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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG
1.1. Epidemiologie der Reisediarrho
1.1.1. Definition

Das am hiufigsten auftretende Symptom, unter dem Reisende wihrend oder nach einer
Fernreise leiden, ist die Diarrho. Die klassische Reisediarrho ist definiert als eine Passage von
drei oder mehr ungeformten Stuhlgéingen innerhalb von 24 Stunden, begleitet von mindestens
einem typischen Symptom einer intestinalen Infektion, wie Ubelkeit, Erbrechen,
Appetitlosigkeit, abdominelle Schmerzen/Krampfe, Fieber oder Blut im Stuhl. Eine moderate
Reisediarrho wird beschrieben als eine Passage von einem oder zwei ungeformten
Stuhlgiingen innerhalb von 24 Stunden begleitet von einem typischen Symptom einer
intestinalen Infektion oder eine Passage von mehr ungeformten Stuhlgéngen ohne typische
Symptome. Von einer milden Form der Reisediarrhé wird gesprochen, wenn der Patient iiber
eine Passage von einem oder zwei ungeformten Stuhlgingen innerhalb von 24 Stunden ohne
ein begleitendes, typisches Symptom einer intestinalen Infektion berichtet. Der Begriff der

Reisediarrho im Allgemeinen umschreibt jeweils alle drei Formen des Krankheitsbildes [1, 2].

Die Reisediarrho kann grundsitzlich sowohl in einer akuten als auch in einer chronischen
Form verlaufen. Die akute Reisediarrhd ist definiert durch eine maximale Dauer von 14

Tagen. Liegt sie dariiber, spricht man hingegen von einer chronischen Reisediarrho.

1.1.2. Inzidenz

Jedes Jahr erkranken weltweit geschitzt 1,7 Milliarden Menschen an einer Diarrhd. Gemal
der World Health Organization sterben insgesamt weltweit iiber 2 Millionen Menschen pro

Jahr daran. Eine Durchfallerkrankung ist der zweithdufigste Grund fiir das Versterben von
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Kindern unter 5 Jahren und ist damit fiir eine Mortalitit von weltweit 760.000 Kindern pro
Jahr verantwortlich. Die infektiose Diarrhé ist dabei im Allgemeinen die héufigste
Krankheitsursache, besonders in den weniger entwickelten Regionen der Tropen und
Subtropen, und ist damit hauptsidchlich der Grund fiir die beschriebene Morbiditdt und
Mortalitét [3].

Seit 1950 hat die Anzahl internationaler Reisen um das iiber 40-fache zugenommen,
insbesondere jene in tropische und subtropische Linder. Aus diesem Grund nimmt auch die
Haufigkeit importierter Krankheiten, v.a. Infektionskrankheiten, in fast allen Teilen der Welt

zu [4, 5].
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Abbildung 1:

Entwicklung der Anzahl internationaler Reisen von 1950 bis 2020.
[http://www.intracen.org/uploadedImages/intracenorg/Content/Exporters/Sectoral_Informatio
n/Service_Exports/Tourism/International %20Tourist%20Arrivals%20by%20Region%20(mill

ion).jpg]

Das hiufigste Krankheitsbild unter Reisenden, vor allem jenen, die in tropische und

subtropische Regionen reisen, ist die Diarrhd. Es stellen sich mehr als 30% der Patienten nach
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Beendigung einer Reise wegen einer Diarrhd in reisemedizinischen Ambulanzen vor [5].
Abhingig von der Art der Reise, der Reisedauer und der Reisedestination tritt eine
Reisediarrthd mit einer Inzidenzrate zwischen 10% und 60% bei international Reisenden

wihrend oder nach einer Reise auf [2, 6-10].

Hinsichtlich der Reisedestination werden die hochsten diesbeziiglichen Inzidenzen fiir die
Hochrisiko-Regionen Lateinamerika, Afrika und Siidasien beschrieben. Die niedrigsten
Inzidenzen werden hingegen fiir die Reisedestinationen USA, Kanada, Westeuropa, Japan,
Australien und Neuseeland beobachtet. Fiir die Regionen China, Russland, den mittleren

Osten und Siidostasien werden dazwischen liegende Inzidenzen festgestellt [7].

Des Weiteren sind signifikant erhohte Inzidenzen durch andere potentielle Risikofaktoren,
wie z.B. junges Alter, lange Reisedauer, Abenteuerreise, Immunsuppression oder genetische

Prédisposition moglich [11].

In den meisten Fillen ist eine Reisediarrhd innerhalb von weniger als einer Woche
selbstlimitierend [8, 10]. Unter Reisenden aus Hochrisiko-Regionen betrigt die Proportion
mit einer chronischen Verlaufsform 3%, wobei unter diesen in etwa in der Hélfte der Fille die

Durchfallsymptomatik ldnger als 30 Tage anhilt [12, 13].

1.2. Pathomechanismus der Reisediarrho

1.2.1. Atiologie

Das Spektrum potentieller Erreger fiir eine Reisediarrho beinhaltet bakterielle, virale und
parasitire Enteropathogene. Wihrend die Atiologie der akuten Reisediarrho mittels vieler
Studien bereits ausgiebig untersucht wurde, ist noch ein deutlicher Bedarf an Untersuchungen

zur Evaluierung der Pathogenese der chronischen Reisediarrh6 notwendig [12, 13].
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Derzeit scheint es, dass bis zu 80% der Fille einer akuten Reisediarrho mit einer bakteriellen
Genese erklédrt werden konnen [7, 11]. Darunter werden pathogene Escherichia coli Stimme,
insbesondere enterotoxigene Escherichia coli (ETEC) und enteroaggregative Escherichia coli
(EAEC) als die weltweit am hiufigsten nachgewiesenen Pathogene beschrieben und gelten
somit als die wichtigsten Ausloser einer akuten Reisediarrho [7, 14, 15]. Weitere bakterielle
Enteropathogene, die in Abhédngigkeit von unterschiedlichen Regionen in nennenswerten
prozentualen Anteilen als Ursache der akuten Reisediarrhd vorkommen, sind Campylobacter

Jjejuni, Shigella spp. und Salmonella spp. [7].

Das Norovirus wird als die weltweit hdufigste nicht-bakterielle Ursache einer akuten
Reisediarrho betrachtet, mit der bis zu 15% aller Fille erklart werden [7, 16]. Als kleinste
reprasentative  Gruppe konnen parasitire Erreger, wie beispielsweise Gardia lamblia,
Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica, Strongyloides stercoralis, Trichuris trichiura
und Schistosoma spp., in einer Proportion von 2% bis 10% der Fille einer akuten
Reisediarrho gefunden werden [14]. Weiterhin bleibt jedoch ein hoher Prozentsatz (etwa 20-
40%) von Fillen einer akuten Reisediarrho ohne Nachweis von ursidchlichen Pathogenen [7].
Zusammenfassend sind dtiologische Vertreter der akuten Reisediarrhd in Abhingigkeit

unterschiedlicher Weltregionen in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2:
Proportionen von im Stuhl nachgewiesenen potentiellen Enteropathogenen fiir die
Reisediarrho, stratifiziert nach Reiseziel. Verinderte Darstellung aus [7].

Bei der Ermittlung der Atiologie einer chronischen Reisediarrho bleibt die Mehrheit der Fille
ohne ursidchlichen Pathogennachweis, wobei beriicksichtigt werden muss, dass bisher nur
wenige Studien iiber potentielle Pathogene einer chronischen Reisediarrhé durchgefiihrt
wurden [13]. Als Ursache fiir eine chronische Reisediarrhd werden Parasiten als die
wichtigste und haufigste Erregergruppe beschrieben [11, 17]. Darunter sind vor allem Giardia
lamblia und Cryptosporidium spp. zu nennen [13, 18, 19]. Abgesehen von diesen Protozoen
wird vermutet, dass EAEC als Ursache einer chronischen Reisediarrho eine ausschlaggebende
Rolle spielen konnte [12, 15, 20]. Obwohl der exakte diesbeziigliche Pathomechanismus nicht
ausreichend bekannt ist, wurde EAEC, insbesondere unter Kindern, bereits mehrfach als

ursichliches Pathogen einer persistierenden Durchfallerkrankung in Entwicklungslindern
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beschrieben [11, 21-23]. Weitere bakterielle Enteropathogene, die zu einer chronischen
Reisediarrho fithren konnen, sind Campylobacter spp., Salmonella spp. und in seltenen Fillen

Tropheryma whippelii [11].

1.2.2. Pathophysiologie

Die Pathophysiologie einer akuten Durchfallsymptomatik beruht in der Regel auf
sekretorischen und inflammatorischen Verdnderungen im Magen-Darm-Trakt, insbesondere
im Zusammenhang mit intestinalen Infektionen [24]. Enteropathogene, wie beispielsweise
ETEC und Vibrio cholerae, entfalten vornehmlich durch sekretorische Prozesse ihren Einfluss
und bewirken dadurch typischerweise eine Hemmung der Wasser- und Elektrolytresorption
(NaCl-Resorption) bzw. eine Stimulation der intestinalen Wasser- und Elektrolytsekretion
(Anionensekretion). Andere Enteropathogene (z.B. Shigella, Entamoeba histolytica und
Campylobacter jejuni) bewirken hingegen durch Freisetzung von Zytokinen sowie anderen
Entziindungsmediatoren und  Mastzelldegranulation  vorwiegend  inflammatorische
Reaktionen, die unter anderem zu einer Steigerung der Darmperistaltik und einer
Mukosazerstorung mit Permeabilitidtszunahme fithren. Die Wirkung der meisten, intestinalen

Pathogene wird jedoch durch Anteile von beiden Mechanismen verursacht.

Einige andere Enteropathogene konnen jedoch auch aufgrund nicht-sekretorischer intestinaler
Mechanismen zu einer typischen Symptomatik einer intestinalen Infektion fiithren. Fiir diese
Pathogene kann beispielsweise ein Mechanismus genannt werden, der einen Laktasemangel
im Diinndarm verursacht oder zur Malabsorption von anderen dietdtischen Substraten fiihrt
[7]. Virale Enteropathogene fiihren im Falle einer Infektion zusitzlich zu einer
Magenentleerungsstorung, wodurch die besondere Bedeutung von Ubelkeit und Erbrechen als

typische Symptome einer viralen Gastroenteritis erkliart werden konnen [7].
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Wihrend die einzelnen Enteropathogene dabei in deren Virulenzfaktoren und
Virulenzmechanismen voneinander abweichen, zeigt sich beziiglich der klinischen
Ausprigung unabhiingig von der Atiologie oft eine Gleichartigkeit der Beschwerden [7]. Bis
zu 80% der Fille einer Reisediarrh6o duBern sich in einer akuten wéssrigen
Durchfallsymptomatik, welche meistens von abdominellen Schmerzen/Krimpfen begleitet
wird [7]. Oft kann es dadurch zu einer Dehydratation und einer intestinalen Malabsorption mit

moglichen Spatfolgen kommen.

