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Department of Medical Microbiology

EINLEITUNG

Die Abteilung Medizinische Mikrobiologie stellt fiir die Universitats-
klinik Gottingen und andere Krankenhduser, sowie niedergelassene
Arzte die Infektionsdiagnostik (Bakteriologie, Virologie, Mykologie,
Parasitologie) einschlieB3lich infektiologischem Konsiliardienst zur
Verfiigung. Im Bereich der Forschung und Lehre ist sie fiir die ge-
samte Medizinische Mikrobiologie mit Ausnahme derVirologie ver-
antwortlich. Dementsprechend werden fiir alle wissenschaftlichen
Bereiche bakteriologische, parasitologische und mykologische The-
men abgedeckt, wobei ein besonderes Interesse fiirinterdisziplina-
re Ansdtze in Zusammenarbeit mit klinischen Einrichtungen besteht.
Die einzelnen Forschungsaktivitdten konzentrieren sich dabei auf
Untersuchungen zur Pathogenese klinisch-relevanter Erreger. Zur
Abteilung gehdrte bis 06/2007 die Schwerpunktprofessur fiir Mo-
lekulare Medizinische Mikrobiologie, die aufgrund thematischer
Uberschneidungen aber in den Forschungsbericht der gesamten
Abteilung integriert wurde.

PREFACE

The Department of Medical Microbiology offers diagnostic services
on infectious diseases including consultancies for the University
Medical Center and other hospitals, as well as general practitio-
ners. The Department is responsible for the discipline of Medical
Microbiology except Virology in the fields of research and teaching.
Therefore, bacteriological, parasitologicaland mycological aspects
form the focus of the department with a special emphasis on in-
terdisciplinary projects in collaboration with clinical departments.
The research activities concentrate on the pathogenesis of clinically
relevant pathogens. Until 06/2007 a Special Professorship for Mo-
lecular Medical Microbiology also belonged to the department. The
summary of research activities of this area has been integrated into
the departmental report, as a result of thematic overlaps.

1.
Infektionen mit Campylobacter jejuni

Diagnostik, Epidemiologie und Pathogenese der Infektion mit
Campylobacter jejuni

Campylobacterjejuniist nochvorSalmonellen der derzeit hdufigste
bakterielle Durchfallerreger und — wie wir mit Hilfe von rekombi-
nanten Antigenen serologisch zeigen konnten - die hdufigste Ursa-
che des Guillain-Barré-Syndroms. Mit Hilfe der ,,signature-tagged“
Mutagenese konnten wir eine Mutantenbank herstellen, die fiir
die Identifizierung Virulenz-assoziierter Faktoren eingesetzt wird.
Neben bakteriellen Faktoren spielen fiir die Pathogenese vermut-
lich auch immunpathologische Effekte eine wichtige, aber bisher
nicht genau definierte Rolle: Aus diesem Grund wird von uns u.a.
auch die Bedeutung der Pathogen-induzierten Wirtszellapoptose
untersucht. Um die Bedeutung bakterieller Plasmide fiir Antibioti-
karesistenz und Pathogenese zu kldren, haben wir die Prévalenz
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von Plasmiden und deren Assoziation mit Antibiotikaresistenzen
bei klinischen C. jejuni-Isolaten untersucht. Neunundzwanzig Pro-
zentderklinischen Isolate beherbergen Plasmide unterschiedlicher
Grofe, wobei lediglich die Resistenz gegen Tetrazyklin signifikant
mit Plasmiden assoziiert ist, was von Bedeutung fiir die horizon-
tale Ausbreitung der Tetrazyklinresistenz in der Tierhaltung ist. Da
bakterielle Sekretionssysteme fiir die Interaktion zwischen intra-
zelluldren Bakterien und ihren Wirtszellen eine zentrale Rolle spie-
len, wurden auBerdem vergleichende Untersuchungen am Modell
Chlamydia pneumoniae durchgefiihrt.

