR kann so besser die Assemblage nachgewiesen werden, die in geringerer Quantitat
vorhanden ist (56). Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, verschiedene Methoden zu nutzen,
um die Anzahl an gemischten Infektionen nicht zu unterschétzen. Dazu raten bereits auch andere
Forschungsgruppen (36, 60, 66, 67). Einige Arbeitsgruppen (48, 68, 69) haben genetische
Unterschiede innerhalb der einzelnen Assemblagen berichtet, die auf dem geographischen
Ursprung der Proben basierten. Zahlreiche andere Studien (60, 71, 72) konnten diese Unterschiede
jedoch nicht feststellen. Tatsachlich zeigt diese Arbeit, dass die niedrige Trennschérfe des
verbreiteten MLST-Schemas, welches TPI, BG und GDH nutzt, die Identifikation von genetischen
Unterschieden innerhalb der Assemblagen enorm beeintréchtigt (35, 50, 68). Ohne eindeutige
Detektion von Subassemblagen und ohne Berlicksichtigung der in dieser Arbeit dargestellten
Auswirkungen multiklonaler Infektionen auf die Typisierungsergebnisse erscheint deshalb auch
die haufig gefuhrte Diskussion, welche Symptome bei Infektionen mit Assemblage A bzw. B
haufiger auftreten, schwierig (16, 23, 65).

Es wurde zuvor vorgeschlagen einzelne Genloci wie GDH von der Auswertung auszuschliel3en,
da GDH sich bei der Analyse von Assemblage B Sequenzen inkongruent zu den
Typisierungsergebnissen von TPI und BG verhalten und so die Subgruppenanalyse noch weiter
erschweren wirden (68). In dieser Studie verbesserte dieses VVorgehen allerdings in keinem Fall
die Identifikation der longitudinalen Falle. Es verursachte dagegen eine groRe Anzahl falsch
positiver, epidemiologischer Verbindungen, da sich die Isolate am von der Interpretation
ausgeschlossenen  Genort  deutlich  unterschieden. Da  trotz  aller  Mangel
Genotypisierungsverfahren immer haufiger und bei immer mehr Spezies ihre Anwendung finden
(23-25, 35, 65), ist die Erforschung besser diskriminierender genetischer Marker sowie die

Entwicklung neuer Hilfsmittel fur die Interpretation der Genotypisierungsergebnisse
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wuinschenswert. In dieser Studie wurde deshalb eine reziproke AusreiReranalyse durchgefuhrt und
gezeigt, dass dadurch in den vorliegenden Datasatze sechs von neun bzw. vier von funf
longitudinalen Fallen korrekt zugeordnet werden konnten (52). Proben ohne bekannte
epidemiologische Verbindung, die mittels Ausreieranalyse ebenfalls als genetisch verbunden
eingestuft wurden, wurden als falsch positiv bewertet. Die errechnete Sensitivitat lag somit bei ca.
67-80 %, die Spezifitat betrug etwa 80 %. Die Sensitivitdt wurde durch die Anzahl der
multiklonalen Infektionen reduziert, die in dieser Arbeit fir Assemblage B ca. 50 % betrug (52).
Wie in der ersten Abbildung dargestellt, konnten bei mehrfacher PCR-Untersuchung derselben
Stuhlprobe verschiedene Genotypen mit bis zu 17 BP Unterschied identifiziert werden (52). Da
der Mittelwert der Unterschiede zwischen allen 115 in dieser Studie untersuchten Assemblage B
Isolaten 19,7 BP betrug, lie sich in diesen Fallen auch trotz reziproker Ausreilieranalyse keine
epidemiologische Verbindung nachweisen. In einigen Fallen von multiklonalen Infektionen waren
die BP-Unterschiede allerdings deutlich geringer, sodass sich je nach BP-Abstand und -
Beschaffenheit der anderen Proben des Datensatzes mittels reziproker Ausreil3eranalyse trotzdem
epidemiologische Verbindungen vermuten liel3en.

Neben den longitudinalen Fallen wurde ein aus flnf Personen bestehender Cluster identifiziert, in
dem alle Isolate, auf allen drei Genen véllig identisch waren und keinerlei ASH aufwiesen. Anhand
der Fallangaben lief3 sich ermitteln, dass sich der Indexpatient wahrscheinlich in Ostafrika infiziert
hatte. Die folgenden vier Personen haben sich in den zehn Monaten danach angesteckt, die
Infektionen wurden jedoch von den Gesundheitsamtern als autochthone Infektionen eingestuft.
Alle Personen konnten dem Berliner Raum zugeordnet werden. Die Sequenzanalyse ergab des
Weiteren, dass die Sequenz des Clusters Ahnlichkeiten mit einem weiteren Cluster hatte, in dem
auch der Referenzstrang von BIV enthalten war. Obwohl sich die sechs Personen aus diesem
,,BIV-Cluster* — laut Gesundheitsamt - in verschiedenen Landern infiziert hatten, konnte die groRRe
Ahnlichkeit fiir eine u. U. global existierende Subgruppe BIV-ahnlicher G. duodenalis-Isolate
sprechen. Dies wird auch dadurch gestutzt, dass sich im ersten Datensatz einige Isolate in der
relativen N&he von BIII- und BIV-Referenzstréngen befanden. Obwohl eine strenge Einteilung
der Assemblage B in die Subassemblagen Blll und BIV umstritten ist (65, 68, 73), scheint es sich
doch um Stdmme zu handeln, die weltweit starker verbreitet sind als andere und deshalb auch mit
mehr Isolaten verbunden scheinen. Die funf Personen mit im MLST identischen Isolaten kdnnten
deshalb eine nicht entdeckte Transmissionskette darstellen oder mit einem global oder lokal
gehauft auftretenden Genotyp infiziert worden sein. Die einhundertprozentige Ubereinstimmung
aller finf Proben legt jedoch einen lokalen und unentdeckt gebliebenen Ausbruch nahe.