1.3. Ausgewihlte Enteropathogene der Reisediarrho

1.3.1. Enterotoxigene Escherichia coli

Enterotoxigene Escherichia coli (ETEC) werden von einigen Autoren als die weltweit
hiufigsten Erreger der Reisediarrhd beschrieben [7, 25]. Weiterhin wird ETEC als der
hiufigste Ausloser fiir eine akute Durchfallerkrankung bei Kindern in Entwicklungslandern
verantwortlich gemacht [26]. Es werden jdhrlich etwa 200 Millionen Durchfallerkrankungen
und 380.000 Todesfille durch ETEC beschrieben [26]. Als charakteristische klinische
Beschwerden verursacht ETEC eine akute wéssrige Diarrhd und kolikartige abdominelle

Schmerzen.

Der Mensch stellt das Hauptreservoir von humanpathogenen ETEC-Stimmen dar. Die
Transmission erfolgt hauptsidchlich durch kontaminierte Lebensmittel und Trinkwasser.
ETEC verfiigen iiber spezielle Fimbrien, mit denen es ihnen moglich ist am Epithel von
Enterozyten im Ileum zu adhérieren. An das luminale Darmepithel angeheftet fiihrt ein
zweiter Virulenzmechanismus, die Produktion von Enterotoxinen, zur Entstehung der
Durchfallsymptomatik. ETEC sind in der Lage ein hitzelabiles Toxin (LT bzw. LT-ETEC)
und ein hitzestabiles Toxin (ST bzw. ST-ETEC) zu produzieren. Auf DNA-Ebene weist das

hitzelabile Toxin eine groBe Ahnlichkeit mit dem Cholera-Toxin auf und entfaltet seine
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Wirkung iiber die Aktivierung einer Adenylatzyklase in Darmepithelien, wohingegen das
hitzestabile Toxin in eine heterogene Gruppe von kleineren Enterotoxinen eingeordnet

werden kann, welche iiber eine Aktivierung der Guanylatzyklase wirken [27].

1.3.2. Enteroaggregative Escherichia coli

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) sind mittlerweile als wichtige und weit
verbreitete Ursache fiir eine Reisediarrho bekannt. In einigen Studien werden sie sogar neben
ETEC als eine der zwei hiufigsten Ursachen fiir eine Reisediarrhd nachgewiesen [7, 15].
Weiterhin wird EAEC als Ausloser fiir eine chronische Durchfallerkrankung bei Kindern und
bei immunsupprimierten Patienten in Entwicklungsldndern verantwortlich gemacht [15, 21,
23]. In letzter Zeit deutet einiges darauf hin, dass EAEC auch unter gesunden Erwachsenen in

entwickelten Lindern eine wesentliche Ursache einer persistierenden Diarrho darstellt [20].

Das Hauptreservoir von EAEC stellt der Mensch dar. Durch kontaminiertes Trinkwasser
erfolgt in den meisten Fillen die Ubertragung. Das charakteristische durch EAEC ausgeloste
Krankheitsbild &duBlert sich in einer wissrig, schleimigen Durchfallsymptomatik mit
moglichen Begleitsymptomen von leichtem Fieber und mildem Erbrechen. In bis zu einem
Drittel der Patienten mit einer Durchfallerkrankung durch EAEC konnen blutige Stuhlgénge
beobachtet werden [20].

EAEC weist eine Reihe von unterschiedlichen Virulenzfaktoren, wie Adhisine und
Enterotoxine, sowie andere weniger bekannte Faktoren auf. Durch diese Virulenzfaktoren
sind EAEC in der Lage an die intestinale Mukosa zu adhérieren, vornehmlich im Bereich des
Kolons, wo sie einen mukoiden Biofilm bilden, um anschlieBend eine Sekretion von
Enterotoxinen und Zytotoxinen auszulésen [20]. Der genaue Pathomechanismus,
insbesondere im Zusammenhang mit einer chronischen Diarrho, ist allerdings noch

weitestgehend unklar [20, 28]. Insgesamt sind EAEC eine heterogene Gruppe von
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Escherichia coli Stammen. Als Gemeinsamkeit zeigen sie phénotypisch eine aggregative
Adhidrenz an HEp-2 Zellen in der Zellkultur, welche in ithrem Aussehen einer sogenannten

stacked-brick (,,gestapelte Mauersteine*) Formation dhnelt [20, 27].

1.3.3. Norovirus

Das Norovirus wird derzeit als die wichtigste nicht-bakterielle Ursache fiir eine akute
Reisediarrh6 beschrieben [7, 16]. Des Weiteren sind Noroviren sowohl in epidemischen als
auch in sporadischen Fillen einer Durchfallerkrankung unter Erwachsenen in entwickelten
Lindern als die hdufigste Ursache bekannt [29]. Im Allgemeinen werden Noroviren fiir bis zu
85% bis 90% aller viralen Gastroenteritiden weltweit verantwortlich gemacht [16, 29, 30].
Sogar bis zu 7% aller Todesfélle in den USA, die mit einer Durchfallsymptomatik in

Verbindung stehen, werden auf Noroviren zuriickgefiihrt [31].

Das einzige bekannte Reservoir von Noroviren ist der Mensch. Die Ubertragung des
Viruspartikel erfolgt zum einen durch fikal-oral Schmierinfektionen und zum anderen iiber
die Aufnahme von virushaltigen Tropfchen (Aerosole), die im Zuge des oft vorkommenden
schwallartigen Erbrechens freigesetzt werden. Das Virus weist dabei eine hohe Infektiositét
auf: Bereits etwa 10-100 Viruspartikel stellen die minimale Infektionsdosis dar. Die
Inkubationszeiten belaufen sich auf etwa 6-48 Stunden. Als Leitsymptom einer
Norovirusinfektion gilt eine plotzlich auftretende, wissrige Durchfallsymptomatik begleitet
von Bauchkrimpfen, Ubelkeit und schwallartigem Erbrechen. In einer Vielzahl der Fille
kommt es zusdtzlich zum Auftreten eines ausgeprigten Krankheitsgefithls mit

Kopfschmerzen, Myalgie und Abgeschlagenheit [32].

Das Norovirus ist gekennzeichnet durch eine hohe Genomvariabilitit. Es existieren derzeit
fiinf verschiedene Genogruppen (Genogruppe I-V). Die Genogruppen I und II sind als die am

hiufigsten vorkommenden, humanpathogenen Genogruppen bekannt [33]. Noroviren der
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Genogruppe I und II konnen wiederum in mehr als 20 Genotypen differenziert werden. Jene
genetische Variabilitét ist in erster Linie in den RNA-Regionen, in denen die Polymerase und
das Kapsid codiert sind, der Norovirusisolate zu finden. Mechanismen, wie das Ausbleiben
einer Fehleriiberpriifung (proof-reading) der viralen RNA Polymerase oder intratypische und

intertypische Rekombinationen, fithren zu dieser hohen Rate an Mutationen [32, 34].

1.34. Weitere Enteropathogene

Als weitere wichtige bakterielle Enteropathogene, die eine Reisediarrhd verursachen, sind
neben den aufgefiihrten Escherichia coli-Pathovaren Campylobacter spp., Shigella spp. und
Salmonella spp. zu nennen [7, 35]. Alle drei erwidhnten, bakteriellen Gattungen sind weltweit
verbreitet. Sie spielen sowohl in Entwicklungsldndern als auch in entwickelten Lindern im
Rahmen von intestinalen Infektionen eine fithrende Rolle. In Europa zeigen die Infektionen
eine charakteristische Haufung in warmen Monaten [36-38]. Im Jahr 2013 wurden in
Deutschland insgesamt 63.636 Campylobacter-Enteritiden iibermittelt, was einer Inzidenz
von 77,8 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner entspricht [39]. Fille von Salmonellosen
dagegen wurden im Jahr 2013 in Deutschland 18.986 gezihlt, was einer Inzidenz von 23,2
Erkrankungen pro 100.000 Einwohner entspricht [39]. An letzter Stelle in diesem Vergleich
konnen die Shigellosen mit insgesamt 578 Krankheitsfillen in Deutschland im selben Jahr

genannt werden [39].

Das Hauptreservoir von Campylobacter spp. und Salmonella spp. sind Tiere, wohingegen fiir
Shigella spp. der Mensch das einzige relevante Reservoir darstellt. Die Campylobacter-
Enteritis und die Salmonellose zdhlen zu den klassischen Lebensmittelinfektionen. Die
Ubertragung von Shigellen hingegen erfolgt fikal-oral, vorwiegend durch den direkten
Kontakt von Mensch zu Mensch. Das klinische Bild aller drei intestinalen Infektionen geht
gewohnlich mit einer akuten Enteritis in Form von wissriger Diarrho einher. Haufig sind die

Enteritiden von abdominellen Krimpfen/Schmerzen, allgemeinem Unwohlsein, Erbrechen,

10
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Fieber, Kopfschmerzen oder Myalgien begleitet. Bei schweren Verlaufsformen kann es
besonders bei Campylobacter-Enteritiden und Shigellosen zu blutigen Stiihlen kommen [36-

38].

Als ein wichtiger Vertreter der parasitiren Erreger, die ursédchlich fiir eine Reisediarrho sein
konnen, kann Gardia lamblia genannt werden [13, 14]. Das Auftreten von Infektionen mit
Gardia lamblia ist weltweit verbreitet, jedoch in warmen Lindern hdufiger als in geméaBigten
Klimazonen zu finden [40]. Im Jahr 2013 wurden in Deutschland 4.145 Erkrankungen von
Giardiasis tibermittelt, was einer Inzidenz von 5,1 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner
entspricht [39]. Etwa zwei Drittel dieser nachgewiesenen Infektionen mit Gardia lamblia
wurden in Deutschland selbst erworben [40]. Die iibrigen Giardia-Infektionen werden bei
Reiseriickkehrern, insbesondere aus den Tropen, diagnostiziert, womit die Giardiasis die
hiufigste Protozoeninfektion bei Tropenriickkehrern in Deutschland darstellt. Es kann noch
hinzugefiigt werden, dass im Allgemeinen Kinder und jiingere Erwachsene héufiger als

andere Altersgruppen erkranken [40].