1.
Infections with Campylobacter jejuni

Diagnosis, Epidemiology and Pathogenesis of Infections with
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni is the major enteral pathogen in humans. Us-
ing recombinant antigens, we were able to show that C. jejuni is
the most frequent cause of the Guillain Barré syndrome. Using the
method of signature-tagged mutagenesis, we were able to generate
a mutant library, which is used foridentifying virulence-associated
factors. In addition to bacterial factors,immunopathological effects
most likely play a prominent butyet unknown role for pathogenesis.
Therefore, we investigate the role of pathogen-induced host-cell
apoptosis in an in-vitro approach. In order to determine the role of
bacterial plasmids for antibiotic resistance and pathogenesis, we
have investigated the prevalence of plasmids in C. jejuni isolates
of patients, including their association with antibiotic resistance.
Twenty-nine percent of clinical C. jejuni isolates harbour plasmids
of various sizes. There was a significant association of plasmids
with tetracycline resistance, which has important implications for
the horizontal transfer of antibiotic resistance in animal breeding.
Since bacterial secretion systems are important for the interaction
between intracellular bacteria and their host cells, a comparative
analysis of the model organism Chlamydia pneumoniae has also
been performed.
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2.
Pathogenese bakterieller Infektionen des ZNS

Pathogenese der Neuroborreliose

Die Lyme—Borreliose wird durch Borrelia burgdorferi verursacht
und ist die hdufigste zeckeniibertragene Infektionskrankheit der
nérdlichen Hemisphére. Problematisch ist vor allem die Entwick-
lung neurologischer Krankheitsbilder (Neuroborreliose), deren
Pathogenese bislang ungeklart ist. Dem Verdacht, dass die Borre-
liose psychiatrische und neuropsychologische Auffalligkeiten aus-
|6st, wird im Rahmen einer vom Land Niedersachsen geférderten
Neuroborreliose-Sprechstunde systematisch nachgegangen.

Mechanismen der neuronalen Schddigung bei der experimentellen
Pneumokokken-Meningitis

Streptococcus pneumoniae gilt derzeit als der hdufigste ambulant
erworbene Meningitis-Erreger. Patienten, die an einer bakteriellen
Meningitis versterben, weisen Nekrosen im Hippocampus und
Neocortex sowie apoptotische Neuronenuntergédnge im Gyrus den-
tatus auf. Die Mechanismen dieser neuronalen Schadigung werden
im Tierversuch, in organotypischen Zellkulturen und an menschli-
chem Autopsiematerial untersucht. Mit Hilfe von bakteriellen
knock-out-Mutanten (z.B. Pneumolysin-, Hyaluronidase-, Neurami-
nidase-defizient), sowie mit Gen-defizienten Mdusen wird unter-
sucht, welche Erregereigenschaften fiir den Neuronenschaden
entscheidend sind und welche Entziindungsreaktionen des Wirts
dabei eine Rolle spielen. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse sol-
len auch fiirinnovative diagnostische und therapeutische Ansétze
genutzt werden.

2.
Pathogenesis of Bacterial Infections of the CNS

Pathogenesis of Neuroborreliosis

Lyme borreliosis is the most common tick-borne infectious disease
inthe northern hemisphere. One problem caused by the disease is
the development of neurological symptoms with ayet to be definied
pathogenesis. It was recently suspected that Borrelia burgdorferi
is a causative agent of psychiatric disorders and neuropsychologic
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symptoms. This hypothesis is investigated in a special neurobor-
reliosis outpatient clinic.

