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Abkürzungsverzeichnis 

 

Die Begriffe sind in alphabetischer Reihenfolge gelistet.  

Abkürzung 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 Desoxyribonucleinsäure, 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/l 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

Min Minute 

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

typing 

n Anzahl der Chromosomensätze 

NEK15411 NEK Kinase 

NGS Sequenzierung der nächsten Generation, engl. next generation sequencing 

PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction 
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qPCR 
Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion, engl. real time quantitative 

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 für die öffentliche Gesundheit dar. Geschätzt 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 Auflösung und werden durch allelische Sequenzheterozygotie (ASH) - vor allem bei 

Assemblage B -, sowie dem Auftreten von gemischten Infektionen beeinträchtigt. Primärziel 

dieses Pilotprojekts war die Evaluation aktuell zur Verfügung stehender Multi-Locus-

Sequenztypisierungsverfahren (MLST) in Bezug auf deren Nutzen für epidemiologische Zwecke 

wie der molekularen Nachverfolgung von Infektionsketten, Infektionsquellen und 

Ausbruchsgeschehen. Sekundärziel war die Untersuchung der Transmissionsdynamik von G. 

duodenalis in Deutschland. 

Methodik: Die menschlichen Stuhlproben für die zwei Datensätze stammten entweder aus einer 

Klinik für Tropenmedizin oder von vier Diagnostiklaboren. Mittels qPCR 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. Für Assemblage A konnten mithilfe von kürzlich 

veröffentlichten MLST weitere sechs Genorte (HCMP22547, CID1, RHP26, HCMP6372, DIS3, 

NEK15411) untersucht werden.  
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Ergebnisse: Der Assemblage-Typ von G. duodenalis konnte in 175/202 (86,6 %) Personen 

identifiziert werden: Die Mehrheit gehörte 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 ließ sich die Anzahl der multiklonalen 

Infektionen für Assemblage A und B auf 25 % bzw. 50 % schätzen. Die MLST Analyse erfolgte 

inklusive ASH mittels einer neu entwickelten reziproken Ausreißeranalyse und konnte für 

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. Zusätzlich wurde ein Cluster von fünf 

verschiedenen, mit Assemblage B infizierten, Personen identifiziert, der ein identisches MLST-

Profil aufwies. Das kürzlich veröffentlichte MLST Schema für Assemblage A erhöhte die 

Sensitivität der Zuordnung von Stuhlproben chronisch infizierter Erkrankter. Es konnten 5/6 (83,3 

%) Personen richtig identifiziert werden. Zusätzlich wurden 15 neue Genotypen charakterisiert.  

Schlussfolgerung: Aktuell verfügbare Typisierungsverfahren lassen sich für epidemiologische 

Fragestellungen gewinnbringend nutzen. Assemblage A und B benötigen dabei verschiedene 

Protokolle und Auswertungsstrategien. Bei der Interpretation von MLST-Ergebnissen sollten 

polyklonale Infektionen und ASH berücksichtigt werden. Dieses Paper sensibilisiert für diese 

Herausforderungen und zeigt einen Lösungsansatz 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-
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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 Säugetieren 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 für die öffentliche 

Gesundheit eingeschätzt, da der Parasit weltweit eine der häufigsten Ursachen für 

Durchfallerkrankungen darstellt (4, 5). Laut neueren Schätzungen infizieren sich jährlich 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 
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(2, 8, 9). Zusätzlich zu der zuvor beschriebenen Morbidität entsteht auch ein substanzieller 

ökonomischer Schaden durch Infektionen bei Nutztieren, spezielle Maßnahmen 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 Prävalenz beim Menschen deutlich: Schätzungen zur Folge sind 10-40 % 

der Bevölkerung in „Entwicklungsländern“ mit dem Parasiten infiziert, wohingegen in 

„Industrienationen“ die Prävalenz zwischen 0,5–7 % schwankt (15-20). Studien, die das 

Erforschen von Risikofaktoren für eine Infektion mit G. duodenalis zum Ziel hatten, haben 

widersprüchliche Ergebniss im Hinblick auf die Relevanz von Kontakt zu Tieren (Haus-, Nutz-, 

und Wildtiere) ergeben (15-18). Eindeutiger waren die Daten jedoch hinsichtlich der Übertragung 

von Mensch-zu-Mensch: Hier wurde der Kontakt mit kleinen Kindern, die eine Kinder-

Tagesbetreuung besuchten, Männer, die Geschlechtsverkehr mit Männern 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, 

während bei den anderen 45-90 % eine autochthone Infektion (Infektionsquelle wahrscheinlich 

nicht im Ausland, kein bekannter Kontakt zu aus dem Ausland zurückgekehrten Erkrankten) 

angenommen wurde (17-20). Aufgrund der Meldedaten in Deutschland geht man davon aus, dass 

aktuell ca. 50 % der Infektionen im Ausland erworben werden, während die anderen 50 % als 

autochthone Fälle gelten (21). Zur Diagnose von G. duodenalis stehen verschiedene Verfahren zur 

Verfügung: Die Spannweite reicht vom Nachweis von Trophozoiten und/oder Zysten des Erregers 

mittels Mikroskopie frischer Stuhlproben, über Antigennachweise, z.B. mittels „Enzyme-linked 

Immunosorbent Assays“ (ELISAs), bis hin zu verschiedenen PCR-Methoden, die sich allerdings 

alle hinsichtlich Sensitivität und Spezifität unterscheiden, was bei der Vergleichbarkeit der 

jeweiligen Daten berücksichtigt 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 Überwachung des durch G. 

duodenalis hervorgerufen Infektionsgeschehens deutlich erschwert. Krankheitsausbrüche, 

potenzielle Infektionsquellen und Infektionsketten werden schlecht und wenn, dann spät erkannt, 

was die Nachverfolgung und Möglichkeiten der Krankheitsprävention einschränkt (23-25). 