Neben dem Menschen sind Rinder und Haustiere (Hunde) als Hauptreservoir zu nennen. Der
Infektionsweg der Gardia-Zysten erfolgt auf der fikal-oralen Route, weitestgehend iiber fikal
kontaminiertes Trinkwasser, kontaminierte Lebensmittel oder durch direkten Kontakt. Die
Infektionen erstrecken sich iiber klinisch asymptomatische Verldaufe bis hin zu {iber Jahre
wiederkehrende Durchfille (meistens schaumig-wéssrig) und Oberbauchbeschwerden,

Meteorismus, sowie Malabsorption mit ausgeprigtem Gewichtsverlust [40].

Als mogliche Ursache fiir eine Reisediarrhd, nimmt der einzellige Parasit Blastocystis hominis
eine besondere Rolle ein. Wihrend die Pathogenitit des Enterogens bei Tieren nachgewiesen
werden konnte, bleibt es noch immer unklar, ob Blastocystis hominis bei Menschen ein
obligat pathogener Erreger fiir die Entstehung einer Durchfallsymptomatik ist. Die meisten
kontrollierten Studien konnten keinen signifikanten Unterschied in der Priavalenz des Erregers

oder den Symptomen zwischen der jeweiligen Fall- und Kontrollgruppe aufzeigen [41, 42].
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Blastocystis hominis ist weltweit verbreitet. Die Ubertragung erfolgt fikal-oral. Infektionen
sind weitaus hédufiger in Entwicklungslindern als in entwickelten Lindern zu finden. In
Entwicklungsldndern werden Priavalenzen von 30% bis 50% fiir gesunde, asymptomatische
Erwachsene beschrieben, wohingegen in entwickelten Regionen der Welt Privalenzen von
1,5% bis 10% aufgefiithrt werden [41]. Reisende in tropische und weniger entwickelte
Regionen scheinen ein erhohtes Risiko fiir eine intestinale Infektion mit Blastocystis hominis
zu haben. Eine Studie aus Nepal beispielsweise konnte eine Priavalenz von bis zu 30% unter
Touristen und Auswanderern nachweisen [42]. Koinfektionen mit anderen Enteropathogenen
sind hdufig. Eine Infektion mit Blastocystis hominis ist demnach aufgrund des fikal-oralen
Ubertragungsweges und der hohen Anzahl an Koinfektionen oft ein Indiz fiir schlechte
hygienische Umstinde. Es sollte stets bei einem Nachweis von Blastocystis hominis an andere
intestinale Pathogene gedacht werden, die die Symptome des jeweiligen Patienten besser

erkldren konnten [41].

14. Stand aktueller Diagnostik der Reisediarrho

Pathogene intestinaler Infektionen wurden iiber viele Jahre hinweg durch die Analyse von
bakteriellen Zellkulturen und lichtmikroskopischen Untersuchungen, die vor allem zum
Nachweis von Eizellen von Wiirmern und Parasiten, adulten Wiirmern oder Protozoen dienen,
diagnostiziert. In der letzten Zeit haben sich allerdings in vielen Fillen molekularbiologische
Nachweismethoden mit einer weitaus hoheren Sensitivitit und Spezifitit hervorgehoben.
Global gesehen konnen beziiglich der Diagnostik der Reisediarrhd keine einheitlichen
Standards vorliegen, da es ein grofles Spektrum von Enteropathogenen gibt, die in
verschiedenen Regionen unterschiedlich hédufig vorkommen. Des Weiteren schwanken die
Ausstattung der Laboratorien und der Einsatz verschiedener diagnostischer Labormethoden in

verschiedenen Landern erheblich.
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14.1. Diagnostik bakterieller Enteropathogene

Die Isolation von Zellkulturen durch selektierte Ndhrboden (Nédhragar) zeigt sich immer noch
als eine auBerordentlich wertvolle Methode zum Nachweis von bakteriellen Enteropathogenen
(z.B. Salmonella, Shigella, Campylobacter, Vibrio und Yersinia spp.). Zur Detektion von
enteropathogenen Escherichia coli wurde allerdings bereits vor iiber 20 Jahren die
Phénotypisierung, d.h. die Analyse des Verhaltens in der Zellkultur, wie beispielsweise die
HEp-2 Adhidrenz von EAEC, herangezogen. Dieses Verfahren wurde lange Zeit als der
Goldstandard in der Diagnostik betrachtet [27, 43]. Fiir andere Pathovare, so beispielsweise
ETEC, stellte es sich als bedeutender heraus, andere fiir die Pathogenitiit verantwortliche
Virulenzfaktoren, insbesondere die Toxine, und weniger die Zellkultur selbst zu identifizieren
[11]. Im Anschluss wurde durch molekulare Methoden, wie die DNA-Hybridisierung und die
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), die Diagnostik
enteropathogener Escherichia coli revolutioniert [27]. Mittlerweile haben Studien mehrfach
gezeigt, dass die Etablierung des PCR-gestiitzten Nachweises eine hohere Sensitivitit in der
Pathogendetektion aufweist als die traditionellen Methoden und die DNA-Hybridisierung [11,
44]. Dadurch konnte die hdufigere Anwendung von PCR-Methoden zeigen, dass ein groferer
Anteil von Fillen einer Reisediarrhd durch enteropathogene Escherichia coli bedingt ist [7].
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fiir den Nachweis von Escherichia coli-
Pathovaren keine einheitlichen Standards vorliegen. In Bezug auf Deutschland wird lediglich

die Empfehlung geduBert, den Nachweis molekularbiologisch zu erbringen [27].

1.4.2. Diagnostik viraler Enteropathogene

Darmpathogene Viren, wie auch das Norovirus, zeigen bisher kein Wachstum in Zellkulturen.
Der erste Nachweis beispielsweise des Norovirus wurde durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen erstmals im Jahre 1972 erbracht. Im Laufe der Zeit wurden verschiedene

diagnostische Methoden zum Nachweis von Noroviren im Stuhl entwickelt: Fiir die
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Routinediagnostik stehen zwei kommerzielle Antigen-ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) zum Nachweis viraler Proteine zur Verfiigung [32]. In aktuellen Studien wird die
reverse transcription PCR (RT-PCR) als sensitivere Nachweismethode beschrieben [34]. Die

RT-PCR gilt mittlerweile als Goldstandard in der Diagnostik des Norovirus [29, 45].

1.4.3. Diagnostik parasitiarer Enteropathogene

Zur Detektion von parasitiren Enteropathogenen werden weiterhin lichtmikroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Lichtmikroskopie ist eine relativ kostengiinstige
Nachweismethode. Die Sensitivitidt jener Untersuchungsmethode hédngt allerdings deutlich
von der Anzahl der Erreger, von der Frische der Stuhlproben und von der Erfahrung des
Untersuchers ab [11]. Aufgrund dessen sind mikroskopische Untersuchungen fiir einige
Protozoen (zum Beispiel Giardia lamblia und Cryptosporidium spp.) durch sensitivere und
spezifischere Methoden, wie ELISA-Tests und PCR-Techniken, in vielen Laboratorien ersetzt

worden, auch wenn sie noch nicht als Routinediagnostik angesehen werden konnen [11].

1.4.4. Ausblick

Trotz der hohen Sensitivitit und Spezifitdit molekularbiologischer Methoden ist deren
Anwendung — unabhiingig vom Enteropathogen — meist auf gut ausgestattete Laboratorien in
den entwickelten Lindern beschrinkt. Es sollte das Ziel sein, auch Laboratorien in den
Entwicklungsldndern solche Methoden zu ermoglichen, da gerade dort das Risiko einer

Diarrho erhoht ist.
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2. PROBLEMSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Klinische Daten iiber das Spektrum und die Relevanz von Enteropathogenen bei international
Reisenden mit und ohne Durchfallsymptomatik sind begrenzt. In den meisten Féllen sind
lediglich Daten verfiigbar, die auf spezifische Destinationen oder Reisegruppen oder
Epidemien limitiert sind. In dieser kontrollierten Studie wurden klinische Daten von weltweit
reisenden Patienten mit und ohne Durchfallsymptomatik, sowie die Ergebnisse spezifischer
laborchemischer Untersuchungen zum Nachweis bekannter Enteropathogene, die ursédchlich

fiir eine Reisediarrho sind, analysiert. Dabei wurde folgenden Schwerpunkten nachgegangen:

Priavalenz von bakteriellen, viralen und parasitiren Enteropathogenen unter

Patienten mit Durchfallsymptomatik

- Vergleich mit einer Kontrollgruppe

- Fokus auf Norovirus (Genogruppe I und II), EAEC und LT-/ST-ETEC, welche

jeweils mit einer spezifischen und sensitiven Nachweismethode diagnostiziert

wurden

- Aussagekraft von Durchfalldauer in Korrelation zum bestimmten Enteropathogen

- Risiko einer intestinalen Infektion in Korrelation zum Reiseziel
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1. Studiendesign
3.1.1. Studienpopulation

In der dieser vorliegenden Dissertation zugrunde liegenden Studie wurden 170 Patienten mit
und ohne Durchfallsymptomatik, die sich im Zeitraum von August 2006 bis November 2009
in der Abteilung fiir Infektions- und Tropenmedizin (AITM) der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen vorgestellt haben, eingeschlossen. Alle Patienten haben sich innerhalb

von 15 Tagen nach Reiseriickkehr vorgestellt.

Folgende Daten von den eingeschlossenen Patienten wurden zusammengestellt und
ausgewertet:

- Geschlecht des Patienten

- Alter

- Reiseziel, Reisedauer, Reiseart

- Dauer der Durchfallsymptomatik

- Begleitsymptome bei Patienten mit Durchfallsymptomatik

Der Studie liegt eine Zustimmung durch die zusténdige Ethikkommission der medizinischen
Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen zu Grunde. Klinische Daten, sowie
Probenentnahme und -aufbereitung wurden nur von Patienten mit abgegebener schriftlicher
Einverstindniserklarung bzw. nach schriftlicher Einverstindniserkldrung des gesetzlichen

Vertreters bei Minderjédhrigen, erhoben.
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3.1.2. Fall- und Kontrollgruppe

Die Studienpopulation wurde eingeteilt in zwei Untersuchungsgruppen. Es wurde eine

Fallgruppe und eine Kontrollgruppe festgelegt.

Die Fallgruppe wurde definiert durch Patienten mit Durchfallsymptomatik, die tiber drei oder
mehr ungeformte Stuhlginge innerhalb von 24 Stunden und zusétzlich von mindestens einem
weiteren typischen Symptom einer intestinalen Infektion (z.B. Ubelkeit, Erbrechen,

Appetitlosigkeit oder abdominelle Schmerzen) berichteten.