Mechanisms of Neuronal Damage in Experimental Pneumococcal
Meningitis

Streptococcus pneumoniae is the most common causative agent
of environmentally acquired meningitis. In patients who die of
bacterial meningitis, necroses in neocampus and neocortex, as
well as apoptotic damage of neurons, can be detected. The reasons
for these lesions are investigated in animal models, in organo-
typic cell culture systems and in autopsy material of human origin.
Using knock-out mutants of pneumococci (e.g. pneumolysin-, hy-
aluronidase-, neuraminidase-deficient) and gene-deficient mice,
we will investigate which properties of the bacteria are essential
for the damage to neurons. Additionally, the role of the host’s in-
flammation reaction will be analysed in this context. The results
of ourinvestigations shall promote new concepts of diagnosis and
therapy in CNS infections.
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rations of protein-synthesis-inhibiting antibiotics on production and release of the pneumo-

coccal virulence factor pneumolysin in vitro. CHEMOTHERAPY, 53: 327-331

Spreer A, Gerber J, Hanssen M, Schindler S, Hermann C, Lange P, Eiffert H, Nau R (2006) Dexa-
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3.
Toxoplasmose

Die Toxoplasmose wird durch den eukaryontischen Einzeller Toxo-

plasma gondii verursacht und stellt weltweit eine der hdufigsten

parasitdren Infektionserkrankungen dar. Akute Infektionen verlau-
fen meist subklinisch. Die Parasiten werden jedoch nicht vom Im-
munsystem ihrer Wirte eliminiert, sondern wandeln sich vom ver-
mehrungsfahigen Tachyzoitenstadium in eine Ruheform (Bradyzo-

iten innerhalb von Zysten) um und kénnen dadurch lebenslang vor
allem in Muskelgewebe und Gehirn tiberdauern. Die Grundlagen
derlmmunevasion und der Persistenz werden von uns in mehreren
Aspekten untersucht.

Epidemiologie, Diagnostik und Therapie der Toxoplasmose

Die Diagnostik der Toxoplasmose stellt weiterhin eine Herausfor-
derung dar. Aus diesem Grund werden von uns rekombinante Pa-

rasitenantigene hergestellt, die hinsichtlich ihrer diagnostischen
und prognostischen Eignung untersucht werden. Auferdem soll

in Kooperation mit anderen Laboren und klinischen Kollegen ge-
klart werden, welchen Einfluss das derzeit in Deutschland (ib-
liche Therapieschema auf die schwangerschaftsrelevante Toxo-

plasmose hat.

Stadiendifferenzierung in Toxoplasma gondii
Ziel unserer Untersuchungen ist es, den Differenzierungsprozess

zwischen Tachyzoiten und Bradyzoiten von T. gondii auf moleku-

larer Ebene zu verstehen. In einem methodischen Ansatz werden

durch Variationen in den Zellkulturbedingungen, z.B. durch Kulti-
vierung unter Stressbedingungen oder unter suboptimaler Nahr-
stoffversorgung, die Bedingungen analysiert, die zu einer beson-
ders effizienten Bradyzoitendifferenzierung fiihren. In einem wei-
teren Ansatz werden gezielt knock-out Mutanten fiir stadienspezi-
fisch regulierte Gene generiert, die dann hinsichtlich ihres Diffe-

renzierungsverhaltens untersucht werden.

Metabolismus in Toxoplasma gondii
Neben den iiblichen eukaryotischen Organellen besitzt . gondii ein

rudimentares Plastid, in dem fiir den Parasiten essenzielle Stoff-
wechselreaktionen lokalisiert sind. Wir haben im Detail die meta-

bolische Kompartmentalisierung wichtiger Stoffwechselwege des
Kohlenhydrat-Metabolismus untersucht und konnten zeigen, dass
derParasit ein ungewohnliches Repertoire und eine ungewdhnliche
Lokalisierung einiger am Energiestoffwechsel beteiligter Enzyme
besitzt. Zurzeit beschéftigen wir uns mit einer Komponente der
parasitdren mitochondrialen Atmungskette, die beim Menschen

nicht vorkommt und deshalb als potenzielles ,,drug-target” in Fra-

ge kommt. Wir konnten ein Quinolon-Derivat identifizieren, dass
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dieses Enzym (Typ-II-NADH-Dehydrogenase) mit hoher Affinitat in-
hibiert und in nanomolaren Konzentrationen das Wachstum des
Parasiten hemmt.