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigen, dass eine Waurdigung der lokalen
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Populationsstruktur eminent ist, um Genotypisierungsergebnisse richtig einzuordnen. Lokal
gehduft auftretende Subgruppen konnten zum Beispiel die Grenzwerte bei der Berechnung der
reziproken Ausreileranalyse massiv beeinflussen, wéahrend man falsch positive Verbindungen
erhalten wirde, wenn man die zu untersuchenden Isolate ohne lokale Beziige mit zufélligen
Sequenzen aus der Genbank vergleicht. Die Subgruppenanalyse liel}e sich eventuell mit einem
neuen, 2021 publizierten, MLST-Schema fur Assemblage B weiter verbessern (74). Folgende
Studien missen herausarbeiten, ob sich die gezeigten Effekte reproduzieren lassen und ob die
vorgeschlagenen Genfragmente sich auch in der molekularen Routineliberwachung effektiv
anwenden lassen. Neben der vorgeschlagenen AusreiRReranalyse mit reziprokem Grenzwert wurde
auch versucht, die Losungsstrategien anderer Forschungsbereiche aufzugreifen. Beispielhaft
hierfir ist der Fokus auf die Analyse der SNP-Positionen, an denen sich 5-10 % aller Proben
unterscheiden (,,majority variants*). SNP an anderer Stelle wurden aus der Analyse
ausgeschlossen. Alternativ wurde versucht, durch Weglassen genau dieser hdufigen SNP-
Positionen und Konzentration auf die Auswertung der selteneren SNP die Detektionsrate der
longitudinalen Falle zu verbessern. Diese Strategien waren zuvor bei Studien zu Mykobakterien
erfolgreich (75-77). In dieser Studie jedoch, erbrachte keiner dieser beiden Ansétze
vielversprechende Ergebnisse. Im Vergleich zu anderen Studien konnte in dieser Arbeit bei einem
vergleichsweise groRen Anteil der Proben die Assemblage bestimmt werden (78-80). Die
Unfahigkeit, bei allen vorher positiv getesteten Stuhlproben die Assemblage zu ermitteln, liegt
wahrscheinlich darin begrindet, dass fir die Amplifikation der zumeist als eine Kopie
vorkommenden Genfragmente eine hohe Sensitivitat bendétigt wird, die in Proben mit geringem
DNA-Gehalt trotz mehrfacher Nested-PCR nicht erreicht werden kann (66, 81). Wie auch von
anderen Forschungsgruppen beschrieben, beeintrachtigen gemischte Assemblage A + B
Infektionen sowie multiklonale Infektionen einer Assemblage die Reproduzierbarkeit der
Typisierungsergebnisse (51, 82). Bei der Interpretation von Genotypisierungsresultaten ist zu
beachten, dass PCR-basierte Methoden dazu neigen, das am haufigsten vorkommenden Isolat mit
der grofiten DNA-Menge zu amplifizieren (1, 65, 67, 83). Befinden sich in einer Stuhlprobe
verschiedene Assemblagen oder Subassemblagen, wére die Chance deshalb hoch, bei mehreren
PCRs mit Material aus einer Probe verschiedene Assemblagen oder Subassemblagen zu
detektieren. Diese Theorie wird durch die Beobachtung von ,,wechselnden Assemblagen (engl.
assemblage swapping) unterstiitzt. Bei diesen ,,wechselnden Assemblagen® werden durch
Genotypisierung von Stuhlproben von aufeinanderfolgen Tagen verschiedene, meist ,,eindeutige®
Assemblagen generiert. Dieses Phdnomen konnte in dieser Studie bei zwolf Personen (4,9 %)

beobachtet werden, was etwa der Halfte der von Sprong et al. beschrieben Félle entspricht (29).
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Meist wurden die Parasiten initial als Assemblage B klassifiziert worden. Haufig wurde in einer
weiteren Stuhlprobe eine gemischte Infektion mit Assemblage A + B oder eine Assemblage A
,Monoinfektion“ festgestellt. Auch wenn zwoélf Personen eine kleine Fallzahl darstellt, ist dieses
Ph&nomen von axenischen Kulturen bekannt, die initial als Assemblage B genotypisiert wurden,
wéhrend spater die Assemblage B nicht mehr nachweisbar, sondern durch Assemblage A ersetzt
worden war (84). Eine mogliche Erklarung hierfur wére, dass die initial in grofRerer Menge
vorhandene DNA der Assemblage B durch die PCR vermehrt und bei der Genotypisierung
detektiert wurde, im Verlauf allerdings Assemblage B von der schneller wachsenden Assemblage
A verdréngte wurde (21, 70). Voraussetzung daftir ware eine simultane Ko-Infektion. Alternativ
konnten sich die Personen auch erst im Verlauf mit einer zweiten Assemblage infiziert haben (29).
Die erste Hypothese wird von der Tatsache gestiitzt, dass in diesen Datensatzen in elf von zwolf
Féllen der ,,Wechsel der Assemblage® zwischen der ersten und der zweiten Probe geschah.
Alternativ musste das bedeuten, dass sich die Personen sehr zeitnah nach der ersten Infektion mit
einer anderen Assemblage infizieren hatten, was bei der in Deutschland eher niedrigen Inzidenz
der Giardiasis allerdings eher unwahrscheinlich erscheint (86). In der Mehrzahl der Falle wurde
zunachst die langsamer reproduzierende Assemblage B vor der schneller wachsenden Assemblage
A detektiert. Dies konnte an einer hoheren initialen infektiosen Dosis durch die hdufigere
Assemblage B liegen. Moglich wére aber auch eine unterschiedliche Empfindlichkeit der
Assemblagen gegenlber der verbreitet eingesetzten Therapie mit Metronidazol (87-89). Nutzt man
die weltweit haufig angewendete Sanger-Sequenzierung zur Genotypisierung von G. duodenalis,
sollte man sich auch der methodischen Limitationen bewusst sein. Fur HIV ist beispielsweise
belegt, dass im Gegensatz zum NGS (engl. next generation sequencing) durch die Sanger-
Sequenzierung nur SNP-Positionen erfasst werden, die in mehr als 20-35 % der amplifizierten
DNA-Strange auftreten (90, 91). Ob diese Ergebnisse auf tetraploide Organismen wie G.
duodenalis Ubertragbar sind, ist unklar. Gerade deshalb ist die Untersuchung der identifizierten
SNP-Positionen von groRer Wichtigkeit. Leider besteht in grofien Datenbanken eine betrachtliche
Verzerrung hin zu Sequenzen, die weniger oder keine ASH enthalten: Tatsachlich fand sich in
79,1 % der 738 untersuchten Assemblage B TPI Sequenzen aus der Genbank keine ASH. Auf dem
gleichen Genabschnitt fand sich dagegen in den Proben dieser Studie in 59,1 % ASH und nur in
40,1 % keine ASH. Drei Faktoren werden meist dafur verantwortlich gemacht, dass die
Trennschérfe der MSLT bei Assemblage B nicht zur Identifikation von Subgruppen ausreicht: i)
aufgrund der zwei  Zellkerne und  mdoglicher  sexueller  oder  parasexueller
Rekombinationsstrategien entstandene ASH (44, 45, 92, 93), ii) Fehler in der PCR oder in der