Gegenwärtig 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“ 
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(TPI), „beta-giardin“ (BG) und „glutamate dehydrogenase“ (GDH) (23, 26). Die verschiedenen 

Assemblagen weisen verschiedene Wirtsspezifitäten auf: Assemblagen A und B sind 

humanpathogen, infizieren allerdings ebenfalls eine große Spannweite an anderen Säugetieren 

(23). Diesen beiden Assemblagen wird deshalb häufig ein zoonotisches Potential zugeschrieben 

(27-29). Bei den anderen sechs Assemblagen ist eine Humanpathogenität 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 beträchtliche 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. 

Möchte man die Assemblagen genetisch charakterisieren, so stößt man in der Literatur auf eine 

große 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 gebräuchliche Kombination von 

Zielgenen existiert jedoch bislang nicht und auch die gebräuchliche Kombination von TPI, BG 

und GDH besitzt - je nach Assemblagentyp - nur eine geringe Auflösung, 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 lässt. Daneben wäre auch die Analyse einzelner Zysten ein Verfahren, mit 

dem die Trennschärfe erhöht werden könnte, da polyklonale Infektionen mit verschiedenen Sub-

Assemblagen die Multi-Locus-Sequenztypisierung (engl. multi locus sequence typing, MLST) 

Ergebnisse nicht negativ beeinflussen könnten. Das ist aber praktisch kaum umsetzbar, wenn man 

schnell Ausbruchsgeschehen oder Transmissionsketten untersuchen möchte (35, 36). 

Sämtliche 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, gewöhnlich als „Isolat“ bezeichnet, da die Kultivierung für die 

routinemäßige Molekularepidemiologie keine Rolle spielt (29). Da G. duodenalis weltweit für 

zahlreiche Ausbrüche über verschiedene Infektionswege – Trinkwasser, Lebensmittel, direkte 
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Mensch-zu-Mensch Übertragung und auch zoonotische Tier-zu-Mensch Infektionen – 

verantwortlich ist, benötigt man zur sicheren Identifikation von Übertragungsketten zuverlässige 

Genotypisierungsschema (37-39). Wie bereits erwähnt werden dafür 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-Übereinstimmung von nur 77 % und einer Aminosäuren-

Übereinstimmung von 78 % erhebliche Unterschiede aufweisen (10, 40). Ein wichtiger 

Unterschied besteht im Ausmaß der allelischen Sequenzheterozygotie (ASH) die bei 

verschiedenen Subpopulationen von Assemblage A 0,01-0,04 % beträgt, bei Assemblage B jedoch 

bis zu ca. 0,5 % (10, 41-43). Die Ursache für ASH liegt primär in der Tetraploidität (4n) des 

zweikernigen Parasiten begründet: Die vermehrungsfähige Form der Trophozoiten variiert 

zwischen 4n und 8n, jeweils abhängig vom Zeitpunkt im Zellzyklus, wohingegen die mit dem 

Stuhl ausgeschiedene vierkernige Zyste einen Ploidiegrad von 16n aufweist (35). Für G. 

duodenalis wurde lange Zeit angenommen, dass der Parasit sich ausschließlich asexuell 

reproduziert (44, 45). Dabei müssten jedoch in beiden Zellkernen völlig unabhängig voneinander 

verschiedenste Mutationen akkumulieren, weshalb man höhere ASH Raten als die ca. 0,5 %, die 

bei Assemblage B festgestellt wurden, erwarten würde (10). Es wird deshalb davon ausgegangen, 

dass G. duodenalis sich nicht ausschließlich asexuell fortpflanzt und auch andere genetischen 

Rekombinationsstrategien wie z.B. Formen der kryptischen sexuelle Reproduktion zur 

Anwendung kommen (35, 44-46). Die Ursache für die großen Unterschiede im Ausmaß 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 lässt sich die Assemblage A in die Subassemblagen AI, AII 

und AIII unterteilen, für die verschiedene Wirtsspezifitäten und Risikofaktoren postuliert werden 

(24, 34, 40, 47). Subassemblage AI wird als panglobaler, klonaler Erregerstamm beschrieben, der 

sowohl in Menschen als auch in vielen anderen Säugetieren vorkommt (48). Subassemblage AII 

ist genetisch diverser, wird allerdings fast ausschließlich im Menschen nachgewiesen, wohingegen 

Subassemblage AIII 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 

über vier der fünf Chromosomen von G. duodenalis verteilt sind (25). Diese Genorte wurden 
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wegen ihrer hohen Variabilität zwischen den Subassemblagen AI und AII ausgesucht und waren 

wegen ihrer hohen Trennschärfe in der Lage, einen Ausbruch von G. duodenalis Subassemblage 

AII in einem schwedischen Krankenhaus nachzuweisen, der mittels MLST von nur TPI, BG und 

GDH unentdeckt geblieben wäre (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 erhöhte Trennschärfe auch in 

anderen Gegebenheiten reproduzierbar ist. 

Für Assemblage B ist bisher das MLST-Schema am weitesten verbreitet, welches TPI, BG und 

GDH zum Ziel hat. Die Sequenzvariabilität ist hier so groß, dass theoretisch eine verlässliche 

Subklassifikation von Assemblage B möglich sein sollte, jedoch durch das Vorkommen von 

multiplen Infektionen bzw. aufgrund des hohen ASH-Anteils in der praktischen Umsetzung bisher 

keine adäquate Auflösung 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), 

beeinträchtigen die weitere Analyse der Sequenzen in z. B. phylogenetischen Programmen. 

Sequenzen mit ASH werden deshalb häufig aus Analysen ausgeschlossen (35, 50, 51). Da ASH in 

Assemblage B eher die Regel als die Ausnahme darstellt, ist in dieser Studie nach Möglichkeiten 

gesucht worden ASH in die Sequenzauswertung zu integrieren. 

Primärziel dieser Studie war deshalb herauszufinden, inwiefern sich derzeit verfügbare MLST-

Methoden für 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 Sekundärziel 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 Einverständnis der Ethikkommission 

Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der Charité – Universitätsmedizin 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). Für 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 für 

Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie der Universitätsklinik Bonn und das 

Labor der tropenmedizinischen Ambulanz des Universitätsklinikums Düsseldorf.  