Modulation der Interferon-regulierten Inmunantwort gegen
Toxoplasma gondii

Eine effektive Immunabwehr des Parasiten basiert auf einer T-Zell-
vermittelten Immunitét. Interferon (IFN)-gamma ist der wichtigste
Regulator einer effektiven Immunantwort gegen Toxoplasma. Um
dennoch dauerhaft in seinen Wirten {iberleben zu kdnnen, hat T.
gondiijedoch Mechanismen entwickelt, die es ihm ermoglichen, die
IFN-regulierte Immunantwort abzuschwachen. Wir konnten nach-
weisen, dass T. gondii die Expression von MHCKlasse II-Molekiilen
in verschiedenen antigen-prdsentierenden Zellen des Menschen
und der Maus vermindert und dadurch eine CD4-T-Zell-Antwort inhi-
biert. AuBerdem wird auch die induzierbare NO-Synthase, die durch
Produktion von Stickstoffmonoxid zur Parasitenabtdtung beitragen
kann, nach Infektion mit T. gondii herunterreguliert. Wir konnten
zeigen, dass der Parasit IFN-gamma-regulierte Wirtszellantworten
verhindert, indem die Acetylierung von Histonen blockiert ist und
dadurch die entsprechenden Gene nichtabgelesen werden kénnen.
Mit diesen Informationen ergeben sich zukiinftig eventuell neue
Strategien fiir eine verbesserte Behandlung der Toxoplasmose.

Inhibierung von Wirtszellapoptose (Programmierter Zelltod) durch
Toxoplasma

Die Apoptose ist ein wichtiger Abwehrmechanismus der angebo-
renen und erworbenen Immunantwort gegen intrazelluldre Para-
siten. Wir konnten nachweisen, dass T. gondii einen frithzeitigen
Wirtszelltod durch Inhibierung der Wirtszellapoptose unterbinden
kann. Wir haben drei unterschiedliche Mechanismen identifiziert
und charakterisiert, durch die Toxoplasma die Wirtszellapoptose
effektivverhindert. So wird die Rezeptor-vermittelte Apoptose durch
Spaltung und Degradierung der Caspase 8 nach Infektion mit Toxo-
plasmablockiert. Der durch Mitochondrien regulierte Apoptoseweg
wird dagegen durch eine verminderte Aktivierung der Proteine Bax
und Bak sowie durch Hemmung der Caspase 9 vermittelt. Unter
Verwendung eines zellfreien in vitro-Systems haben wir zeigen kon-
nen, dass die Aktivierung der Caspase 9 durch exkretorisch-sekre-
torische Proteine von T. gondii blockiert wird. Zurzeit untersuchen
wir detailliert die Beteiligung spezifischer Parasitenproteine an der
Hemmung der Wirtszellapoptose.

Mechanismen der Persistenz von Toxoplasma gondii in Skelett-
muskelzellen

Ein GroBteil der Infektionen des Menschen mit 7. gondii geht mit
hoher Wahrscheinlichkeit auf den Verzehr von ungeniigend gegar-
tem Fleisch infizierter Schlachttiere zuriick, das persistierende Bra-
dyzoiten enthalt. Wir untersuchen daher in einem BMBF-geforder-
ten Verbundprojekt Mechanismen der Stadiendifferenzierung und
Persistenzin Skelettmuskelzellen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass
Skelettmuskelzellen eine geeignete Wirtszelle fiir die intrazellula-
re Vermehrung des Parasiten darstellen. Die Differenzierung von
schnell replizierenden Tachyzoiten zu potentiell persistierenden



Bradyzoiten findet dabei in Skelettmuskelzellen in Abwesenheit
exogener Stressfaktoren mit deutlich héherer Effizienz statt als in
Fibroblasten. IFN-gamma fiihrt in Skelettmuskelzellen zu einer im
Vergleich zu Fibroblasten starken Hemmung der Parasitenvermeh-
rung. Diese Reduktion des Parasitenwachstums in Skelettmuskel-
zellen ist jedoch nicht mit einer verstdrkten Differenzierung zum
Bradyzoitenstadium verbunden.