Die Kontrollgruppe wurde definiert durch Patienten mit jeglicher Art von Beschwerden (z.B.
Fieber, Hautverdnderungen oder Lymphknotenschwellung) aufler typischen Symptomen einer
intestinalen Infektion. Die Kontrollgruppe wurde dabei zuféllig unter den Patienten
zusammengestellt, die sich in der AITM der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen im

Zeitraum von August 2006 bis November 2009 vorgestellt haben.

3.2. Probennahme und Aufbereitung

Von den 170 Patienten, die sich im Zeitraum von August 2006 bis November 2009 in der
AITM der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen vorgestellt haben, wurde eine
Stuhlprobe am Tag der Vorstellung gesammelt. Von jeder Stuhlprobe wurden jeweils zwei
zusitzliche Aufbewahrungsgefidle angelegt. Im Sinne der Fallgruppe wurden neben oben
stehenden Kriterien nur solche Proben akzeptiert, bei denen die entsprechende Probe die
Form des Aufbewahrungsgefifles angenommen hatte. Eines der beiden zusitzlich angelegten
Aufbewahrungsgefifie der jeweiligen Stuhlprobe wurde am Entnahmetag in einer 20%igen
Suspension in 1 ml DNA-freiem Wasser aufbereitet. Beide Aufbewahrungsgefdle wurden

sodann unverziiglich bis zum Tag der Extraktion bei -80°C asserviert.
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Die urspriingliche Stuhlprobe der Patienten wurde direkt am Vorstellungstag im Rahmen der
Routine-Stuhldiagnostik der AITM standardisiert auf bakterielle (u.a. Campylobacter jejuni,
Shigella spp., Salmonella spp.) und parasitire (u.a. Blastocystis hominis, Giardia lamblia,

Cryptosporidium spp.) Enteropathogene untersucht.

Die Sammlung der Stuhlproben wurde blind angelegt. Zum Zeitpunkt der Asservation war
weder die Anamnese (Symptomatik) des Patienten, eine eventuelle Durchfalldauer noch
Reiseziel, Reisedauer oder Reiseart bekannt. Fiir die spitere Datenauswertung wurden
lediglich der Patientenname, das Geschlecht, das Patientenalter und eine zugewiesene

Labornummer vermerkt.

3.3. Molekularbiologische Labormethoden

3.3.1. RNA- und DNA-Extraktion

Die verdiinnte Stuhlsuspension in einem der beiden Aufbewahrungsgefile wurde zur RNA-
Extraktion herangezogen. Die Probe wurde dabei zunidchst fiir 10 Minuten bei 3.500g
zentrifugiert. Die virale RNA wurde danach aus 140 ul des Uberstandes mithilfe des QIAamp
viral RNA mini kit (Qiagen; Hilden, Deutschland) extrahiert [29, 46-48]. Dabei wurden
ausschlieBlich die Reagenzien des Extraktionskits genutzt und gemill der Anleitung des
Herstellers vorgegangen. Im Anschluss wurde die extrahierte RNA bis zur Durchfiihrung der
laborchemischen Nachweismethoden bei -80 C° gelagert. Alle Schritte der Extraktionskette
wurden in den Laborrdumen der AITM der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

durchgefiihrt.

Das andere Aufbewahrungsgefill der jeweiligen Stuhlprobe wurde zur DNA-Extraktion
herangezogen. Dabei wurde DNA aller 170 Stuhlproben mithilfe des QIAamp DNA stool
mini kit (Qiagen; Hilden, Deutschland) extrahiert [49, 50]. Auch hier wurden ausschlieBlich
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die Reagenzien des Extraktionskits genutzt und gemifl der Anleitung des Herstellers
vorgegangen. Im Anschluss wurde die extrahierte DNA bis zur Durchfithrung der Polymerase
Kettenreaktion bei -20 C° gelagert. Alle Schritte der Extraktion wurden wiederum in den

Laborrdumen der AITM der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

3.3.2. Nachweismethoden der einzelnen Pathogene

3.3.2.1. Genamplifikationsverfahren fiir Norovirus

Fiir den Nachweis von Noroviren der Genogruppen I und II wurde die extrahierte RNA der
jeweiligen Stuhlprobe mit der sogenannten reverse transcription loop-mediated isothermal
amplification (RT-LAMP) Methode, die von Fukuda et al. entwickelt wurde, untersucht [45,
48, 51]. Die RT-LAMP-Methode basiert auf einer Reaktion, wobei Primer an Sequenzen
konservierter Gene [52] innerhalb der genomischen RNA der jeweiligen Norovirus-
Genogruppe binden. Bei Vorliegen von Norovirus-RNA kommt es dadurch zu einer
Genamplifikation. Mit Verwendung eines speziell hierfiir konzipierten Loopamp Fluoreszenz-
Detektionsreagenz konnten alle Schritte, von der cDNA-Synthese bis zur Amplifikation und
visuellen Fluoreszenzdetektion in Echtzeit (Real-Time), innerhalb eines Reaktionsgefilles in
einem LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt werden. Auf

die Durchfiihrung einer Elektrophorese zur Detektion konnte somit verzichtet werden.

Unter Verwendung der Reagenzien eines sogenannten Norovirus G I/G II Detection Kit
(Eicken, Tokyo, Japan) wurde fiir die jeweilige Probe ein RT-LAMP Mastermix von 10 ul
wie folgt zusammengestellt und auf Reaktionsrohrchen verteilt: 5,0 ul 2xReaktionsmix, 1,2 ul
destilliertes Wasser, 1,0 ul Primermix (sogenannter NVGI1 Primermix oder NVG2
Primermix), 0,4 pl Fluoreszenz-Detektionsreagenz, 0,4 pl Enzymmix (Bacillus
stearothermophilus DNA Polymerase und Avian Myeloblastosis Virus reverse Transcriptase)

und 2,0 ul extrahierte Stuhl-RNA. Das Reaktionsrohrchen wurde anschlieend bei 63 C° fiir
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60 Minuten zur Amplifikationsreaktion inkubiert und danach zur Enzyminaktivierung fiir 5
Minuten auf 80 C° erhitzt. Je Probe erfolgten zwei separate PCR-Untersuchungsginge fiir
Norovirus Genogruppe I und Genogruppe II mit dem jeweilig unterschiedlichen, oben

erwihnten Primermix.

In allen durchgefiihrten Untersuchungsgingen wurde eine 10%ig verdiinnte Positivkontrolle
von Norovirus Genogruppe I bzw. Norovirus Genogruppe II, die Bestandteil des Detection
Kit waren, verwendet. Als Negativkontrolle diente destilliertes Wasser. Zusitzlich wurden
interne Positivkontrollen in alle PCR-Reaktionen zum Ausschluss einer Reaktionsinhibition
eingeschlossen. Alle Schritte der molekularbiologischen Untersuchung wurden in den

Laborrdumen der AITM der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

3.3.2.2. Konventionelle Polymerase Kettenreaktion fiir Escherichia coli-Pathovare

Zur Detektion von ETEC und EAEC wurde je eine PCR in unterschiedlichen
Untersuchungsgiingen mit jeweils zwei sequenzspezifischen Primern zum Nachweis von
bekannten Genabschnitten durchgefiihrt. Die Zielgene der unterschiedlichen Escherichia coli-
Pathovare, sowie sequenzspezifische Primer wurden bereits in vorhergehenden Studien
getestet und beschrieben [50, 53]. Das LT-Gen und das ST-Gen wurden zum Nachweis von
LT- und ST-ETEC herangezogen und das CVD432-Gen fiir den Nachweis von EAEC
verwendet. Die jeweiligen Primersequenzen und deren Konzentrationen sind in Tabelle 1

aufgefiihrt [53].

20



3. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 1:
Verwendete PCR-Primer und deren Konzentration.
Abgeleitet von einer Tabelle aus [53].

Primer Primer Zielgen Amplikon Primer

Bennenung (50'nach 30') (bp) Konzentration
(pmol)

EAEC1 CTGGCGAAAGACTGTATCAT CvD432 630 5

EAEC2 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT

LTf GGCGACAGATTATACCGTGC LT Gen 450 5

LTr CGGTCTCTATATTCCCTGTT

STf ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT ST Gen 190 6,50

STr CACCCGGTACARGCAGGATT

Der Mastermix fiir die ETEC-PCR wurde auf 20 pl festgelegt und wie folgt
zusammengestellt: 8,8 ul destilliertes Wasser, 2,0 ul 10xPCR Gold Buffer, 4 mM MgCl,, 0,2
mM jedes Desoxynukleosidtriphosphates, 0,025 U/ul AmpliTagGold DNA Polymerase
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 2,0 ul extrahierte Stuhl-DNA und das jeweilige

Primerpaar in entsprechender Konzentration (Tabelle 1).

Der Mastermix fiir die EAEC-PCR wurde auf 50 pl festgelegt und wie folgt
zusammengestellt: 34,2 ul destilliertes Wasser, 5,0 ul 10xPCR Gold Buffer, 2,5 mM MgCl,,
0,2 mM jedes Desoxynukleosidtriphosphates, 0,025 U/ul AmpliTaqGold DNA Polymerase
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 2,0 pl extrahierte Stuhl-DNA und das

Primerpaar in entsprechender Konzentration (Tabelle 1).

Die Reaktionsbedingungen fiir den ETEC-Ansatz bestanden aus einer anfinglichen 5 Minuten
langen Erhitzung auf 95 C° aus der Amplifikation (Denaturierungs-, Annealing- und
Extensionsphase) in Form von 40 Zyklen je 95 C° fiir 45 Sekunden, 50 C° fiir 1 Minute und
72 C° fiir 1 Minute; abschlieBend folgte zusitzlich eine Extensionphase bei 72 C° fiir 7
Minuten. Fiir den EAEC-Ansatz wurden folgende Reaktionsbedingungen herausgearbeitet:
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eine anfdngliche Erhitzung auf 95 C° fiir 5 Minuten, zur Amplifikation wiederum 40 Zyklen
in Form von je 40 Sekunden bei 95 C°, 1 Minute bei 58 C° und 2 Minuten bei 72 C°;
abschliefend folgte auch fiir diesen Ansatz eine zusétzliche Extensionsphase fiir 7 Minuten

bei 72 C° [53].

Im Anschluss wurde eine Elektrophorese in einem 2%igem Agarosegel durchgefiihrt und
darin das Amplifikationsprodukt (10 ul) mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht. In allen
Untersuchungsgingen diente extrahierte DNA der Referenzstimme ETEC H10407 bzw.
EAEC 06-06765 als Positivkontrollen [53] und destilliertes Wasser als Negativkontrollen. Die
Referenzstimme wurden vom Robert-Koch-Institut zur Verfiigung gestellt. Weiterhin wurden
interne Positivkontrollen mitgefiihrt, um eine eventuelle Inhibition der PCR auszuschlieB3en.
Erneut wurden alle Schritte der PCR-Durchfithrung in den Laborrdumen der AITM der

Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen vollzogen.