Die erste Probensammlung wurde zwischen 2012 und 2019 in der Tropenmedizinischen 

Ambulanz des Universitätsklinikums Düsseldorf durchgeführt. Der Datensatz bestand aus 112 

Stuhlproben von 64 verschiedenen Erkrankten, die sich fast ausschließlich mit Reise-assoziierten 

Infektionen in der Klinik vorgestellt hatten. 24 chronisch infizierte Personen stellten mehr als eine 

Stuhlprobe zur Verfügung. Diese Fälle wurden als „longitudinale Fälle“ bezeichnet. Die Proben 

der longitudinalen Fälle sollten als Testmöglichkeit 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 

durchgeführt. 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 Fälle. Da ein Teil dieser Proben von autochthonen Infektionen stammten, konnte das 

Sekundärziel 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 durchgeführt.  

 

2.4 DNA-Extraktion  

Am RKI wurden die Reststuhlproben bis zur schnellstmöglichen Weiterverarbeitung bei 4 °C 

gelagert. Die maximale Lagerungsdauer von zwei Wochen wurde nicht überschritten. 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. 

Anschließend wurden die Proben bei 900 g bei Raumtemperatur für fünf Minuten zentrifugiert 

(Varifuge 3.OR des Herstellers Heraeus). Dieser Waschschritt wurde so oft wiederholt, bis der 

Überstand klar war. Das Pellet wurde resuspendiert und darunter eine Lage mit 1 M eiskalter 

Saccharose pipettiert. Anschließend wurden die Proben erneut bei 900 g und auf 4 °C gekühlt, 

ohne Bremse, zentrifugiert. Die Waschschritte mit und ohne Saccharose wurden je zwei Mal 

wiederholt und das Pellet anschließend in 1 ml nukleasefreiem Wasser resuspendiert. Die Anzahl 

der Zysten wurde mittels einer Neubauer Zählkammer (C-chip, VWR international) bestimmt. 

Dies war wichtig, da sich herausstellte, dass die DNA-Gewinnung mittels Saccharose-Gradient 

bei einer Zystenanzahl unter 105 ineffizient war. Die Extraktion der DNA erfolgte für Proben mit 

>105 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 < 105 Zysten wurde die DNA direkt aus der Stuhlprobe mittels QIAamp Fast DNA Stool Mini 

KIT (Qiagen, Hilden, Germany) nach Protokoll des Herstellers gewonnen. Die DNA wurde auf 

100 µl mit nukleasefreiem Wasser gelöst 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  

Zunächst wurde eine real-time PCR (qPCR) durchgeführt, um die Anwesenheit der G. duodenalis 

DNA zu bestätigen und PCR-inhibierende Faktoren auszuschließen. Zielgen zur Bestätigung der 

Infektion mit G. duodenalis war ein 62 Basenpaare (BP) großes 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 TaqMan Sonde Giardia-105 verwendet. Im gleichen 
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Ansatz wurde die qPCR zum Inhibitionsausschluss parallel durchgeführt. Dabei wurde als interne 

Amplifikationskontrolle (IAC) 800 nM dd-IAC-f, 800 nM dd-IAC-r, 100 nM IAC Sonde dd-IAC-

Cy5 und 2,5 µl DNA der IAC-Matrize als Kontrolle, wie von Deer et al. (55) beschrieben, 

verwendet. Das Volumen der beiden PCRs betrug 25 µl, zusätzlich wurden 12,5 µl Maxima Probe 

qPCR Master Mix 2X (Thermo Scientific), 1-2 µl DNA der zu untersuchenden Stuhlprobe and 2 

µl nukleasefreies Wasser zugesetzt. Die Amplifikation erfolgte zunächst durch Inkubation für 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 

qPCRs wurden entweder im AriaMx Real-time PCR System (Agilent) oder im CFX96 Touch 

Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) durchgeführt 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 für die Detektion eines klaren Signals mit dem Farbstoff Cy5 ≥ 2 Zyklen 

über dem Signal der verunreinigungsfreien Positivkontrollen lag (55). Im nächsten Schritt wurden 

alle Proben auf zugrundeliegende Infektionen mit Assemblagen A und B überprüft. Dafür wurden 

ein 168 BP großes Fragment des TIF Gens für die Detektion von Assemblage A und ein 99 BP 

großes Stück des CATH Gens für den Nachweis von Assemblage B verwendet (56). Wie im 

Protokoll von Van Lith et al. (56) beschrieben, wurden 133,3 nM TIF Assemblage A 

Vorwärtsprimer und 133,3 nM TIF Assemblage A Rückwärtsprimer oder 133,3 nM CATH 

Assemblage B Vorwärtsprimer and 133,3 nM CATH Assemblage B Rückwärtsprimer eingesetzt. 

Die beiden Reaktionen wurden in Duplikaten in verschiedenen Probengefäßen mit jeweils einem 

Volumen von 25 µl durchgeführt, denen zusätzlich zu den Assemblage-spezifischen Primern 12,5 

µl Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), 1-2 µl DNA der 

untersuchten Probe und 8,5 µl nukleasefreies Wasser hinzugesetzt wurden. Die Amplifikation 

bestand aus einer Inkubation für 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 qPCR wurde mit einem CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 

System durchgeführt und die Daten mit der dazugehörigen Software (CFX Maestro 1.1, Bio-Rad) 

ausgewertet. Proben wurden als positiv betrachtet, wenn die Schmelzpunkte für Assemblage A 

zwischen 80,5 und 82,0 °C und für Assemblage B zwischen 75,5 und 78,0 °C lagen. 