3.
Toxoplasmosis

Toxoplasmosisistransmitted by the protozoan parasite Toxoplasma
gondii and regarded as one of the most common parasitic diseas-
es worldwide. However, the acute infection is subclinical and the
parasites are able to partially evade the host’s immune response
and to differentiate from the replicative tachyzoite into the dor-
mant bradyzoite stage, which enables them to survive for the life-
time of their host in brain and muscle tissue. The characteristics
of immune evasion and parasite persistence are investigated in
several aspects.

Epidemiology, diagnosis, and therapy of toxoplasmosis
Diagnosis of toxoplasmosis still needs improvement. Therefore,
we generate recombinant parasite antigens that are investigated
in regard to their usefulness for diagnosis and prognosis. In co-
operation with other laboratories and clinicians, we also analyse
the impact of the current German treatment regime on pregnancy-
related toxoplasmosis.

Stage specific genes in Toxoplasma gondii

The aim of our research is to understand the differentiation process
between tachyzoites and bradyzoites at the molecular level. One
approach is to cultivate infected cells under various stress condi-
tions or under conditions where nutrients are depleted, in order
to identify factors and environments which are strong inducers for
bradyzoite differentiation. In a second approach, knock-out mu-
tants for stage specifically regulated genes are generated and
mutants are analyzed for their differentiation behaviour after-
wards.

Metabolism in Toxoplasma gondii

T. gondii possesses a rudimental plastid, which is essential for
parasite survival. We performed detailed analysis on the compart-
mentalization of enzymes involved in the carbohydrate metabolism
and could show that the parasite possesses an unusual repertoire
as well as an unusual localization of several enzymes involved in
the energy metabolism. We are currently investigatinga component
of the parasitic mitochondrial chain which is absent in humans
and is thus suitable as a putative drug target. We could identify a
quinolone-like compound that inhibited this enzyme (type-1l NADH
dehydrogenase) with high affinity and in nanomolar concentrations
leads to growth inhibition of the parasite.
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Modulation of interferon-regulated immune responses against
Toxoplasma gondii

An efficient immune response against the parasite relies on T cell-
mediated immunity. Interferon (IFN)-gamma critically regulates an
efficient immune response to T. gondii. In order to survive in its
host, T. gondiihas however evolved mechanisms to counterbalance
IFN-regulated immune responses. We have shown that T. gondii
down-regulates the expression of MHC class Il-molecules in different
antigen-presenting cells of humans and mice, thereby inhibiting an
efficient CD4 T cell-response. In addition, expression of the anti-par-
asitic effector molecule iNOS is also inhibited after parasitic infec-
tion. The parasite-mediated inhibition of IFN-gamma responses is
achieved by blocking the acetylation of histones and thereby avoid-
ing gene transcription. These findings may lead to novel strategies
for developing an improved therapy against toxoplasmosis.

Inhibition of host cell apoptosis (programmed cell death) by Toxo-
plasma gondii

Apoptosis is an important effector mechanism of the innate and
adaptive immune response againstintracellular parasites. We have
shown that T. gondii is able to inhibit apoptotic host cell death.
Subsequently, we have identified three distinct mechanisms by
which Toxoplasma efficiently inhibits host cell apoptosis. Death
receptor-mediated apoptosis is inhibited by cleavage and degra-
dation of caspase 8. In contrast, apoptosis regulated via mitochon-
driais blocked by decreasing the activation of Bax and Bak and by
inhibiting caspase 9. The latter mechanism involves the secretion
of excretory molecules by T. gondii. Currently, the impact of dis-
tinct parasite proteins on the inhibition of host cell apoptosis is
further characterized.