34. Statistische Analysemethoden

Statistische Verteilungstests (Chi-Quadrat-Test) und t-Tests als parametrische Testverfahren
wurden ausgefiihrt mittels Stata Software, Version 9.0 (Stata Corporation, College Station,
TX, USA), und Epilnfo, Version 3.3.2. (Centers for Disease Control and Prevention, CDC,
Atlanta, GA, USA). Signifikante Unterschiede wurden definiert als Signifikanzwerte (P-Wert
bzw. p-value) unter 0,05 oder als Ubereinstimmung von mindestens 95% ClIs des

Vergleichsanteils.
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4.1. Analysierte Daten der Studienpopulation

Wihrend des Zeitraums der Studie wurden in der AITM der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen insgesamt Proben von 170 Patienten nach deren Reise vornehmlich in subtropische
und tropische Linder gesammelt. Davon wurden 114 (67,1%) Patienten der Fallgruppe und
56 (32,9%) Patienten der Kontrollgruppe zugeordnet. Es befanden sich innerhalb der
Fallgruppe mehr weibliche Patienten (56,1%) als innerhalb der Kontrollgruppe (44,6%).
Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant (P 0,16). Fiir die Fallgruppe konnte eine
Altersausdehnung von 2-80 Jahren festgestellt werden. Der Mittelwert lag bei 37,7 Jahren.
Die am stirksten vertretene Altersgruppe der Fallgruppe (73,7%) war dabei zwischen 20-49
Jahren. Die Altersverteilung der Kontrollgruppe war insgesamt nicht signifikant

unterschiedlich (Tabelle 2).
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Tabelle 2:
Analysierte Daten der Studienpopulation.

Variable: Fallgruppe® (%) Kontrollgruppe® (%) P

Fall- bzw. Kontrollgruppe 114 56 N.A.
Ratio 2,04 1,00 N.A.

Geschlecht Minnlich 50 (43,9) 31(554) 0,16
Weiblich 64 (56,1) 25 (44.6) 0,16

Alter Intervall [Jahre] 2-80 1-66 N.A.
Mittel [Jahre] 37,7 35,1 N.A.
Median [Jahre] 35 34 N.A.

Altersgruppen 0-9 Jahre 5(44) 2(3,6) 0,80
10 — 19 Jahre 2(1,8) 0 0,32
20 — 29 Jahre 30(26,3) 19 (33.9) 0,30
30 — 39 Jahre 33 (28,9) 16 (28.6) 0,96
40 — 49 Jahre 21(184) 11 (19.,6) 0,85
50 — 59 Jahre 7(6,1) 4(7,1) 0,80
60 — 69 Jahre 12 (10,5) 4(7,1) 048
70 — 80 Jahre 4(3.5) 0 0,16

Reiseziel Asien 58 (50,9) 31(55.4) 0,58
Afrika 44 (38,6) 15 (26,8) 0,13
Lateinamerika 8(7,0) 10(17.9) 0,03*
Europa 3(2,6) 0 0,22
Around the world 1(0,9) 0 0,48

Reisedauer 1—7 Tage 15(13,2) 5(8.9) 042
8 — 30 Tage 71(62,3) 30 (53.6) 0,28
31-90 Tage 17 (14,9) 12(214) 0,29
>90 Tage 11(9,6) 9 (16,1) 0,22

Reiseart Geschiftsreise 44 (38,6) 18 (32,1) 041
Abenteuerreise 27 (23,7) 11 (19,6) 0,55
All-inclusive Reise 19 (16,7) 11 (19,6) 0,63
BVF° 15(13,2) 7 (12,5) 0,90
Entwicklungsarbeit 6(5.3) 2(3.6) 0,63
Studentenaustausch 2(1,8) 3(54) 0,19
Immigration 1(0,9) 1(1,8) 0,61
Andere / unbekannt 0 3(54) 0,01*

N.A. = nicht anwendbar.
*Signifikante P-Werte (p-values): definiert als P < 0,05.
*Die Fallgruppe wurde definiert durch Patienten mit Durchfallsymptomatik, die iiber drei oder mehr ungeformte
Stuhlginge in 24 Stunden und zusitzlich von mindestens einem weiteren typischen Symptom einer intestinalen

Infektion (z.B. Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit oder abdominelle Schmerzen) berichteten.

® Die Kontroligruppe wurde definiert durch Patienten mit jeglicher Art von Beschwerden (z.B. Fieber,
Hautveridnderungen oder Lymphknotenschwellung) auBer typischen Symptomen einer intestinalen Infektion
(sieche oben). Die Kontrollgruppe wurde dabei zufillig unter den Patienten zusammengestellt, die sich in der
AITM der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen im Zeitraum von August 2006 bis November 2009

vorgestellt haben.

°BVF = Besuch von Verwandten und Freunden.
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4.2. Analysierte Daten der Reiseanamnese

Das meist frequentierte Reiseziel sowohl der Fall- als auch der Kontrollgruppe war Asien
(50,9% wund 55,4%). Mit abnehmender Hiufigkeit der jeweiligen Reisedestination
prasentierten sich — ebenfalls fiir beide Studiengruppen gleich — Afrika (38,6% und 26,8%),
Lateinamerika (7,0% und 17,9%) und abschlieBend Europa (2,6% und 0%). Ein Patient der
Fallgruppe (0,9%) reiste um die Welt (Around the world Trip). Im Vergleich war innerhalb
der Kontrollgruppe nur die Anzahl der Reisenden nach Lateinamerika signifikant hoher (P =

0,03).

Die Mehrzahl der Patienten der Fallgruppe (62,3%) und der Kontrollgruppe (53,6%) reisten
fiir eine Dauer von 8-30 Tagen. Die am héufigsten vertretenen Reisearten, sowohl der Fall-
als auch der Kontrollgruppe, waren eine Dienstreise (38,6% und 32,1%) oder Abenteuerreise
(23,7% und 19,6%). Hinsichtlich der Reisedauer und der Reiseart konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe festgestellt werden (Tabelle 2).

4.3. Klinische Daten der Fallgruppe

Von 109 (95,6%) der 114 Patienten der Fallgruppe konnte die Dauer der
Durchfallsymptomatik — Beginn der Diarrho bis zum Zeitpunkt der Abgabe der Stuhlprobe —
eruiert werden. Von diesen berichteten 31 (28,4%) Patienten fiir eine Dauer von 1-3 Tagen an
der Diarrh6 zu leiden, 53 (48,6%) Patienten hitten die Durchfallsymptomatik seit 4-14 Tagen
und 25 (22,9%) der Patienten wiirden lidnger als 14 Tage (bis zu 180 Tage) an der Diarrho
leiden. Neben der Diarrho berichteten die Patienten der Fallgruppe iiber weitere Symptome:
46 (40,4%) Patienten gaben zusitzlich Ubelkeit an, 25 (21,9%) Patienten gaben jeweils
abdominelle Schmerzen und Flatulenz an und 14 (12,3%) Patienten berichteten iiber

Erbrechen.
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4.4. Laborergebnisse fiir Norovirus und Escherichia coli-Pathovare

In der Fallgruppe konnten 12 Patienten (10,5%) positiv auf Norovirus getestet werden.
Hierunter waren 3 Patienten (2,6%) positiv auf Norovirus Genogruppe I und 10 Patienten
(8,8%) positiv auf Norovirus Genogruppe II, wobei bei einem Patienten eine Koinfektion
beider Genogruppen vorlag. Des Weiteren konnten in der Fallgruppe bei 50 Patienten (45%)
ein positiver Nachweis von EAEC, bei 22 Patienten (20%) von LT-ETEC und bei 18
Patienten (16,2%) von ST-ETEC erbracht werden. Hierunter lagen 11 Koinfektionen fiir
EAEC und LT-ETEC oder EAEC und ST-ETEC vor, wobei davon 4 Patienten eine
Koinfektion von EAEC, LT-ETEC und ST-ETEC aufwiesen. Dariiber hinaus konnten 7
Koinfektionen fiir LT-ETEC und ST-ETEC festgestellt werden. Eine Koinfektion von
Norovirus und einem der getesteten Escherichia coli-Pathovare konnte in 9 Fillen der

Fallgruppe gefunden werden (Tabelle 3).

In der Kontrollgruppe wurde jeweils ein Patient (1,8%) positiv auf Norovirus Genogruppe I
sowie auf Norovirus Genogruppe II getestet, ohne dass dabei eine Koinfektion vorlag.
Weiterhin konnte in der Kontrollgruppe ein positiver Nachweis von EAEC bei 9 Patienten
(16,4%), von LT-ETEC bei 12 Patienten (21,8%) und von ST-ETEC bei 2 Patienten (3,6%)
erbracht werden. Hierunter waren 3 Patienten, bei denen eine Koinfektion mit EAEC und LT-
ETEC vorlag, und ein Patient, bei dem jeweils eine Koinfektion mit EAEC und ST-ETEC
bzw. LT-ETEC und ST-ETEC vorlag. Eine Koinfektion von einem Escherichia coli-Pathovar

und Norovirus in der Kontrollgruppe konnte in 2 Fillen gefunden werden (Tabelle 3).

Ein signifikanter Unterschied beziiglich der Pridvalenz zwischen Fall- und Kontrollgruppe
ergab sich lediglich fiir EAEC (P <0,01) und ST-ETEC (P 0,02) (Tabelle 3). Es ergab sich
kein signifikanter Unterschied in den prozentualen Anteilen von Norovirus, EAEC, LT-ETEC
und ST-ETEC im Bezug auf die Durchfalldauer (akute oder chronische Diarrho), die fiir 109

Patienten der Fallgruppe klinisch erhoben werden konnte (Tabelle 4).
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4.5. Privalenz anderer Enteropathogene

Die Privalenz anderer potentieller Enteropathogene fiir Durchfallerkrankungen zeigte sich
innerhalb der Fallgruppe wie folgt: Blastocystis hominis 14,9%, Campylobacter jejuni 12,3%,
Giardia lamblia 6,1%, Shigella spp. 6,1%, und Salmonella spp., Cryptosporidium spp. sowie
Cyclospora cayetanensis jeweils 2,6%. In der Kontrollgruppe dagegen konnte ein positiver
Nachweis folgender Enteropathogene gefunden werden: Blastocystis hominis 3,6%, Giardia
lamblia 5,4% und Salmonella spp. 5,4%. Ein signifikanter Unterschied konnte dabei
hinsichtlich der Privalenz zwischen Fall- und Kontrollgruppe ausschlieBlich fiir Blastocystis

hominis (P = 0,03) und Campylobacter jejuni (P <0,01) festgestellt werden (Tabelle 3).