 

2.6 MLST der G. duodenalis Isolate 

Die Vervielfältigung 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 durchgeführt: 

TPI (3), BG (31) und GDH (30). Die separaten PCR-Ansätze mit einem Volumen von jeweils 50 

µl 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 µl 10X 

Puffer (DreamTaq, Thermo Scientific), 200 µM der verschiedenen dNTP (Carl Roth), bei TPI 

noch zusätzlich 1 mM MgCl2 (Bioline) und je nach verwendeten Primern 38,5 µl, 39,5 µl oder 

37,5 µl nukleasefreies Wasser. Die PCRs wurden wie zuvor beschrieben (3, 30, 31) in T-Gradient 

Thermocycler-Geräten (Biometra) durchgeführt. In jedem PCR-Durchlauf wurde G. duodenalis 

DNA (aus der RKI-eigenen Biobank) als Positivkontrolle und nukleasefreies Wasser als 

Negativkontrolle mitgeführt. Anschließend wurden 8 µl des PCR-Produkts mittels 

Gelelektrophorese in einem 1,35 % Agarose Gel (Biozym Scientific) analysiert. Diese Produkte 

wurden mit Midori Green Advance (NPPON Genetics Europe) gefärbt und unter einem 

Transilluminator (Serva) mit Blaulicht sichtbar gemacht. Um die Größe des Produkts abschätzen 

zu können, wurde eine DNA-Leiter mit jeweils 100 BP großen DNA-Fragmenten (Fermentas) 

verwendet. Proben, die die passende Größe in der Gelelektrophorese aufwiesen, wurden nach 

Protokoll des Herstellers mit Exo Sap-IT PCR Product Cleanup (Thermo Scientific) aufgereinigt. 

Anschließend wurde nochmals eine Sequenzierungsreaktion mit den zweiten Primern der 

jeweiligen Genorte und dem BigDye Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems) 

durchgeführt (3, 30, 31). Die Amplifikation erfolgte durch Inkubation für 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. Für die Auswertung 

wurden die Primer vom DNA-Strang entfernt, sodass für TPI, BG und GDH nur noch jeweils 490 

BP, 475 BP und 393 BP übrigblieben. Die Sequenzen der Proben wurden dann in der Reihenfolge 

TPI-BG-GDH verknüpft, sodass ein insgesamt 1358 BP großes DNA-Fragment für die weitere 

Analyse entstand. 

 

2.7 MLST-Schema für Assemblage A 

Stuhlproben, die als Assemblage A oder gemischte A + B Infektionen charakterisiert worden 

waren, wurden zusätzlich, 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 µl) enthielt 400 nM von jedem der vier Primer, 2,5 U DNA-

Polymerase (DreamTaq, Thermo Scientific), 10X Puffer (DreamTaq, Thermo Scientific), 200 µM 
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dNTP (Carl Roth) und 37,5 µl nukleasefreies Wasser (25). Die Amplifikation wurde wie zuvor 

beschrieben durchgeführt (25). Positiv- und Negativkontrollen wurden mitgeführt. In der 

Gelelektrophorese positive Proben, die in ihrer Größe 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 zusammengefügt. 

 

2.8 Analyse der DNA-Sequenzen 

Für die Bestimmung der Konsensussequenzen wurden die Ergebnisse beider Sequenzierreaktionen 

jedes PCR-Produktes manuell analysiert. Im Gegensatz zu vorherigen Studien wurde dabei die 

ASH gezielt berücksichtig, d. h., die Chromatogramme der beiden Sequenzierungen wurden 

zunächst positionsgerecht übereinandergelegt und visuell durchgesehen, um „unklare“ Positionen 

mit doppelten Signalen für verschiedene Basenpaare, falls erforderlich, zu annotieren. Dieses 

Verfahren war jedoch nicht nur zeitaufwendig, sondern auch fehleranfällig. 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 Primärkriterium war, dass der kleinere Gipfel im Chromatogramm 

mindestens 25 % der Gipfelhöhe des größeren Peaks erreichen musste, um als uneindeutige 

Position zu gelten. Das zweite Kriterium war, dass das zweigipflige – oder seltener mehrgipflige 

- Chromatogramm sowohl im Vorwärts-, als auch im Rückwärtsstrang vorhanden war. Erst wenn 

diese beiden Kriterien erfüllt waren, wurde die Position im Patientenstrang als heterozygot 

entsprechend der Klassifikation der IUPAC gekennzeichnet (57). Anschließend wurden die 

Patientenstränge der einzelnen Genfragmente mithilfe des „multiple alignment“ Programms von 

Geneious 11.1.5 mit den passenden Referenzsträngen verknüpft. Dazu wurden für die Loci TPI, 

BG und GDH die Referenzen von Fahmy et al. (58) verwendet, während für das erweiterte Schema 

der Assemblage A die von Ankarklev et al. (25) publizierten Sequenzen genutzt werden konnten. 

Die einzelnen Referenzstränge für TPI, BG und GDH wurden in der GenBank (59) anhand der 

Zugangsnummern (engl. accession numbers) identifiziert: Verwendet wurden Referenzsequenzen 

für Subassemblage AI (Zugangsnummern L02120, X85958, M84604), AII (Zugangsnummern 

U57897, AY072723, AY178737), AIII (Zugangsnummern EU781002, EU769206, EU769223), 

BIII (Zugangsnummern AY228628, AY072726, AF069059) und BIV (Zugangsnummern L02116, 
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AY072725, AY178738). Die Referenzsequenzen für das erweiterte Typisierungsschema nach 

Ankarklev et al. (25) enthielten alle von diesen beschriebenen Genotypen: Für HCMP22547 

Referenzstränge mit den Zugangsnummern MG520233 bis MG520242, für CID1 die 

Zugangsnummern MG520215-MG520224, für RHP26 die Zugangsnummern MG520254-

MG520262, für HCMP6372 die Zugangsnummern MG520225-MG520232, für DIS3 die 

Zugangsnummern MG520263-MG520270 und für NEK15411 die Zugangsnummern MG520243-

MG520253. Anschließend wurden die verschiedenen Patientenstränge der einzelnen 

Genfragmente mit korrekter ASH-Annotation zusammengefügt. In den wenigen Fällen, in denen 

Personen mehrere Stuhlproben an einem einzigen Tag abgegeben hatte, wurde die Sequenz mit 

der höchsten Qualität der Sequenzierung für 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 zusammengefügt, eine Datei dieser 

Zusammenstellung exportiert und mithilfe des Programms Prism (GraphPad software, LLC) als 

Distanzmatrix der unterschiedlichen SNP visualisiert. 