Sequenzierung (94) und iii) gemischte Infektionen mit verschiedenen Assemblagen oder — seltener
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diskutiert — mit verschiedenen Subassemblagen (10, 29, 66, 67). In dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass die manuelle Annotation der DNA-Sequenzen zwar zeitaufwéndig ist, aber zu
reproduzierbaren ASH-Ergebnissen fuhrt (52). ASH tréagt also sicherlich dazu bei, dass sich
epidemiologisch verbundene Isolate und Subgruppen schlechter identifizieren lassen, ist aber nicht
allein daftr verantwortlich. Fehler in der PCR, in der Sequenzierung und auch Artefakte, wie die
fur andere Spezies beschriebene, durch die PCR erzeugte Mutagenese (95, 96), kdnnen sicherlich
in Einzelfallen auftreten. Diese Einzelfélle werden jedoch wahrscheinlich nicht die Erkennung von
Subgruppen verhindern, da Typisierungsergebnisse und ASH in dieser Studie zu gut
reproduzierbar waren (52). Zwei Forschungsarbeiten haben sich mit der Subklonierung von
Assemblage B Isolaten mit ASH beschéftigt und dabei fir das Genfragment GDH bis zu drei und
fur den Locus BG bis zu sieben verschiedene Sequenzen aus einer Stuhlprobe (haufig als ,,ein
Isolat” bezeichnet) identifiziert (82, 94). Diese (82, 94) und auch die vorliegende Arbeit (52)
zeigen somit polyklonale Infektionen als plausibelste Erklarung fur die erschwerte
Subklassifikation von Assemblage B in die Subassemblagen Blll und BIV (65, 68, 73) und damit
auch die erschwerte Identifikation von epidemiologisch verbundenen Isolaten. Wahrend sich
vorangehende Studien in Deutschland hauptsachlich auf Reise-assoziierte Infektionen konzentriert
haben, umfasst diese Arbeit auch Daten zu autochthonen G. duodenalis Infektionen (97-99). In
dieser Studie hatten ca. 50 % der Infektionen einen Zusammenhang zu Auslandsaufenthalten,
wohingegen die anderen 50 % als autochthon Klassifiziert wurden, was den flr Deutschland
gemeldeten Daten entspricht (100). Global berichten die meisten Studien, davon, dass Assemblage
B Uberwiegt (23, 24, 34, 65, 97). Aufgrund der Tatsache, dass Assemblage B mit etwas Uber 65 %
ebenfalls deutlich hdufiger als Assemblage A mit knapp 15 % und gemischte A + B Infektionen
mit ca. 20 % vorkam, konnte dieser Trend fiir Deutschland bestatigt werden. In
Krankheitsausbriichen ist allerdings eine andere Assemblage-Verteilung méglich (65). Auch wenn
in Einzelfallen (101) DNA der wirtsspezifischen G. duodenalis Assemblagen C-H in Menschen
nachgewiesen wurden, war dies in der vorliegenden Studie nicht der Fall. Es wurde vorgeschlagen,
dass Infektionen mit Subassemblage Al mit einer mdglichen zoonotischen Transmission und
Infektionen mit Subassemblage All und Assemblage B eher mit anthroponotischer Transmission
verbunden seien (16, 29, 65). Das wurde bedeuten, dass eine zoonotische Transmission in
Deutschland, wie auch in anderen ,,Industrienationen® eine untergeordnete Rolle spielt (18, 24, 34,
102). Auch wenn es keine signifikanten Unterschiede bezuglich Altersverteilung,
Geschlechterverteilung oder Assemblage zwischen den Gruppen der autochthonen und Reise-
assoziierten Infektionen gab, zeigte sich doch ein Trend hin zu einem prozentual grofieren Anteil