In der Fallgruppe konnten insgesamt 30 Stuhlproben (26,3%) positiv auf Protozoen und neben
dem Nachweis eines Escherichia coli-Pathovars insgesamt 24 Stuhlproben (21,1%) positiv
auf ein Bakterium getestet werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich hier die
Priavalenz von 8,9% fiir Protozoen (5 positive Stuhlproben) und 5,4% fiir Bakterien (3
positive Stuhlproben) signifikant geringer (P <0,01) (Tabelle 3, P-Wert allerdings in Tabelle
3 nicht enthalten).
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Tabelle 3:

Vergleich der Privalenzen der untersuchten Enteropathogene von Fall- und Kontrollgruppe
(Es werden lediglich Pathogene, die mindestens in 3 Stuhlproben der Fall- und
Kontrollgruppe nachgewiesen werden konnten, hier dargestellt®).

Variable: Fallgruppe” (%) Kontrollgruppe® (%) P
Escherichia coli: EAEC®

Positiv 50 (45,0) 9 (16,4) <0,01*

Negativ 61 (55,0) 46 (83,6) -
Escherichia coli: LT-ETEC?

Positiv 22 (20,0) 12 (21,8) 0,79

Negativ 88 (80,0) 43 (78,2) -
Escherichia coli: ST-ETEC?

Positiv 18 (16,2) 2 (3,6) 0,02*

Negativ 93 (83,8) 53 (96,4) -
Blastocystis hominis

Positiv 17 (14,9) 2(3,6) 0,03*

Negativ 97 (85,1) 54 (96,4) -
Campylobacter jejuni

Positiv 14 (12,3) 0 <0,01*

Negativ 100 (87.,7) 56 (100) -
Norovirus (Genogruppe I und II)

Positiv 12 (10,5) 2(3,6) 0,12

Negativ 102 (89.5) 54 (96,4) -
Giardia lamblia

Positiv 7 (6,1) 3 (5,4) 0,84

Negativ 107 (93,9) 53 (94,6) -
Shigella spp.

Positiv 7(6,1) 0 0,06

Negativ 107 (93.9) 56 (100) -
Salmonella spp.

Positiv 3(2,6) 3(5.4) 0,37

Negativ 111 (97.4) 53 (94,6) -
Cryptosporidium spp.

Positiv 3(2,6) 0 0,22

Negativ 111 (97,4) 56 (100) -
Cyclospora cayetanensis

Positiv 3 (2,6) 0 0,22

Negativ 111 (97.4) 56 (100) -

*Signifikante P-Werte (p-values): definiert als P < 0,05.

* Innerhalb der Fallgruppe wurde in jeweils einer Stuhlprobe der Nachweis von Isospora belli, Dientamoeba
fragilis und Schistosoma mansoni erbracht. Innerhalb der Kontrollgruppe war jeweils eine Stuhlprobe positiv fiir
Schistosoma mansoni and Trichuris trichiura.

® Die Fallgruppe wurde definiert durch Patienten mit Durchfallsymptomatik, die tiber drei oder mehr ungeformte
Stuhlgénge in 24 Stunden und zusitzlich von mindestens einem weiteren typischen Symptom einer intestinalen
Infektion (z.B. Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit oder abdominelle Schmerzen) berichteten.

¢ Die Kontrollgruppe wurde definiert durch Patienten mit jeglicher Art von Beschwerden (z.B. Fieber,
Hautveridnderungen oder Lymphknotenschwellung) auBer typischen Symptomen einer intestinalen Infektion
(siehe oben). Die Kontrollgruppe wurde dabei zufillig unter den Patienten zusammengestellt, die sich in der
AITM der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen im Zeitraum von August 2006 bis November 2009
vorgestellt haben.

4 PCR-Ergebnisse konnten nicht ausgewertet werden fiir: 3 Stuhlproben der Fallgruppe und 1 Stuhlprobe der
Kontrollgruppe bei der EAEC-PCR, 4 Stuhlproben der Fallgruppe und 1 Stuhlprobe der Kontrollgruppe bei der
LT-ETEC-PCR und 3 Stuhlproben der Fallgruppe und 1Stuhlprobe der Kontrollgruppe bei der ST-ETEC-PCR.
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Tabelle 4:

Verteilung nachgewiesener Enteropathogene (Norovirus, EAEC, LT-ETEC und ST-ETEC) in
Bezug auf die Dauer der Durchfallsymptomatik der 114 Patienten der Fallgruppe® (akute
Diarrhé: Dauer der Durchfallsymptomatikb < 14 Tage, chronische Diarrhé: Dauer der
Durchfallsymptomatikb > 14 Tage).

Variable: Norovirus ~ EAEC LT-ETEC ST-ETEC Anzahl der Fallgruppe®
(%) (%) (%) (%) Infektionen (%)
(%)
I
0-14 Tage® 9 (75,0) 36(75,0) 15(714) 15(88.2) 75 (76,5) 84 (77.1)
15-180 Tage* 3(25,0) 12(25,0) 6(28,6) 2(11,8) 23 (23.5) 25 (22,9)
0-180 Tage 12 (100) 48 (100) 21 (100) 17 (100) 98 (100) 109 (100)
P-Wert* 0,89 0,73 0,54 0,21 - -
0-180 Tage 12 48 21 17 98 109
Dauer nicht 0 2 1 1 4 5
bekannt
Total 12 50 240 18 102 114

*Signifikante P-Werte (p-values): definiert als P < 0,05.

“Die Fallgruppe wurde definiert durch Patienten mit Durchfallsymptomatik, die iiber drei oder mehr ungeformte
Stuhlgénge innerhalb von 24 Stunden und zusitzlich von mindestens einem weiteren typischen Symptom einer
intestinalen Infektion (z.B. Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit oder abdominelle Schmerzen) berichteten.

® Dauer der Durchfallsymptomatik: Zeitspanne zwischen dem Beginn der Durchfallsymptomatik und Vorstellung
in der AITM der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen.

¢ Eine Durchfallsymptomatik von 14 Tagen und weniger wird als akut bezeichnet, wohingegen eine
Durchfallsymptomatik von mehr als 14 Tagen als chronisch bezeichnet wird. Das Ende der
Durchfallsymptomatik ist nicht bekannt.

4.6. Koinfektionen

Innerhalb der Fallgruppe wurde in 4,4% der Fille (5 von 114) kein Erreger detektiert, in
35,1% der Fille (40 von 114) konnte eine Infektion mit einem Pathogen dokumentiert werden
und in 60,5% der Fille (69 von 114) konnte eine Koinfektion von zwei bis zu fiinf
potentiellen Enteropathogenen, die ursichlich fiir die Reisediarrh6 sein konnen, festgestellt
werden. Dabei konnten in 39 der 114 Stuhlproben (34,2%) zwei Pathogene, in 22 der 114
Stuhlproben (19,3%) drei Pathogene, in 7 der 114 Stuhlproben (6,1%) vier Pathogene und in
einer der 114 Stuhlproben (0,9%) fiinf Pathogene gefunden werden. Unter den 69 Fillen, in

denen eine Koinfektion nachgewiesen werden konnte, wurde in 20 Stuhlproben (29,0%) der
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Nachweis von Protozoen und in 11 Stuhlproben (15,9%) der Nachweis eines anderen
Bakteriums als die getesteten Escherichia coli-Pathovare erbracht, die potentiell auslosenden

Enteropathogene zu sein.

Innerhalb der Kontrollgruppe wurde in 55,4% der Stuhlproben (31 von 56) kein
Enteropathogen nachgewiesen, in 32,1% der Stuhlproben (18 von 56) wurde ein Pathogen
detektiert und in 12,5% der Stuhlproben (7 von 56) konnte eine Koinfektion mit zwei oder
drei potentiell ursdchlichen Enteropathogenen fiir eine Durchfallerkrankung festgestellt
werden. Beziiglich der Koinfektionen konnten in 5 Fillen (insgesamt 5 von 56; 8,9%) zwei
Pathogene nachgewiesen werden und in 2 Stuhlproben (insgesamt 2 von 56; 3,6%) drei
Pathogene gefunden werden. Unter diesen 7 Féllen mit einer Koinfektion der Kontrollgruppe
wurden in 2 Stuhlproben (28,6%) Protozoen und in 3 Stuhlproben (42,9%) andere Bakterien
als die getesteten Escherichia coli-Pathovare als potentiell auslosende Enteropathogene

nachgewiesen.

4.7. Relatives Risiko der Reisenden

Das Risiko fiir Reisende aus Deutschland, die nach Zentralamerika reisen, eine intestinale
Infektion mit Norovirus (Genogruppe I und II) oder EAEC oder LT-/ST-ETEC zu erwerben,
wurde als Referenzwert von 1,00 (relatives Risiko) herangezogen. Des Weiteren diente zur
Ermittlung des relativen Risikos (RR) die offizielle Anzahl an Flugpassagieren von
Deutschland in tropische und subtropische Regionen in Asien, Afrika und Lateinamerika im

Jahre 2008: 12.274.352 (Statistisches Bundesamt, Wiesbaden, Deutschland).

Das hochste RR fiir eine intestinale Infektion mit Norovirus oder einem der getesteten
Escherichia coli-Pathovare unter der Studienpopulation wurde fiir Reiseriickkehrer aus

Westafrika (RR 4,14), Ostafrika (RR 3,27), Siidasien (RR 2,58) und Zentralamerika (RR 1,00
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als Referenzwert) gefunden. In Bezug auf die Anzahl der Flugpassagiere war Afrika
insgesamt der Kontinent mit dem hochsten Risiko (RR 0,80) fiir eine Infektion mit Norovirus

oder einem Escherichia coli-Pathovar (Tabelle 5a und 5b).