 

2.9 Testansatz zur Identifizierung epidemiologisch verbundener G. duodenalis 

Isolate  

Wie in der Publikation dieser Arbeit (52) beschrieben, wurde eine Ausreißeranalyse verwendet, 

um Isolate als zusammenhängend 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 ließ 

sich allerdings nur für Assemblage B verwenden, da die genetischen Unterschiede auf den häufig 

verwendeten Genloci TPI, BG und GDH bei Assemblage A zu gering sind, um Ausreißer 

identifizieren zu können. Bei dem neuen Typisierungsschema von Assemblage A waren die 

Unterschiede zwischen den einzelnen Isolaten dagegen so groß, dass eine Ausreißeranalyse zur 

Identifikation verwandter Isolate nicht erforderlich war. Ein Beispiel für die beschriebene 

Ausreißeranalyse ist in der zusätzlichen Abbildung 2 der Publikation dargestellt (52). Sogenannte 

„longitudinale Fälle“ wurden untersucht, um mittels Ausreißeranalyse die Hypothese zu 

überprüfen, ob sich epidemiologisch verbundene Isolate - unter Berücksichtigung der ASH - in 

weniger SNPs unterscheiden als Proben ohne epidemiologischen Zusammenhang. Longitudinale 

Fälle 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 über die Zeit überwiegend 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 für 

epidemiologisch verbundene Isolate benutzt.  

 

2.10 Analyse mit phylogenetischen Werkzeugen 

Die verketteten Sequenzdaten der jeweiligen MLST-Schemata wurde mit verschiedenen 

phylogenetischen Analysewerkzeugen gängiger 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 durchgeführt. 

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 ergänzende Abbildung 3 wurde mithilfe der „Open Source“ 

Software QGIS und freien Vektordaten der Website naturalearthdata.com. erstellt. Für die 

Schätzung der Anzahl der multiklonalen Infektionen kam ein geometrisches Folge-Modell mit der 

Gleichung ∑ (𝑃(𝑚𝑜𝑛𝑜𝐴𝑠𝑠))𝑘+1∞
𝑘=0  zum Einsatz (52).  P(monoAss) stellt dabei die 

Wahrscheinlichkeit für eine Monoinfektion dar, die durch die Anzahl der in dieser Studie 

beobachteten gemischten Infektionen für Assemblage B (B plus gemischte A + B Infektionen) und 

Assemblage A (A plus gemischte A + B Infektionen) geschätzt wurde (52). 

 

2.12 Zugangsnummern der DNA-Sequenzen 

Sämtliche in dieser Studie erzeugten DNA-Sequenzen wurden in die öffentliche 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: 

Primärziel war die Evaluation aktuell zur Verfügung stehender MLST-Verfahren in Bezug auf 

deren Nutzen zur Identifizierung von epidemiologisch potenziell zusammenhängenden humanen 

G. duodenalis Infektionen. Das derzeit am häufigsten verwendete MLST-Schema mit den Genloci 

TPI, BG und GDH eignete sich sowohl bei Assemblage A als auch B nur sehr eingeschränkt für 

epidemiologische Anwendungen (vergleiche Abbildungen (52)). 

Das hatte bei Assemblage A und B verschiedene Gründe. Assemblage A kann mit diesem MLST 

Schema lediglich in eine geringe Anzahl von Sequenz-Untergruppen eingeteilt werden. Das gilt 

insbesondere für die beim Menschen am häufigsten vorkommende Assemblage AII, sodass die 

Variabilität zur sicheren Nachverfolgung von z. B. Infektionsketten nicht genügt. Im Gegensatz 

zu Assemblage B zeigt Assemblage A lediglich geringe ASH in den beschriebenen 

Sequenzabschnitten. Assemblage B Isolate hingegen zeichnen sich durch eine relativ höhere 

genetische Diversität in den Sequenzen aus, zeigen jedoch auch einen höheren Anteil von ASH-

Positionen. ASH stellt für die Unterscheidung einer multiklonalen Infektion von einem 

heterozygoten Isolat eine große Herausforderung dar. Da Giardia Isolate nicht effizient kultiviert 

werden können, ist man im Wesentlichen auf die Analyse von Gesamt-DNA aus Stuhlproben 

angewiesen, in denen Infektionen mit multiplen G. duodenalis Genotypen vorhanden sein können 

(siehe unten) oder wie dargestellt heterozygote Parasiten eines Genotyps. Für Assemblage A 

Proben konnte die geringe Sequenzvariation in den Gensequenzen des gewöhnlichen MLST 

(GDH, TPI und BG) bestätigt werden: Longitudinalen Fälle waren nicht sicher zu identifizieren. 

Das vor kurzem publizierte Typisierungsschema von Ankarklev et al. (25) - basierend auf sechs 

unterschiedlichen Genloci - zeigte eine deutlich bessere Auflösung und identifizierte fünf von 

sechs longitudinalen Fällen. Es wurden sowohl Genotypen gefunden, die in Ankarklev et al. (25) 

2018 publiziert wurden, als auch 15 neue Genotypen, die zur weiteren Aufklärung 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 können, hemmten jedoch eine 
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Identifikation von epidemiologisch verbundenen Isolaten. 