Persistence of Toxoplasma gondii in skeletal muscle cells
Humans largely acquire infections with T. gondii by ingestion of un-
dercooked meat from livestock containing persistent bradyzoites.
We therefore examine mechanisms of stage differentiation and
persistence in skeletal muscle cells. The results show that this cell
type sustains the intracellular replication of the parasite. Differen-
tiation from tachyzoites to potentially persisting bradyzoites occurs
more readily in muscle cells in absentia of exogenous stress factors
thanin fibroblasts. On the otherhand, IFN-gamma strongly inhibits
parasite replication in skeletal muscle cells, but does not induce
stage differentiation. These results indicate cell type-specific inter-
actions of T. gondii with skeletal muscle cells that may be crucial
for transmission to humans.
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4.
Mykologie

Adhdrenz von Candida

Als fakultativ pathogene opportunistische Infektionserreger besie-
deln Candida Hefen nicht nur die menschlichen Schleimhaute,
sondern sie rufen auch schwere systemische Infektionserkrankun-
gen hervor. Um die Interaktion von Candida Hefen mit Komponen-
ten derImmunabwehr zu untersuchen, wurden in-vitro Modelle mit
verschiedenen Zellsystemen (Epithel, Endothel, Makrophagen)
etabliert. Innerhalb dieser Modelle wird einerseits die Expression
bestimmter Virulenzfaktoren des Pilzes (z.B. die sekretorischen
Aspartatproteinasen, Sap) charakterisiert, andererseits werden
mogliche Auswirkungen auf die Wechselwirkung zwischen Pilz und
Wirtszelle bei Einsatz neuer therapeutischer Strategien unter-
sucht.

MykoLabNet-D

Das Nationale Referenzzentrum (NRZ) fiir Systemische Mykosen
untersucht zusammen mit mehr als 60 externen Laborpartnern
epidemiologische Zusammenhédnge systemischer Mykosen, insbe-
sondere Candidamien. Hierbei konnte gezeigt werden, dass hier-
zulande in den letzten Jahren durch Candida albicans verursachte
Fungdmien zugunsten von nicht-albicans Candida-Arten abnehmen.
Die antimykotische Resistenzsituation kann derzeit noch als ent-
spannt angesehen werden.

Azol-Resistenzmechamismen bei Candida Spezies

Es gibt zwei bekannte, prinzipiell unterschiedliche Resistenzme-
chanismen gegeniiber der klinisch bedeutsamen Gruppe der Tria-
zole: Modifikation der Targetstruktur (Lanosterol Demethylase
Erg11) durch Punktmutation oder die transient verstarkte Expres-
sion von Effluxpumpen (Cdr oder Mdr Protein). Derzeit wird der
Einsatz von Effluxinhibitoren zur Kombinationstherapie bei Candi-
dosen diskutiert. Daher haben wir die Verbreitung dieser beiden
Mechanismen in einem Kollektiv Fluconazol- und /oderVoriconazol
resistenter klinischer Isolate untersucht und gravierende Unter-
schiede zwischen den beiden am stdrksten verbreiteten human-
pathogenen Hefen Candida glabrata und C. albicans gefunden.
Desweiteren konnten wir zeigen, dass die intrinsische Resistenz
von C. glabrata gegeniiber Triazolen weder auf Efflux noch auf Ver-
danderungen der Sterolbiosynthese zuriickgeht. Im Gegensatz dazu
gibt es bei C. albicans starke Uberlappungen beider Phinotypen.