Tabelle 5a:

Reiseziele der 114 Patienten der Fallgruppe® aufgeteilt auf die positiven Laborergebnisse fiir

EAEC, LT-ETEC, ST-ETEC und Norovirus Genogruppe I und Genogruppe 11

Reiseziel Fallgruppe®
Region Norovirus (%) EAEC (%) LT-ETEC (%) ST-ETEC (%)
Asien”
Siidasien 7 (58,3) 18 (36,0) 7 (31,8) 5(27,8)
Siidostasien 0 5(10,0) 209,1) 1(5,6)
Ostasien 1(8,3) 1(2,0) 14,5 1(5,6)
Zentralasien 0 1(2,0) 0 0
Mittlerer Osten 0 2(4,0) 3(13,6) 0
Total 8 (66,7) 27 (54,0) 13 (59,1) 7 (38,9)
Afrika
Westafrika 0 6(12,0) 209,1) 2(11,1)
Ostafrika 3 (25,0) 4 (8,0) 14,5 4(22,2)
Nordafrika 0 8 (16,0) 0 3(16,7)
Zentralafrika 0 0 0 0
Siidliches 0 2(4,0) 14,5 0
Afrika
Total 3(25,0) 20 (40,0) 4 (18,2) 9 (50,0)
Latein-
amerika
Zentralamerika 0 1(2,0) 2(9,1) 1(5,6)
Karibik 0 0 0 0
Siiddamerika 0 2(4,0) 2(9,1) 1(5,6)
Total 0 3 (6,0) 4 (18,2) 2(11,1)
Nordamerika 0 0 0 0
Australien und Ozeanien 0 0 0 0
Russland 0 0 0 0
Europa“ 1(8,3) 0 1(4,5) 0
AuBerhalb Europas 11 (91,7) 50 (100) 21 (95.,5) 18 (100)
Gesamt 12 (100) 50 (100) 22 (100) 18 (100)

* Die Fallgruppe wurde definiert durch Patienten mit Durchfallsymptomatik, die iiber drei oder mehr ungeformte
Stuhlgénge innerhalb von 24 Stunden und zusitzlich von mindestens einem weiteren typischen Symptom einer
intestinalen Infektion (z.B. Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit oder abdominelle Schmerzen) berichteten.

® Asien ohne Russland.
“Europa ohne Russland.
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Tabelle 5b:
Reiseziele der 114 Patienten der Fallgruppe® aufgeteilt auf die Gesamtanzahl intestinaler
Infektionen® mit Ermittlung eines relativen Risikos® fiir das Auftreten einer Reisediarrhé.

Reiseziel Anzahl Anzahl der RR¢
Region intestinaler Flugpassagiere
Infektionen” (Millionen)®
Asien®
Siidasien 37 (36,3) 1,133 2,58
Siidostasien 8(7.,8) 1,478 0,43
Ostasien 4(3,9) 2,458 0,13
Zentralasien 1(1,0) 0,192 0,41
Mittlerer Osten 5(4,9) 1,855 0,21
Total 55(53,9) 7,116 0,62
Afrika
Westafrika 10 (9,8) 0,191 4,14
Ostafrika 12 (11,8) 0,290 3,27
Nordafrika 11 (10,8) 2,423 0,36
Zentralafrika 0 0,018 0
Siidliches Afrika 3(2,9) 0,634 0,37
Total 36 (35,3) 3,556 0,80
Lateinamerika
Zentralamerika 4(3,9) 0,316 1,00°
Karibik 0 0,496 0
Siiddamerika 5(4,9) 0,790 0,50
Total 9 (8,8) 1,602 0,44
Nordamerika 0 6,954 0
Australien und Ozeanien 0 0,309 0
Russland 0 0,132 0
Europa' 2(2,0) N.A. N.A.
AuBerhalb Europas 100 (98,0) 19,669 0,65
Gesamt 102 (100) N.A. N.A.

N.A. = nicht anwendbar.

“ Die Fallgruppe wurde definiert durch Patienten mit Durchfallsymptomatik, die tiber drei oder mehr ungeformte
Stuhlgénge innerhalb von 24 Stunden und zusitzlich von mindestens einem weiteren typischen Symptom einer
intestinalen Infektion (z.B. Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit oder abdominelle Schmerzen) berichteten.

® Anzahl einer intestinalen Infektion mit Norovirus (Genogruppe I und IT) oder EAEC oder LT-/ST-ETEC.

¢ Das Risiko fiir Reisende aus Deutschland, die nach Zentralamerika reisen, eine intestinale Infektion mit
Norovirus (Genogruppe I und II) oder EAEC oder LT-/ST-ETEC zu erwerben, wurde als Referenzwert von 1,00
herangezogen. Das relative Risiko (RR) fiir Reisende aus Deutschland in andere Destinationen wurde anhand
dieses Referenzwertes verglichen.

4 Offizielle Anzahl an Flugpassagieren von Deutschland in tropische und subtropische Regionen in Asien, Afrika
und Lateinamerika im Jahre 2008: 12.274.352 (Statistisches Bundesamt, Wiesbaden, Deutschland).

¢ Asien ohne Russland.

Europa ohne Russland. Ein RR fiir Reisende von Deutschland aus in andere Destinationen Europas wurde nicht
berechnet, da in diesem Fall die meisten Reisenden nicht mittels Flugverkehr reisten. Das RR wird nur anhand
von Flugpassagieren ermittelt.
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5.1. Aussagekraft und Zuverlissigkeit der Studie

In der dieser vorliegenden Dissertation zugrunde liegenden Studie wurden zum einen Daten
zum Reiseverhalten von Patienten mit und ohne Durchfallerkrankung erhoben. Zum anderen
wurden Stuhlproben beider Patientengruppen mit parasitologischen, bakteriologischen und
molekularbiologischen Labormethoden untersucht. Der Fokus der untersuchten Pathogene lag
dabei auf dem Norovirus und ausgewihlten Escherichia coli-Pathovaren, welche bereits in
der Literatur mehrfach als weltweit hidufige Ursachen einer Reisediarrhd beschrieben wurden

(4,7, 14, 15, 25, 28].

Dabei wurden nicht wie in den meisten anderen Studien bisher, ausschlieBlich Stuhlproben
von an Durchfall erkrankten Reiseriickkehrern aus nur einer Region untersucht, sondern von
jenen die weltweit gereist waren [10, 14, 16, 33]. Diese Stuhlproben wurden mit einer
Kontrollgruppe von durchfallfreien weltweit gereisten Patienten verglichen, sodass hier eine
valide Aussage iiber die Pridvalenz der potentiellen Enteropathogene und deren moglicher

kausaler Zusammenhang mit der Reisediarrhd getroffen werden konnte.

Die vorliegende Studie stiitzt sich auf die bisher zuverldssigste Nachweismethode von
Escherichia coli-Pathovaren. In vorausgegangenen Untersuchungen konnte ndmlich gezeigt
werden, dass zur Detektion von Escherichia coli-Pathovaren die PCR eine signifikant hohere
Sensitivitit und eine sehr hohe Spezifitit im Vergleich zu anderen Nachweisverfahren,
einschlieBlich der DNA-Hybridisierung, hat [44, 53, 54]. In einem groBlen Anteil von bis
dahin Pathogen-negativen Stuhlproben von Patienten mit einer Durchfallsymptomatik konnte
durch die Anwendung der PCR-Diagnostik letztendlich der Nachweis eines Escherichia coli-
Pathovars erbracht werden und somit eine Ursache der Reisediarrhd nachvollzogen werden

[7, 54, 55]. Die Sensitivitidt der PCR-Diagnostik wird durch die asymptomatische intestinale
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Besiedelung von EAEC und anderen Escherichia coli-Pathovaren, wie sie bereits in

vorherigen Studien beobachtet wurde [12, 43, 56], unterstrichen.

Die RT-PCR gilt als Goldstandard zum Nachweis des Norovirus. Mehrere Studien, in denen
die hier verwendete RT-LAMP Methode untersucht wurde, bekriftigen diese Labortechnik
als gleichwertiges Verfahren zum Nachweis des Norovirus im Vergleich zur RT-PCR
beziiglich Sensitivitdt und Spezifitat [45, 48, 51]. Dadurch kann sich die vorliegende Studie

auch auf eine zuverlédssige Labormethode zur Detektion des Norovirus stiitzen.

Die Studie hat allerdings auch gewisse Einschrinkungen. Die Stuhlproben wurden nicht
gezielt auf das Rotavirus untersucht, was besonders unter Kindern eines der hiufigsten viralen
Pathogene fiir eine Durchfallerkrankung sein diirfte. Da der Hauptanteil der
Studienpopulation jedoch {iiber 20 Jahre alt war, wurde auf den Einschluss dieses
Enteropathogens verzichtet. Die Stuhlproben wurden auch nicht auf die Norovirus
Genogruppen III bis V untersucht, da die Genogruppen I und II als die mit Abstand am
hiufigsten vorkommenden Genogruppen bekannt sind [33]. Weiterhin wurden die Patienten
nach Vorstellung in der AITM der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen nicht
nachbeobachtet, weswegen keine eindeutigen Daten und Aussagen iiber das Anhalten der

Durchfallsymptomatik (letztendliche Durchfalldauer) evaluiert werden konnten.

5.2. Vergleich mit anderen Studien

In der vorliegenden Studie war EAEC mit 45% das am hiufigsten nachgewiesene

Enteropathogen innerhalb der Fallgruppe, wobei es in der Kontrollgruppe mit 16,4%

signifikant seltener zu finden war. Aufgrund dieses Resultates kann postuliert werden, dass

dieses Pathogen mit der Reisediarrho in einem kausalen Zusammenhang steht.
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ETEC konnte in mehr als 29% der Stuhlproben innerhalb der Fallgruppe nachgewiesen
werden, womit es lediglich das zweit hédufigste, detektierte Pathogen nach EAEC war. In
vorherigen Studien wurde allerdings EAEC als das zweit verbreitetste Enteropathogen und
ETEC als die hiufigste Ursache einer Reisediarrhd weltweit beschrieben [7, 14, 15, 57, 58].
In bisherigen Studien wurden sowohl LT-ETEC als auch ST-ETEC als ursidchliche
Enteropathogene fiir eine Reisediarrhd beschrieben [16, 44]. Diese Studie zeigt allerdings
lediglich eine signifikante Assoziation mit einer Reisediarrhd fiir ST-ETEC und keinen
kausalen Zusammenhang fiir LT-ETEC mit einer Reisediarrhd. Im Vergleich zu vorherigen
Studien kann diese Aussage getroffen werden, da die vorliegende Studie ein kontrolliertes
Studiendesign aufweist und da die hohe Proportion an Koinfektionen bei der Analyse der
Daten beriicksichtigt wurde. Andere Studien, welche die Pridvalenz von Enteropathogenen

einer Reisediarrho untersuchen, beinhalten diese Qualitdtsmerkmale nicht [10, 14-16].

Unter Reiseriickkehrern aus Afrika und Asien konnte EAEC in den analysierten Stuhlproben
hiufiger gefunden werden als ETEC, wohingegen die Privalenz von ETEC hoher unter
Reiseriickkehrern aus Lateinamerika war. Diese Erkenntnis zeigte sich bereits in

vorausgegangenen Untersuchungen [7, 14].