Um die Wahrscheinlichkeit von zugrundeliegenden Mehrfachinfektionen gleicher Assemblagen 

zu schätzen, 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 % geschätzt und multiklonale 

Infektionen mit Assemblage A auf ca. 25 %. Um ein standardisiertes Bewertungssystem zur 

Beurteilung von als zusammenhängend zu definierenden Isolaten einzuführen, wurde eine 

reziproke Ausreißeranalyse für jedes Isolat im Vergleich mit jedem anderen Isolat der 

Untersuchungsgruppe durchgeführt. Hierzu wurde der Mittelwert der SNP-Unterschiede zwischen 

jedem Isolat im Datensatz minus zwei Standardabweichungen berechnet und als Grenzwert für 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 Ausreißertests für jedes Isolat das jeweils andere Isolat identifizierten. Dadurch 

konnten im ersten Datensatz sechs von neun und im zweiten Datensatz vier von fünf longitudinalen 

Infektionen identifizieren werden. Zusätzlich clusterten stets einige Isolate um die 

Referenzsequenzen von BIII und BIV. Im zweiten Datensatz wurde ein Cluster aus fünf im MLST 

identischen Isolaten detektiert: Ob dieser Cluster eine häufigere Subgruppe oder eine lokale 

Transmission einer wahrscheinlich aus Ost-Afrika importierten Infektion darstellte, ließ sich nicht 

abschließend klären. Mögliche Gründe hierfür werden in der Diskussion angeführt. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich aktuelle Typisierungsverfahren in Kombination mit 

der vorgestellten reziproken Ausreißeranalyse wahrscheinlich für 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 ausschließen lässt. Sekundärziel 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-Fälle 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“ tatsächlich um Infektionen durch bislang 

unbekannte Infektionsquellen in Deutschland handelt oder diese unentdeckte sekundäre 

Transmission widerspiegeln, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht abschließend beantwortet 

werden. In beiden Datensätzen 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 ließ sich zeigen, dass aktuelle MLST-Schemata in der Lage sind, 

epidemiologisch verbundene G. duodenalis Isolate - am Beispiel der longitudinalen Fälle - mit 

vertretbarer Sensitivität und Spezifität zu identifizieren (52). Dafür sind jedoch je nach 

Assemblage unterschiedliche Typisierungsschemata nötig. Des Weiteren konnte der Wert des 

neuen erweiterten MLST-Schemas für Assemblage A bestätigt und 15 neue Genotypen zu den von 

Ankarklev et. al (25) beschriebenen hinzugefügt werden (52). Anhand der identifizierten Fälle von 

gemischten Assemblage A + B Infektionen konnte außerdem die Anzahl der multiklonalen 

Infektionen einer Assemblage abgeschätzt und die Auswirkungen auf die Erkennung 

epidemiologisch verbundener Isolate demonstriert werden (52).  

Je nach Assemblage sollten verschiedene Strategien für 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 für Assemblage 

A angewendet hat. Auch wenn die Genotypisierung von sechs, anstelle der gewöhnlich genutzten 

drei Genorten einen erhöhten Arbeitsaufwand darstellt, hat sich dieser Mehraufwand in dieser 

Studie gelohnt. Epidemiologisch verbundene Isolate ließen 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 häufig vor 

als in Assemblage B, und könnte, wenn sie doch vorkommt ein Indikator für eine gemischte 

Assemblage A + A Ko-Infektion sein. Die höchste Anzahl an ASH bei dem neuen MLST-Schema 

wurde in einer Probe gefunden, die zunächst auf den häufig verwendeten Genen TPI, BG und GDH 

als Assemblage B und in der qPCR als A + B Mischinfektion klassifiziert wurde. Andere Proben 

mit ähnlichen Typisierungsergebnisse in qPCR und häufig 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 könnte also an einer Infektion mit verschiedenen Assemblage A Isolaten 

liegen. Die Tatsache, dass die Proben der Fälle 469-01 und 468-01 völlig identisch waren, ließ 

Aufgrund der sehr guten Trennschärfe des neunen MLST eine unbekannte epidemiologische 

Verbindung vermuten, auch wenn beide Proben aus unterschiedlichen Städten eingesandt worden 

waren. Erwähnenswert ist, dass die Verkettung der Genfragmente CID1, RHP26 und HCMP6372 

ähnliche Ergebnisse erbrachte wie das volle sechs Loci umfassende MLST-Schema und alle 

longitudinalen Fälle erfolgreich identifiziert wurden. Weitere Studien sind wünschenswert, um zu 



21  

untersuchen, ob die drei genannten Gene als ressourcenschonende Variante des neunen MLST-

Schemas genutzt werden könnten. 

Um eine Probe einer potenziellen Mischinfektionen mit Assemblage A + B zuzuordnen, wurden 

sowohl die Assemblage-spezifische qPCR als auch die Ergebnisse der PCR und Sequenzierung 

der Markergene TPI, GDH und BG herangezogen. Die Ergebnisse zeigten, dass mittels qPCR in 

13 von 137 Proben Assemblage A + B Mischinfektionen entdeckt wurden, die nicht durch MLST 

identifiziert werden konnten, wohingegen es umgekehrt in 8 Fällen nicht möglich war, die 

apparente A + B Mischinfektion, die in der MLST Analyse angezeigt wurde, durch die qPCR zu 

bestätigen. Ursächlich dafür sind wahrscheinlich Unterschiede in den methodischen Ansätzen: Die 

konventionelle PCR amplifiziert nur den am häufigsten vorkommenden Genotyp, wohingegen die 

Detektion der Mischinfektionen in der qPCR über die Analyse von Schmelzkurven funktioniert. 

In der qPCR kann so besser die Assemblage nachgewiesen werden, die in geringerer Quantität 

vorhanden ist (56).  Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, verschiedene Methoden zu nutzen, 

um die Anzahl an gemischten Infektionen nicht zu unterschätzen. 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. Tatsächlich zeigt diese Arbeit, dass die niedrige Trennschärfe des 

verbreiteten MLST-Schemas, welches TPI, BG und GDH nutzt, die Identifikation von genetischen 

Unterschieden innerhalb der Assemblagen enorm beeinträchtigt (35, 50, 68). Ohne eindeutige 

Detektion von Subassemblagen und ohne Berücksichtigung der in dieser Arbeit dargestellten 

Auswirkungen multiklonaler Infektionen auf die Typisierungsergebnisse erscheint deshalb auch 

die häufig geführte Diskussion, welche Symptome bei Infektionen mit Assemblage A bzw. B 

häufiger auftreten, schwierig (16, 23, 65). 