Aspergillus-Mykosen

Pilz-Proteasen als mogliche pharmakologische Zielmolekiile ste-
hen im Zentrum dieses Projekts, da sie als potentielle Virulenzfak-
toren von Aspergillus angesehen werden. Sekretorische und zel-
luldre Proteasen des Pilzes wurden von uns biochemisch charak-
terisiert und gereinigt. Zur Funktionsanalyse wurden die entspre-
chenden Gene deletiert; die dabei erhaltenen Mutanten werden
dann im Hinblick auf eine eventuelle Virulenzminderung getestet.
Um infektionsrelevante Komponenten des Pilzes zu identifizieren,
untersuchen wir im 2D-Immunoblot und im Immuno-Screening



Aspergillus cDNA-Banken mit Patientenseren. Bereits identifizier-
te Antigene werden rekombinant hergestellt und sollen im Tierver-

such auf eine Eignung als Impfstoff gepriift werden.

Diagnostik und Pathogenese von invasiven Mykosen

Fiir die fluoreszenzmikroskopische Diagnostik von Mykosen finden
Diaminostilbene, sogenannte optische Aufheller,Verwendung. Wir
zeigten, dass ein typischer Aufhellerim Tier apathogen ist und sich
zur vitalen Mykosediagnostik mit bildgebenden Verfahren eignet.
Dazu wurde der Aufheller mit einem gebrduchlichen Radionuklid
iodiert. Dieses neue Radiodiagnostikum war im Tier in der Lage,

bei i.v.-Anwendung tiefliegende Mykoseherde zu erkennen. Inva-
sive Zygomykosen bedrohen vor allem Diabetiker. Typische Nekro-

sen bei Zygomykose entstehen durch Gerinnsel, die sich um die
Pilze in Blutgefdssen bilden. Wir haben Proteinasen von entspre-
chenden Isolaten untersucht und ein Subtilisin identifiziert, das
Fibrinogen parakoaguliert und vermutlich die blockierende Gerin-
nung auslost. Ziel dieser Untersuchung ist die Identifizierung von
therapeutisch verwendbaren Subtilisin-Inhibitoren, die die patho-
logische Blutgerinnung hemmen. Schliesslich wurden auch drei
kommerziell vertriebenen Antigentests zur Candidose-Diagnostik
evaluiert.

Zellwandaufbau bei Candida species

Die opportunistischen Hefen Candida albicans und C. glabrata
verursachen beim immunsupprimierten Patienten meist todlich
verlaufende, systemische Infektionen. Sowohl fiir die Pathogenese
als auch als Zielstruktur zur Entwicklung neuer Antimykotika kommt
derZellwand der Hefen eine zentrale Rolle zu. Diese besteht, neben
makromolekularen Kohlenhydratanteilen (beta-1,3-Glukan,
beta-1,6-Glukan, Chitin) aus einer Vielzahl von Mannoproteinen.
Zellwandproteine tibernehmen essentielle Aufgaben fiir den Pilz,
sind kovalent in die Zellwand eingebunden und z. T. hoch glykosy-
liert. In unserer Arbeitsgruppe werden mittels biochemischer und
molekularer Methoden (u.a. 2-D-Gelelektrophorese, Q-TOF-MS)
Zellwandproteine identifiziert und deren Funktion charakterisiert.

Intrazelluldre Entwicklung von Mikrosporidien

Mikrosporidien sind intrazelluldre Pilze, die — ebenso wie Toxo-
plasmen - bei Immunsuppression zu systemischen Infektionen
filhren konnen und daher als vergleichendes Modell zu T. gondii
von uns eingesetzt werden. Einzigartig ist der Invasionsmechanis-
mus der Mikrosporidien, der aufeiner Injektion des Sporoplasmas
in die Wirtszelle beruht. Wir haben begonnen die Biogenese der
parasitophoren Vakuole zu untersuchen, in der sich der Modelor-
ganismus Encephalitozoon cuniculi nach dieser Injektion entwi-
ckelt. Mit Hilfe von ,time lapse* Videomikroskopie konnten wir
nachweisen, dass die Membran der parasitophoren Vakuole von
der Zytoplasmamembran der Wirtzelle stammt und durch den Ein-
bau von Poren modifiziert wird, die einen Nahrstoffimport aus dem
Zytosol der Wirtszelle ermoglichen.
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4,
Mycology

Adherence of Candida

Candida yeasts are facultative opportunistic pathogenic microor-
ganisms. They colonise human mucosa. However, Candida yeasts
are also able to cause severe systemic infections. To investigate
the interaction of Candida with components of the immune defence,
in vitro models with different cell systems (epithelia, endothelia,
macrophages) have been established. In these models, the expres-
sion of virulence factors of Candida yeasts (e.g. secretory aspartic
proteases, Sap) is analysed. On the other hand, possible modifica-
tions of new therapeutic strategies on the interaction of yeasts with
the host cells are studied.