an Assemblage A Infektionen in den vermutlich autochthonen erworbenen Infektionen. Fir
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Unterschiede zwischen den beiden Gruppen spricht auch eine Forschungsarbeit, die die
Risikofaktoren fir Giardiasis in Deutschland untersuchte. Dort gab es signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen, so korrelierte z.B. Tierhaltung mit autochthonen Infektionen (17).
Jedoch wurden in der genannten Arbeit nicht die zugrundeliegenden Assemblagen untersucht (17).
Im Gegensatz zu diesem Datensatz gibt es bei den auf ganz Deutschland bezogenen Daten eine
zweigipflige Altersverteilung mit einem Peak bei Kindern zwischen ein und neun Jahren und bei
Erwachsenen zwischen 25 und 49 Jahren. AulRerdem sind mehr Méanner als Frauen betroffen (86).
Die Frage, ob es sich bei ,,autochthonen Infektionen* tatsdchlich um Infektionen durch eine bislang
unbekannte Infektionsquelle in Deutschland handelt oder diese eher eine von den
Gesundheitsdmtern unentdeckte, sekundére Transmission von im Ausland erworbenen Isolaten
widerspiegeln, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht abschlielend beantwortet werden. Hierzu
waére eine prospektive epidemiologische Studie mit entsprechender Datenerhebung, inklusive
Genotypisierung der Parasiten notig.
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass in dieser Dissertation die Starken und Schwachen der
aktuell verfugbaren Genotypisierungsverfahren fur G. duodenalis herausgearbeitet wurden. Das
Problem von ASH und polyklonalen Infektionen wurde dargestellt und es wurde aufgezeigt, wie
man trotz dieser Herausforderungen epidemiologisch verbundene Isolate identifizieren kann.
Zukunftige Fortschritte in der Methodik der Sequenzgenerierung, z. B. verbesserte MLST-
Schemata, und/oder Neuerungen im Bereich der Ergebnisinterpretation werden zu einer
verbesserten Genotypisierung von G. duodenalis fuhren und dadurch zur Assoziation von
Assemblagen zu Symptomen, akuten oder chronischen Infektionen, Langzeitfolgen einer Infektion

und der Interaktion mit anderen Pathogenen beitragen.
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Abstract

Background

Giardia duodenalisis a leading cause of gastroenteritis worldwide. Humans are mainly
infected by two different subtypes, i.e., assemblage A and B. Genotyping is hampered by
allelic sequence heterozygosity (ASH) mainly in assemblage B, and by occurrence of mixed
infections. Here we assessed the suitability of current genotyping protocols of G. duodenalis
for epidemiological applications such as molecular tracing of transmission chains.

Methodology/Principal findings

Two G. duodenalss isolate collections, from an outpatient tropical medicine clinic and from
several primary care laboratories, were characterized by assemblage-specific gPCR (TIF,
CATH gene loci) and a common multi locus sequence typing (MLST; TP/, BG, GDHgene
loci). Assemblage A isolates were further typed at additional loci (HCMP22547, CID1,
RHP26, HCMP6372. DIS3, NEK15411).

Of 175/202 (86.6%) patients the G. duodenalis assemblage could be identified: Assem-

Information files. blages A 25/175 (14.3%), B 115/175 (65.7%) and A+B mixed 35/175 (20.0%). By incorpo-
Funding: The author(s) received no specific rating allelic sequence heterozygosity in the analysis, the three marker MLST correctly
funding for fiis work. identified 6/9 (66,7%) and 4/5 (80.0%) consecutive samples from chronic assemblage B
Competing interes’s: The authors have dedlared infections in the two wlectnns, r%pedNely. and identified a cluster of five n@pefmﬂt

that no competing interests exist. patients canying assemblage B parasites of identical MLST type. Extended MLST for
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assemblage A altogether identified 5/6 (83,3%) consecutive samples from chronic assem-
blage A infections and 15 novel genotypes. Based on the observed A+B mixed infections it
is estimated that only 75% and 50% of assemblage A or B only cases represent single strain
infections, respectively. We demonstrate that typing results are consistent with this
prediction.

Conclusions/Significance

Typing of assemblage A and B isolates with resolution for epidemiological applications is
possible but requires separate genotyping protocols. The high frequency of multiple infec-
tions and their impact on typing resutts are findings with immediate consequences for result
interpretation in this field.

Author summary

Giardia duodenalis is a leading cause of gastroenteritis worldwide. Humans are mainly
infected by the two different genetic subtypes, assemblage A and B. Molecular typing tools
for epidemiological applications such as tracking transmission, attribution to a source and
outbreak investigations have been developed and are highly desirable, However, to what
degree the tetraploid genome with allelic sequence heterogeneity (ASH), and the frequent
occurrence of mixed, assemblage A and B infections hamper performance is undear.
Here, we assessed the suitability of current genotyping protocols for deciphering the
molecular epidemiology of G. duodenalis. Against acommon reporting bias, we incorpo-
rated ASH in the analysis and we show that typing with resolution for epidemiological
applications is possible for both, assemblage A and B isolates, but requires separate proto-
cols. We also demonstrate how the high frequency of multiple infections overall impacts
on typing results, which has immediate consequences for result interpretation in this field.