Es wurde zuvor vorgeschlagen einzelne Genloci wie GDH von der Auswertung auszuschließen, 

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 würden (68). In dieser Studie verbesserte dieses Vorgehen allerdings in keinem Fall 

die Identifikation der longitudinalen Fälle. Es verursachte dagegen eine große Anzahl falsch 

positiver, epidemiologischer Verbindungen, da sich die Isolate am von der Interpretation 

ausgeschlossenen Genort deutlich unterschieden. Da trotz aller Mängel 

Genotypisierungsverfahren immer häufiger und bei immer mehr Spezies ihre Anwendung finden 

(23-25, 35, 65), ist die Erforschung besser diskriminierender genetischer Marker sowie die 

Entwicklung neuer Hilfsmittel für die Interpretation der Genotypisierungsergebnisse 
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wünschenswert. In dieser Studie wurde deshalb eine reziproke Ausreißeranalyse durchgeführt und 

gezeigt, dass dadurch in den vorliegenden Datasätze sechs von neun bzw. vier von fünf 

longitudinalen Fällen korrekt zugeordnet werden konnten (52). Proben ohne bekannte 

epidemiologische Verbindung, die mittels Ausreißeranalyse ebenfalls als genetisch verbunden 

eingestuft wurden, wurden als falsch positiv bewertet. Die errechnete Sensitivität lag somit bei ca. 

67-80 %, die Spezifität betrug etwa 80 %. Die Sensitivität wurde durch die Anzahl der 

multiklonalen Infektionen reduziert, die in dieser Arbeit für 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, ließ sich in diesen Fällen auch trotz reziproker Ausreißeranalyse keine 

epidemiologische Verbindung nachweisen. In einigen Fällen 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 Ausreißeranalyse trotzdem 

epidemiologische Verbindungen vermuten ließen.  

Neben den longitudinalen Fällen wurde ein aus fünf Personen bestehender Cluster identifiziert, in 

dem alle Isolate, auf allen drei Genen völlig identisch waren und keinerlei ASH aufwiesen. Anhand 

der Fallangaben ließ 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 Gesundheitsämtern als autochthone Infektionen eingestuft. 

Alle Personen konnten dem Berliner Raum zugeordnet werden. Die Sequenzanalyse ergab des 

Weiteren, dass die Sequenz des Clusters Ähnlichkeiten 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 Ländern infiziert hatten, könnte die große 

Ähnlichkeit für eine u. U. global existierende Subgruppe BIV-ähnlicher G. duodenalis-Isolate 

sprechen. Dies wird auch dadurch gestützt, dass sich im ersten Datensatz einige Isolate in der 

relativen Nähe von BIII- und BIV-Referenzsträngen befanden. Obwohl eine strenge Einteilung 

der Assemblage B in die Subassemblagen BIII und BIV umstritten ist (65, 68, 73), scheint es sich 

doch um Stämme zu handeln, die weltweit stärker verbreitet sind als andere und deshalb auch mit 

mehr Isolaten verbunden scheinen. Die fünf Personen mit im MLST identischen Isolaten könnten 

deshalb eine nicht entdeckte Transmissionskette darstellen oder mit einem global oder lokal 

gehäuft auftretenden Genotyp infiziert worden sein. Die einhundertprozentige Übereinstimmung 

aller fünf Proben legt jedoch einen lokalen und unentdeckt gebliebenen Ausbruch nahe. 

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigen, dass eine Würdigung der lokalen 
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Populationsstruktur eminent ist, um Genotypisierungsergebnisse richtig einzuordnen. Lokal 

gehäuft auftretende Subgruppen könnten zum Beispiel die Grenzwerte bei der Berechnung der 

reziproken Ausreißeranalyse massiv beeinflussen, während man falsch positive Verbindungen 

erhalten würde, wenn man die zu untersuchenden Isolate ohne lokale Bezüge mit zufälligen 

Sequenzen aus der Genbank vergleicht. Die Subgruppenanalyse ließe sich eventuell mit einem 

neuen, 2021 publizierten, MLST-Schema für Assemblage B weiter verbessern (74). Folgende 

Studien müssen herausarbeiten, ob sich die gezeigten Effekte reproduzieren lassen und ob die 

vorgeschlagenen Genfragmente sich auch in der molekularen Routineüberwachung effektiv 

anwenden lassen. Neben der vorgeschlagenen Ausreißeranalyse mit reziprokem Grenzwert wurde 

auch versucht, die Lösungsstrategien anderer Forschungsbereiche aufzugreifen. Beispielhaft 

hierfür 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 häufigen SNP-

Positionen und Konzentration auf die Auswertung der selteneren SNP die Detektionsrate der 

longitudinalen Fälle zu verbessern. Diese Strategien waren zuvor bei Studien zu Mykobakterien 

erfolgreich (75-77). In dieser Studie jedoch, erbrachte keiner dieser beiden Ansätze 

vielversprechende Ergebnisse. Im Vergleich zu anderen Studien konnte in dieser Arbeit bei einem 

vergleichsweise großen Anteil der Proben die Assemblage bestimmt werden (78-80). Die 

Unfähigkeit, bei allen vorher positiv getesteten Stuhlproben die Assemblage zu ermitteln, liegt 

wahrscheinlich darin begründet, dass für die Amplifikation der zumeist als eine Kopie 

vorkommenden Genfragmente eine hohe Sensitivität benötigt wird, die in Proben mit geringem 

DNA-Gehalt trotz mehrfacher Nested-PCR nicht erreicht werden kann (66, 81). Wie auch von 

anderen Forschungsgruppen beschrieben, beeinträchtigen 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 häufigsten vorkommenden Isolat mit 

der größten DNA-Menge zu amplifizieren (1, 65, 67, 83). Befinden sich in einer Stuhlprobe 

verschiedene Assemblagen oder Subassemblagen, wäre 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) unterstützt. Bei diesen „wechselnden Assemblagen“ werden durch 

Genotypisierung von Stuhlproben von aufeinanderfolgen Tagen verschiedene, meist „eindeutige“ 

Assemblagen generiert. Dieses Phänomen konnte in dieser Studie bei zwölf Personen (4,9 %) 

beobachtet werden, was etwa der Hälfte der von Sprong et al. beschrieben Fälle entspricht (29). 