Ahnlich zu vorherigen Untersuchungen zeigt die vorliegende Studie mit 11% innerhalb der
Fallgruppe eine im Vergleich zu bakteriellen Pathogenen relativ geringe Pridvalenz fiir
Norovirus als Ursache einer Reisediarrhé [7]. Als eine der wichtigsten nicht-bakteriellen
Ursachen einer Reisediarrhd konnen Noroviren dennoch, auch in Bezug auf die vorliegende
Studie, betrachtet werden. Der Nachweis von Norovirus Genogruppe II war hiufiger im
Vergleich zur Genogruppe 1. Diese Tatsache korreliert ebenfalls mit Darstellungen in der
bisherigen Literatur, in welcher Norovirus Genogruppe II als vorherrschender Stamm in

Krankheitsausbriichen weltweit beschrieben wird [16, 30, 33].

Koinfektionen mit zwei oder mehreren Enteropathogenen waren unter der Studienpopulation

weit verbreitet. In mehr als der Hilfte der Patienten der Fallgruppe konnten Koinfektionen mit
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Protozoen oder Bakterien nachgewiesen werden. Es konnten des Weiteren, wie auch zuvor in
einer Studie von Keskimiki et al. publiziert, signifikant mehr Koinfektionen pro Stuhlprobe in
der Fall- als in der Kontrollgruppe detektiert werden. In diesen Fillen konnte folglich nicht
eindeutig ein einzelnes Pathogen als die krankheitsauslosende Ursache festgestellt werden.
Die hohe Rate an Koinfektionen innerhalb der Fallgruppe legt damit die Vermutung nahe,
dass die Existenz von multiplen Enteropathogenen geeignetere Bedingungen darstellt, um
eine symptomatische intestinale Infektion auszulosen [56]. Nichtsdestotrotz, unter den
Stuhlproben der Fallgruppe, in denen eine Koinfektion festgestellt werden konnte, waren die
am zahlreichsten gefundenen Erreger Blastocystis hominis und Campylobacter jejuni. Fiir
beide Pathogene konnte eine signifikant hohere Pridvalenz innerhalb der Fallgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe vorgefunden werden, wodurch beide Erreger als definitive
Ursache einer Reisediarrhd vermerkt werden konnen. Wohingegen Campylobacter jejuni
bereits mehrfach als ein hédufiges bakterielles Enteropathogen fiir die Entstehung einer
Reisediarrhd, insbesondere in Asien, beschrieben wurde, ist immer noch unklar ob
Blastocystis  hominis als obligat wirkendes Pathogen, assoziiert mit einer
Durchfallsymptomatik, eingestuft werden kann [7, 35, 42]. Die vorliegende Studie
veranschaulicht dennoch die neue Erkenntnis, dass Blastocystis hominis andere intestinale

Pathogene ergénzen konnte, um eine Durchfallsymptomatik auszuldsen.

Das hochste relative Risiko fiir die Entstehung einer Reisediarrhd durch Norovirus, EAEC
oder ETEC wurde fiir Reisende in folgenden Regionen errechnet: Westafrika, Ostafrika und
Siidasien. Diese Beobachtung bestitigt jene Destinationen wie bereits vorbeschrieben als

Hochrisiko-Regionen der Welt fiir das Auftreten einer Reisediarrho [7, 59].

Die vorliegende Untersuchung zeigt mit 16% und 22% einen jeweils erwidhnenswerten
Nachweis von EAEC und LT-ETEC innerhalb der Kontrollgruppe. Eine asymptomatische
intestinale Besiedelung von EAEC und anderen Escherichia coli-Pathovaren in Regionen von
Entwicklungsldndern wurde zuvor auch in weiteren Studien beobachtet [12, 43, 56]. Jener

festgestellte hohe Anteil von einer asymptomatischen Besiedlung der Kontrollgruppe konnte
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einerseits durch die weitaus groflere Sensitivitdt der verwendeten PCR-Nachweismethoden
erklart werden. Andererseits ist fiir eine symptomatische Infektion mit EAEC und ETEC
gewohnlich eine hohe Infektionsdosis notwendig und zusitzlich héngt ein Ausbruch von
Symptomen von der Immunitdt des Wirts und der individuellen genetischen Pridisposition
des Patienten ab [7, 56, 60-62]. Insbesondere die hohe Rate an asymptomatischen LT-ETEC
Infektionen konnte sich auf eine in der Literatur vorbeschriebene, natiirliche Immunantwort

gegen ETEC Infektionen beziehen [14, 63].

Die Detektionsraten fiir EAEC, LT-ETEC, ST-ETEC und Norovirus Genogruppe I und II
innerhalb der Fallgruppe waren nicht signifikant unterschiedlich zwischen Fillen mit akuter
und chronischer Reisediarrthé. Aus diesem Grund konnten alle erwdhnten Enteropathogene
sowohl mit einer akuten als auch mit einer chronischen Durchfallsymptomatik assoziiert sein.
Da das Norovirus vornehmlich als Ursache einer akuten Gastroenteritis und Reisekrankheit
bekannt ist [29, 64, 65], sind gerade in Bezug auf die hohe Privalenz der bakteriellen
Enteropathogene innerhalb der Kontrollgruppe in der vorliegenden Studie, weiterfiihrende

Untersuchungen, besonders zur Erorterung der chronischen Reisediarrho, notwendig.

5.3. Schlussfolgerungen

Aus den genannten Ergebnissen kann man schlieBen, dass im Rahmen dieser Dissertation eine
moderate Priavalenz von Norovirus, Blastocystis hominis und Campylobacter jejuni in den
Stuhlproben von Reiseriickkehrern mit einer Durchfallsymptomatik festgestellt werden
konnte. Dahingegen zeigte sich eine hohe Privalenz von EAEC und ETEC (LT-ETEC und
ST-ETEC) unter den Reisenden mit einer Durchfallsymptomatik, insbesondere bei
Reiseriickkehrern aus Westafrika, Ostafrika und Siidasien. Mittels des Vergleichs mit der
Kontrollgruppe konnte verdeutlicht werden, dass die intestinalen Infektionen mit EAEC, ST-
ETEC und Campylobacter jejuni in einem kausalen Zusammenhang mit der Reisediarrho

stehen. Andererseits konnte dies bei den anderen Enteropathogenen nicht festgestellt werden.
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Dartiiber hinaus wurde durch diese Arbeit bestitigt, dass intestinale Koinfektionen mit einem
oder mehreren Enteropathogenen sehr hdufig vorkommen. Daraus kann postuliert werden,
dass umfangreichere, diagnostische Untersuchungen von Stuhlproben notwendig sind, um
diese Enteropathogene zu detektieren, um eine gezielte Therapie bei Patienten mit

Reisediarrho durchfithren zu konnen.

38



6. ZUSAMMENFASSUNG

6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Durchfallerkrankung ist das haufigste Krankheitsbild unter Reisenden in tropischen und
subtropischen Lédndern. Dennoch sind Daten iiber das Spektrum und die Relevanz von

Enteropathogenen bei international Reisenden begrenzt.

In der vorliegenden Studie wurden Stuhlproben von 114 Reiseriickkehrern (Fallgruppe) vor
allem aus tropischen und subtropischen Regionen fiir eine mikrobiologische
Standarddiagnostik, sowie fiir eine spezifische und sensitive PCR-Diagnostik auf Norovirus
Genogruppe I und Genogruppe 11, auf enteroaggregative Escherichia coli (EAEC), sowie auf
enterotoxigene Escherichia coli (ETEC), die ein hitzelabiles Toxin (LT-ETEC) und ein
hitzestabiles Toxin (ST-ETEC) produzieren, gesammelt. Reisedaten, klinische Daten und
laborspezifische Daten wurden mit einer Kontrollgruppe von 56 Reiseriickkehrern ohne
Durchfallsymptomatik verglichen. Dabei konnte innerhalb der Fallgruppe als héufigstes
Enteropathogen EAEC in 45% der Stuhlproben nachgewiesen werden. Mit abnehmender
Priavalenz folgten LT-ETEC (20%), ST-ETEC (16%), Blastocystis hominis (15%),
Campylobacter jejuni (12%), Norovirus (11%), Giardia lamblia (6%), Shigella spp. (6%) und
Salmonella spp., Cryptosporidium spp., sowie Cyclospora cayetanensis (jeweils 3%). Im
Vergleich zu der Kontrollgruppe konnte jedoch lediglich fir EAEC, ST-ETEC, Blastocystis
hominis und Campylobacter jejuni eine signifikant hohere Privalenz innerhalb der Fallgruppe

beobachtet werden.

Koinfektionen mit zwei oder mehreren Enteropathogenen waren innerhalb der
Studienpopulation weit verbreitet. In der Fallgruppe lag die Proportion der Koinfektionen bei

61%, wobei sie in der Kontrollgruppe bei 13% lag.

Unter den untersuchten Reisenden war Asien mit 54% das hdufigste Reiseziel, gefolgt von

Afrika mit 35% und Lateinamerika mit 9% der Reisenden.
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Das hochste relative Risiko fiir das Auftreten einer Durchfallerkrankung konnte allerdings fiir

Westafrika, Ostafrika und Siidasien berechnet werden.

Die vorliegende Studie konnte nachweisen, dass EAEC, ST-ETEC und Campylobacter jejuni
die héufigsten Verursacher fiir eine Reisediarrhd unter Reiseriickkehrern darstellen, und
konnte sie damit als wichtige dtiologische Enteropathogene einer Reisediarrhd bestitigen.
Hingegen konnte fiir LT-ETEC kein ursdchlicher Zusammenhang mit einer Reisediarrho
festgestellt werden. Diese Aussage konnte getroffen werden, da die vorliegende Studie ein
kontrolliertes Studiendesign beinhaltet und da die hohe Proportion an Koinfektionen bei der

Analyse der Daten beriicksichtigt wurde.
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AITM Abteilung fiir Infektions- und Tropenmedizin
bzw. beziehungsweise

Cce Grad Celsius

CA California

cDNA complementary deoxyribonucleic acid

bp

d.h.
DNA

EAEC

ELISA

ETEC

GA

HEp-2-Zellen

LT

MgClz
mM

Basenpaare

das heif3t

deoxyribonucleic acid

enteroaggregative Escherichia coli

enzyme linked immunosorbent assay

enterotoxigene Escherichia coli

Georgia

Humane Epitheliomzellen Typ 2

hitzelabiles Toxin

Magnesiumchlorid

Millimolar
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NaCl Natriumchlorid

P P-Wert/p-value

PCR polymerase chain reaction

pmol Pikomol

RNA ribonucleic acid

RR relatives Risiko

RT-LAMP reverse transcription loop-mediated isothermal amplification
RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction
Spp. Spezies

ST hitzestabiles Toxin

X Texas

U Unit (Enzymeinheit)

u.a. unter anderem

z.B. zum Beispiel

ul Mikroliter
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