Introduction

The protozoan parasite Giardia duodenalis (syn. G. intestinalis, G. lamblia) is a leading cause
of diarrheal disease and a relevant public health problem [1]. Laboratory diagnostics of G. duo-
denalis are well established, but these methods are inadequate for parasite genotyping, thus
molecular epidemiological tracing of transmission chains, source attribution and outbreak
investigations are hindered [1-3]. Current diagnostics cannot discriminate the eight geneti-
cally distinguishable assemblages within the G. duodenalis species complex, with assemblages
A and B being the major two of these causing human disease [1]. In rare cases, assemblage E
that is usually found in ruminants has also been associated with human disease [1]. Impor-
tantly, due to the lack of adequate in vitro culture systems genotyping analyses are mainly per-
formed on parasite cysts in faecal samples by bulk DNA preparation of enriched cysts or of
total stool samples. Such DNA samples are often referred to as isolates [4]. Interpretation of
genotyping results is highly complex for several reasons: Giardia parasites are binucleated and
possess tetraploid genomes with different grades of allelic sequence heterozygosity (ASH), In
assemblage B isolates, ASH is typically greater than in assemblage A isolates. ASH per bp is
estimated at 0.01-0.04% for assemblage A [5,6] and is nearly tenfold higher (at 0.5%) for
assemblage B [5,7.8]. Therefore, different strategies for molecular typing of assemblage A and
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B are required to achieve the same power of resolution [3.9]. Moreover, when typing DNA of
an isolate as defined above, distinguishing monotypic infections with a strain expressing high
ASH and infections with multiple strains exhibiting low ASH becomes a formidable task. Sin-
gle cyst analysis to circumvent the pitfalls due to multiple infection is possible [10] but not
practically feasible, in particular not for multi-locus sequence typing (MLST) approaches.
Thus, a reliable tool to characterize isolates for outbreak and source attribution will rly on
DNA-hased procedures on cysts directly derived from stool samples [11]. The aim of this
study was to evaluate and qualify genotyping protocols that could be used for epidemiological
applications such as molecular tracing of transmission chains, source attribution and outbreak
investigations,

Methods

Ethics statement

This study was approved by the ethical review committee of the Charité-University Medicine
Berlin (EA4/171/19). Under the Protection against Infection Act, Giardiasis is a notifiable dis-

ease in Germany and the study conducted in accordance to the Protection against Infection
Act’s §13, In this context, informed consent was not required.

Sample collection

The first set of samples was collected 2012-2019 at one outpatient tropical medicine clinic pre-
dominantly treating returning travelers. The collection comprised of 112 samples from 64
patients, induding 24 chronically infected patients who provided more than one stool sample
(longitudinal cases). Longitudinal cases served as a test-set to evaluate the power of typing pro-
cedures to identify epidemiologically linked cases,

The second set of samples (n = 171 from 138 patients, including 23 longitudinal cases) was
collected 2017 through 2019 at non-hospital assodated primary care laboratories. It repre-
sented a broader patient cohort, including persons without travel history. This collection was
used to further evaluate the typing procedure and to investigate possible molecular differences
between autochthonous and travel-assodated cases.

Both sets of samples derived from patients who had been tested for Giardia because of gas-
trointestinal symptoms,

Molecular and sequence analysis

The workflow of the molecular analysis is depicted in Supplementary S1 Fig, All procedures
were performed according to published protocols and information of primer sequences and
accession numbers of reference sequences are provided in supplementary tables (51, 52 and 53
Tables).

DNA extraction. Giardia positive stool samples were sent from primary diagnostic labo-
ratories to the Robert Koch-Institute, were stored at 4°C and processed within two weeks.
Giardia cysts were enriched from stool samples by sucrose gradient flotation as previously
described [12] and DNA extraction was performed using the Maxwell 16 FFPE Plus LEV DNA
Purification Kit (Promega Corporation, Wisconsin, USA) following the manufacture 's proto-
col. DNA from samples with lower cyst counts (< 10° cysts/g faeces) was directly extracted
from stool using the QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according
to the manufacturer’s instructions. DNA of axenically cultured trophozoites was derived from
an in-house biobank (isolate 347-02, 350-01 and GS (ATCC 50581)). The principle workflow
to establish axenic cultures is described elsewhere [12].
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Real-time PCR assays to assess assemblage type. All samples were screened for the pres-
ence of assemblage A and B infections by real-time PCR to assess assemblage type. Therefore,
a 168-bp amplicon at the TIF locus for detection assemblage A and a 99-bp fragment of the
CATH gene for identification of assemblage B was detected according to a previously described
protocol [13]. Reactions were performed in duplicates using Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (Thermo Scientific) and 1-2 pl target DNA. The PCR with TIF and CATH spedfic
primer were done separately, respectively. Detection and data analysis were done using CFX%
Touch Real-Time PCR Detection System and CFX Maestro 1.1 software (Bio-Rad). Samples
were considered positive when melting peaks were at 80.5-82.0°C for assemblage A and 75.5-
78.0°C for assemblage B, respectively [13].

MLST at TPI, BG and GDH loci (common typing scheme) were performed by nested-
PCR approaches and Sanger sequencing according to published protocols [14-16]. All reac-
tions were carried out using DreamTaq DNA polymerase system (Thermo Scientific) and
1-2 yl of sample DNA for the primary PCR and 1-2.5 gl of the first PCR product for the nested
PCR. G. duodenalis positive DNA and nuclease-free water were used as positive and negative
controls in each run. The primer sequences were omitted from the sequences for the final
sequence analyses and resulted in a TPJ fragment of 490 bp, a BG fragment of 475 bp and
GDH fragment of 393 bp. Sequences were concatenated (TPI-BG-GDH) for analysis resulting
ina 1358 bp fragment (see also sequence analysis below).

MILST of assemblage A isolates were performed by nested-PCR and Sanger sequencing
according a previously published protocol at the genelod HCMP22547, CIDI, RHP26,
HCMP6372, DIS3 and NEK15411 [3]. Final fragment size for analysis was 555 bp for
HCMP22547, 534 bp for CIDI, 513 bp for RHP26, 564 bp for HCMP6372, 615 bp for DIS3 and
633 bp for NEK15411, PCR was performed using the DreamTaq DNA polymerase system
(Thermo Scientific) and 1-2yul of sample DNA for the primary PCR and 1-2.5 ul of the first
PCR product for the nested PCR. G. duodenalis positive DNA and nuclease-free water were
used as positive and negative controls in each run. Sequences were concatenated (order:
HCMP22547, CID1, RHP26, HCMP6372, DIS3 and NEK15411) for analysis resulting in a 3414
bp fragment (see also sequence analysis below).