24 

Meist wurden die Parasiten initial als Assemblage B klassifiziert worden. Häufig wurde in einer 

weiteren Stuhlprobe eine gemischte Infektion mit Assemblage A + B oder eine Assemblage A 

„Monoinfektion“ festgestellt. Auch wenn zwölf Personen eine kleine Fallzahl darstellt, ist dieses 

Phänomen von axenischen Kulturen bekannt, die initial als Assemblage B genotypisiert wurden, 

während später die Assemblage B nicht mehr nachweisbar, sondern durch Assemblage A ersetzt 

worden war (84). Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass die initial in größerer 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 verdrängte wurde (21, 70). Voraussetzung dafür wäre eine simultane Ko-Infektion. Alternativ 

könnten sich die Personen auch erst im Verlauf mit einer zweiten Assemblage infiziert haben (29). 

Die erste Hypothese wird von der Tatsache gestützt, dass in diesen Datensätzen in elf von zwölf 

Fällen der „Wechsel der Assemblage“ zwischen der ersten und der zweiten Probe geschah. 

Alternativ müsste das bedeuten, dass sich die Personen sehr zeitnah nach der ersten Infektion mit 

einer anderen Assemblage infizieren hätten, was bei der in Deutschland eher niedrigen Inzidenz 

der Giardiasis allerdings eher unwahrscheinlich erscheint (86). In der Mehrzahl der Fälle wurde 

zunächst die langsamer reproduzierende Assemblage B vor der schneller wachsenden Assemblage 

A detektiert. Dies könnte an einer höheren initialen infektiösen Dosis durch die häufigere 

Assemblage B liegen. Möglich wäre aber auch eine unterschiedliche Empfindlichkeit der 

Assemblagen gegenüber der verbreitet eingesetzten Therapie mit Metronidazol (87-89). Nutzt man 

die weltweit häufig angewendete Sanger-Sequenzierung zur Genotypisierung von G. duodenalis, 

sollte man sich auch der methodischen Limitationen bewusst sein. Für 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-Stränge auftreten (90, 91). Ob diese Ergebnisse auf tetraploide Organismen wie G. 

duodenalis übertragbar sind, ist unklar. Gerade deshalb ist die Untersuchung der identifizierten 

SNP-Positionen von großer Wichtigkeit. Leider besteht in großen Datenbanken eine beträchtliche 

Verzerrung hin zu Sequenzen, die weniger oder keine ASH enthalten: Tatsächlich 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 dafür verantwortlich gemacht, dass die 

Trennschärfe der MSLT bei Assemblage B nicht zur Identifikation von Subgruppen ausreicht: i) 

aufgrund der zwei Zellkerne und möglicher 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 zeitaufwändig ist, aber zu 

reproduzierbaren ASH-Ergebnissen führt (52). ASH trägt also sicherlich dazu bei, dass sich 

epidemiologisch verbundene Isolate und Subgruppen schlechter identifizieren lassen, ist aber nicht 

allein dafür verantwortlich. Fehler in der PCR, in der Sequenzierung und auch Artefakte, wie die 

für andere Spezies beschriebene, durch die PCR erzeugte Mutagenese (95, 96), können sicherlich 

in Einzelfällen auftreten. Diese Einzelfälle 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 beschäftigt und dabei für das Genfragment GDH bis zu drei und 

für den Locus BG bis zu sieben verschiedene Sequenzen aus einer Stuhlprobe (häufig als „ein 

Isolat“ bezeichnet) identifiziert (82, 94). Diese (82, 94) und auch die vorliegende Arbeit (52) 

zeigen somit polyklonale Infektionen als plausibelste Erklärung für die erschwerte 

Subklassifikation von Assemblage B in die Subassemblagen BIII und BIV (65, 68, 73) und damit 

auch die erschwerte Identifikation von epidemiologisch verbundenen Isolaten. Während sich 

vorangehende Studien in Deutschland hauptsächlich 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 für Deutschland 

gemeldeten Daten entspricht (100). Global berichten die meisten Studien, davon, dass Assemblage 

B überwiegt (23, 24, 34, 65, 97). Aufgrund der Tatsache, dass Assemblage B mit etwas über 65 % 

ebenfalls deutlich häufiger als Assemblage A mit knapp 15 % und gemischte A + B Infektionen 

mit ca. 20 % vorkam, konnte dieser Trend für Deutschland bestätigt werden. In 

Krankheitsausbrüchen ist allerdings eine andere Assemblage-Verteilung möglich (65). Auch wenn 

in Einzelfällen (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 AI mit einer möglichen zoonotischen Transmission und 

Infektionen mit Subassemblage AII und Assemblage B eher mit anthroponotischer Transmission 

verbunden seien (16, 29, 65).  Das würde 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 bezüglich Altersverteilung, 

Geschlechterverteilung oder Assemblage zwischen den Gruppen der autochthonen und Reise-

assoziierten Infektionen gab, zeigte sich doch ein Trend hin zu einem prozentual größeren Anteil 

an Assemblage A Infektionen in den vermutlich autochthonen erworbenen Infektionen. Für 
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Unterschiede zwischen den beiden Gruppen spricht auch eine Forschungsarbeit, die die 

Risikofaktoren für 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. Außerdem sind mehr Männer als Frauen betroffen (86). 

Die Frage, ob es sich bei „autochthonen Infektionen“ tatsächlich um Infektionen durch eine bislang 

unbekannte Infektionsquelle in Deutschland handelt oder diese eher eine von den 

Gesundheitsämtern unentdeckte, sekundäre Transmission von im Ausland erworbenen Isolaten 

widerspiegeln, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht abschließend beantwortet werden. Hierzu 

wäre eine prospektive epidemiologische Studie mit entsprechender Datenerhebung, inklusive 

Genotypisierung der Parasiten nötig. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Dissertation die Stärken und Schwächen der 

aktuell verfügbaren Genotypisierungsverfahren für 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. 

Zukünftige 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 führen 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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