DNA sequencing and sequence analysis. Amplified DNA was purified with Exo Sap-IT
PCR Product Cleanup (Thermo Scientific) according to the manufacture s protocol. All PCR
amplicons were sequenced by Sanger sequenang in both directions in an in-house facility of
the RKI. Sequences were analysed using the implemented analysis tools in the software pack-
age Geneious 11.1.5 (Biomatters). Briefly, chromatograms of raw reads were all inspected visu-
ally and annotated manually if necessary to adequatey annotate heterozygous positions.
Ambiguous positions were evaluated using the “heterozygotes plugin” of the software tool and
based on the height of the double peaks. At least 25% peak high of the lower peak was defined
as cut-off for a heterozygote position and was only counted if present in both sequencing
directions. Multiple alignments with reference strains were created to determine assemblages
and sub-assemblages of G. duodenalis isolates. Depending on MLST scheme, respective
sequences of one sample were concatenated and aligned. Distance matrix was retrieved from
thealignment and implemented in GraphPad Prim (Graph Pad software, LLC) for calculation
and visualization. Additional information about reference sequencesis provided in S2 and 53
Tables.

Definition of related isolates. To identify potentially linked isolates we determined the
mean number and standard deviation of SNP differences of each isolate to all other isolates of
the respective dataset. Two isolates were determined as potentially related if they reciprocally
reached the cut-off of mean minus two standard deviations, respectively (see example in 52
Eig).
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Phylogenetic analysis. Phylogenetic analyses were performed using MEGA 7.0.26 soft-
ware [17]. Sequence data of TPI, BG and GDH or HCMP22547, CIDI, RHP26, HCMP6372,
DIS3and NEK15411 genes were concatenated and Neighbor-Joining method based on the
maximum composite likelihood model with pairwise deletions was applied. Bootstrap analysis
using 1000 replicates was performed to review the trees reliability and values above 50% were
reported. The trees were depicted unrooted.

Statistical analysis. Results of molecular typing were linked to the respective entry among
laboratory-confirmed giardiasis cases notified to the RKI according to the infection protection
act. This was done to obtain the likely country of infection according to the trave history of
the patient and to identify/verify whether the developed method is sensitive and spedfic
enough to detect consecutive samples of one patient. Statistical analysis was performed using
Graph Pad Prism 8.4.0 software. Fisher s exact test was applied and P values < 0.05 were con-
sidered significant. Maps were created using the Free and Open Source Software QGIS and
free vector data available at naturalearthdata.com, Estimating the likelihood of infection with
single, double, and multiple strains was done using geometric progression modd. In case of
detection of an assemblage A or B genotype only, this can be modelled on a geometric progres-
sion of the term .1, (P(monoAss))*"" where P(monoAss) referstothe probability of single
strain infection and for which the observed frequendes with which assemblage B (B plus
mixed B/A) or A (A plus B/A) were detected provided estimates of the resulting sum.

Nucleotide sequence accession numbers. Nudeotide sequences generated in this study
have been deposited into the GenBank database (accesson numbers MT878631—MT879098).

Results

Assignment of assemblage A versus B infections as a way to estimate
likelihood of mono- and multi-strain infections

In 175 of 202 (86.6%) patients, the assemblage type could be determined (S1 Fig). Patients
were predominantly infected with assemblage B (n = 115/175, 65.7%, Table 1). Co-infections
with A and B were seen in 35/175 patients (20.0% ). There was no statistically significant differ-
ence between patients infected with assemblages A, B or mixed infection regarding age, sex or
importation status (autochthonous vs. travel associated) (chi-square: p>>0.3). Among patients

Table 1. Number (%) of patients with sful blage typing results by detected assemblage (A, B and A+B mixed infection), age group, sexand likely place
of infection (n = 175).
Assemblage A Assemblage B Ass. A/B mixed infection Total
n (%) n (%) n (%) n(%)
Age group (years)
0-19 5 (20%) 18 (16%) 4(11%) 27 (15%)
20-39 8 (32%) M (38%) 13(37%) 65 (37%)
40-59 5 (20%) 38 (33%) 15 (43%) 58 (33%)
60-99 7 (28%) 14 (12%) 3(9%) 24 (14%)
Unknown 0(0%) 1(1%) 0(0%) 1(1%)
Sex
male 13(52%) 69 (60%) 15(43%) 97 (55)
Likdy place of infection
Gamany 12(48%) 39 (34%) 11(31%) 62 (35%)
Other country 10 (40%) 70 (61%) 22(63%) 102 (58%)
Unknown 3 (12%) 6 (5%) 2(6%) 11 (6%)
Total 25 (100%) 115 (100%) 35 (100%) 175 (100%)

/idoi.org/10.1371/journal prtd. 771001
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who likely acquired the infection abroad (n = 102, mean age: 37.8 years 54.9% women), the
specific country of infection was known for n = 93 (83 Fig).

The data allowed estimating the likelihood of infection with single, double, and multiple
strains. In case of detection of an assemblage A or B genotype only, this was modelled using a
geometric progression term. Accordingly, approximately 75% assemblage A type infections
and 50% B type infections, respectively, were likely to be single strain infections.

Evaluation of current MLST genotyping schemes

To adapt a common protocol detecting TPI, BG, GDH [4], we typed cloned assemblage B
strains (i.e., trophozoites from in vitro cultures) and selected recent assemblage B isolates (i.e.,
cysts enriched from stool samples). ASH in the 1358 bp long sequence covered by the three
typing gene-specific PCRs was required for the validation set of templates (Fig 1). Evaluation
consisted of comparison of three independent fragments generated from the same template
DNA, in which every fragment was sequenced twice (Fig 1). Repeated typing of cloned parasite
strains reproduced to 100% the MLST type, which included ASH residues indicating that our
workflow was robust (Fig 1 A and 1B). Repeated typing of assemblage B isolates surprisingly
produced different and distinct degrees of sequence variation between independently

A B
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generated typing fragments while sequendng/resequencing pairs of the respective fragments
was except for one occasion always identical (Fig 1C).

Typing of assemblage A isolates, for which ASH is low and MLST using TPI, BG, GDH has
very low discriminatory power, was performed to further assess the principle robustness of the
protocol (Fig 2A). Very few SNPs were observed in the assemblage A isolates and differences
were mostly shared between strains and not reflecting ASH sites. MLST typing of assemblage
A isolates was then extended to indude the typing genes recently described by Ankarklev et al
[3] (Fig 2B). These genes were highly polymorphic in the population while exhibiting low
number of ASH sites [3].

The MLST typing data of the latter scheme (Fig 2B and S1 Data) revealed 15 novel MLST
types not reported before while three were identical to the previously described MLST type 18
(2isolates), 30 (2 isolates) and 42 (1 isolate), respectively [3]. Moreover, in five of the 22 typed
isolates, ASH was observed (S1 Data). Thus, five of 22 ssmples could be due to mixed infec-
tions, a number close to the estimated theoretical value of 25% for assemblage A infections
(see above). Of note, isolates were clearly distinct from each other with the notable exception
of isolates sampled longitudinally from patients with chronic disease (Fig 2B), confirming the
dataof the initial study by Ankarklev et al. showing the suitability of this typing scheme to
identify epidemiologically linked cases of assemblage A infections [3].

Genotyping of assemblage B by a common MLST scheme to identify
epidemiological links between infections

Weevaluated the potential of the common three loc MLST typing scheme available for assem-
blage B isolates [1,2,10,18] for outbreak or transmission chain analysis This has been ham-
pered by the high degree of ASH in assemblage B, a real feature that for sequence
interpretation hasusually not been included [2,4,18] and results in a bias in data repositories.

We first used a set of isolates from the first sample collection, which comprised of 49
completely typed assemblage B isolates sampled from 34 patients, including longitudinal sam-
ples of nine chronically infected cases. The latter were used as a test set for epidemiologically
linked samples. The distance matrix of SNPs that were different in pairwise comparisons is
shown in Fig 3. Mostly, these values were normally distributed around an average of 19.7 base
sites depending on the individual isolate (see S2 Fig). Notably, pairwise testing for outliers that
had fewer than the average minus 25D differences correctly identified six of the nine longitudi-
nal cases (Fig 3). For the three other isolate pairs typing produced a pattern consistent with
multiple strain infections which as indicated before were estimated to be present in every
other case of assemblage B infections. Thus, the typing algorithm with outlier detection did
positively identify underlying epidemiological links with a sensitivity of 6 of 9 (67%) cases. In
contrast, only three pairs of non-linked cases were falsely identified in the outlier testing, esti-
mating a spedficity of about 80% of this analysis However, assessment of spedificity of the
analysis is more complex since population structure will impact which subset of genotypes has
to be considered to determine relevant average distances for outlier analysis. For example, a
number of isolates clustered with BIIT or BIV reference sequence types and showed lower SNP
to strains in these clusters (Fig 3). Hence, outlier detection has to be performed taking into
account these related genotypes and, asa consequence, significantly lower SN Ps have to be
observed to infer epidemiological links.

Next, we applied the approach to samples of consecutive giardiasis cases of assemblage B
mainly from Berlin, Germany, in order to test, whether such an MLST approach could identify
repeated sampling of chronic cases as in the first sample set and occurrence of transmission
chains. Similar to the results of the first sample set, we were able to identify a high proportion
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Fig 2. Distance matrices of pairwise comparison of G. duodenali blage A isol. (A) Reaults of concatenated sequences of common
typing scheme (TPJ-BG-GDH, 1358 bp) are p d as di matrix showing the ber of pairwise differences in sngle nudeotide
positions. Phylogram of nqghbour joining i (or\lyL p values above 50 are shown) is included for ilustration. (B) Sequence
comparison of s of A spedfic lypngschcme (HCMP22547-CID1-RHP26-HCMP6372-DIS3-NEK 15411, 3414

bp) is presented dsunce matric showing Ihcnumba of pairwise differences in single nuckotide positions. Phylogram of neighbour-joining
analyss (only bootstrap values above 50 are shown) is included for illustration. Note, isolates are not identical with (A) due to varying typing
dfficiency of isolates. Colored case labeks highlight longitudinal ssmples from chronically infected pati Scale bars denote substitutions per
ste.
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(four out of five; 80%) of longitudinal-i.c., epidemiologically linked—cases (Fig 4). In addition,
a cluster of five cases was exceptional because MLST sequences were all identical and did not
show any sites of ASH within the typed fragments. The potential index case of this cluster
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Fig 3. Distance matrix of pairwise comparison of G. duodenalis blage B isolates from a sample collection including known lon gitudinal les from

hronically infected pati Comparison of d sofac typing scheme (TPI-BG-GDH, Ilssbp) for .xsnrnbhgc Bisolates of collection 1are
presented asdistance matrix showing the number of pairwis differences in single nuckotide pasitions. Phylogram of neighbour-joming analysis (only bootgrap values
above 50 are shown) is included for illustr ation. Longitudinal samples from chronically infectod patients were highlighted in the same calowur # they met the outlier
detection cut-off (mean minus 2SD). Note, six of the nine longtudinal cases were correctly identified. Three pairs of unlinked isolates also met the cut-off (cases 208-01

and 29701, case 278-01 and 279-01, case 347-02 and 406-02). Scale bar denotes substitutions per site.
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sampled first was a returning traveller who likely contracted infection in East Africa while the
four consecutive cases sampled over the next 10 months were notified as autochthonous cases
without a recent travel history. Notably, the isolates with this unique MLST type were very
similar to seven other MLST types and highly related to reference BIV sequence type (Fig 4).
This suggests that within BIV like G. duodenalis there exists a highly related subpopulation.
The latter “BIV-cluster” contained cases that acquired infection in various countries and may
indicate the existence of a globally distributed common or dominant parasite genotype.
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Discussion

Using two instructive collections of giardiasis isolates from patients in Germany with and
without relevant travel history, we show that MLST analysis can reveal epidemiological links
with reasonable sensitivity and specificity, as illustrated by the identification of longitudinal
samples from single patients. Our study confirms the usefulness of an extended MLST scheme
to differentiate assemblage A strains and reports additional genotypes not described before.
Importantly and based on assemblage typing, estimates of concurrent infections could be
derived and their impact on the reproducibility of the MLST results demonstrated. Overall,
samples were characterized by a dominance of assemblage Binfections while no differences in
age, sex or importation status (travel vs. no travel history) of infection were detectable between
assemblages A, B or mixed infection case groups.

Overrepresentation of assemblage B in human infections has been reported by most studies,
worldwide and also in Germany [1,2,9,19]. Other proportions of assemblage distribution may
occur in specific settings such as during outbreaks or zoonotic transmission [2]. For example,
a study performed in children in the Netherlands suggested that assemblage B infections are
associated with anthroponotic infections and assemblage A with zoonotic transmission [20].
Thisis in line with a previous observation in Germany showing association of autochthonous
infections with owning pets [21]. Although not statistically significant we also detected a
slightly higher proportion of assemblage A in autochthonous vs. travel associated infections.
Both assemblages are pathogenic in humans but there is overall inconsistent data whether or
not they mediate different symptoms and whether infection sources differ [1,9,20].

Assemblage typing in the present study was successful in 86,6% of the cases. Failure to type
all Giardia positive samples has been commonly described [22] and can likely be explained by
the very high sensitivity required to amplify single copy gene targets that are mostly used for
typing and that may not be reached in samples with low parasite load. Genotyping is applied
moreand more frequently to characterize Giardia populations in different hosts and from dif-
ferent geographic regions [1-3.9.10]. As shown here and by others [23.24] mixed infections,
reduce typing reproducibility, which needs to be considered when interpreting typing results.
Notably, standard Sanger sequencing, which is mostly used for Giardia typing procedures, is
only able to reliably identify minor sequence variants with frequencies of 20% or higher [25].
Moreover, there is generally little appreciation of the pitfalls of interpreting the validity of the
typing results This is in particular true with respect to the issue of ASH in the tetraploid Giar-
dia organisms. Typing entries in sequence databases are heavily biased towards sequences that
donot contain polymorphic sites although the clinically predominant assemblage B parasites
show extensive ASH. For example, analysis of 738 TPI sequences of assemblage B in GenBank
revealed a proportion of 20.9% sequences with ambiguous nucleotide sites. In contrast, the
respective proportion in our dataset was 59.1%. However, a useful typing methodology has to
reflect ASH and we here show that workflows for reliable identification of ASH are feasible.

It hasbeen highlighted that transmission chain identification needs different genotyping
strategies depending on the underlying assemblage type [2,3,9]. For human assemblage A
infections, we confirm that the newly developed MLST scheme based on six genome markers
is reliable and useful to identify epidemiologically linked isolates [3] which supports its appli-
cation in future studies.

We report MLST clusters related to the reference sub-assemblage types BlITand BIV. Our
analysis illustrates that awareness of this population structure is critical for correctly interpret-
ing typing data if the goal is to identify transmission events. Thresholds that establish epidemi-
ological links based on number of SNPs, as proposed here, will critically depend on the
relation ofan isolate to relevant sub-populations, i.e. its kin,
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Improvements of current typing approaches as shown here are useful and required for
epidemiological investigations and studies that aim at correlating Giardia genotypes with
infection outcome, such as clinical manifestations, or relevance for co-infections with other
pathogens. These aspects cannot be adequately addressed currently. Of note, we focused on
human samples only but future studies are needed to test whether the presented typing
schemes are also suitable to identify possible zoonotic transmission from animal to
humans.

The public health impact of typing, e.g., on outbreak strain definition, is critically depen-
dent on the ability to communicate results unambiguously which requires a nomenclature.
Such nomenclatures are established for bacteria (https://pubmlst.org/). For other protozoa like
Cryptosporidium spp. typing nomenclature is already advanced, partly because these organ-
isms are haploid [26]. An appropriate nomendature for the tetraploid G. duodenalis may only
be possible through defining allele types for sets of highly polymorphic marker genes. Full
genotypes, i.e, calling respective sets of alleles, may then be possible via novel sequencing inde-
pendent, CRISPR/Cas-mediated typing approaches [27]. Harnessing the power of such new
approaches for genotyping Giardia again will require in-depth insght into the parasites’ popu-
lation structure.

Whole genome sequencing at low cost may allow this insight as it is revolutionizing molec-
ular surveillance of microbial pathogens, outbreak detection and source identification (see
reviews for listeria [ 28] and salmonella [29,30]). The lack of a useful G. duodenalis reference of
its pan- and accessory genome representing the population is delaying progress in this fidd
[6]. The recent proof-of-concept for successful whole genome sequencing of Giardia cysts
derived from faecal samples promises to change this [31,32].

In conclusion, the present study demonstrates the power and limitations of current geno-
typing approaches for G. duodenalis: Potential for identification of epidemiological links
between G. duodenalis infections and limitations that are inherent attributes of the tetraploid
nature of the parasite and of the frequency of concurrent infections with distinct G. duodenalis
strains.
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