MykoLabNet-D

The National Reference Center (NRC) for Systemic Mycoses, togeth-
er with more than 60 external laboratory partner institutions, is
investigating the epidemiology of systemic mycoses, especially of
candidemia. During the last years we could show that fungemia
caused by Candida albicans is decreasing in favour of non-Candi-
da species. In Germany, antimycotic resistances are still observed
at low frequencies.

Azole resistance mechanisms in Candida species

There are two distinct known resistance mechanisms towards the
clinically important antifungal triazole drugs: modification of the
target structure (lanosterol demethylase Erg11) through point mu-
tations or the increased expression of drug efflux pumps (Cdr or
Mdr proteins). Currently, the use of efflux inhibitors for a combined
therapy in candidiasis is discussed. Therefore, we investigated the
distribution of these mechanisms in a collective of fluconazole
and/or voriconazole resistant clinical isolates and found distinct
differences between the two most common human pathogenic
yeasts Candida glabrata and C. albicans. We were able to show,
that the intrinsic resistance towards azole antifungals of C. glabra-
ta is neither due to efflux, nor changes in ergosterol biosynthesis,
while in C. albicans these two phenotypes largely overlap.

Invasive Aspergillosis

The project focuses on fungal proteinases, which are regarded as
potential virulence factors and thus, potential drug targets. Secret-
ed and cellular proteinases have been purified and biochemical-
ly characterised. In order to explore their biological function, the
corresponding proteinase genes were deleted and mutants were
tested for virulence. With a view to finding further fungal proteins
which are relevant for pathogenesis, we perform immunoscreen-
ing on fungal proteins separated by 2D-electrophoresis and on an
Aspergillus cDNA expression library using patients’ sera. Antigens
which have already been identified by this latter method are then
expressed recombinantly and will be tested as potential vaccine
candidates in an animal model.
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Diagnosis and pathogenesis of invasive mycoses

In fluorescence microscopy of mycoses optical brighteners as di-
aminostilbenes can be used as suitable diagnostic agents. We
demonstrated that one typical optical brighteneris non-pathogenic
and retains its specificity of binding fungal elements in living mice.
Consequently, the brightener was labelled with a diagnostically
approved radioiodide. After parenteral application this new radio-
diagnostic agent was able to detect deep seated mycotic foci in
the living host through scintigraphy. Invasive zygomycoses (syn.
mucormycoses) particularly threaten diabetic patients. In zygomy-
cosis typical necroses are triggered by blood clotting, which arises
in the vicinity of fungal elements that preferentially invade blood
vessels. We investigated the proteinases of respective fungal iso-
latesand were able to identify a subtilisin-like enzyme which causes
paracoagulation of human fibrinogen and possibly initiates the
aforementioned coagulation. The aim of this study is to identify
potentially therapeutic subtilisin-inhibitors that might prohibit the
pathologically blood coagulation during zygomycosis. In addition,
the performance in serodiagnostic routine of three commercially
available Candida antigen tests was evaluated.

Analysis of the Yeast Cell Wall

Opportunistic yeasts, such as Candida albicans and C. glabrata,
cause life threatening systemic infections in the immunocompro-
mised host. The cell wall of Candida spp. is an essential cell or-
ganelle important for morphological plasticity and pathogenesis.
Therefore, itis an attractive target for antifungal drug development.
Carbohydrates, such as beta-1,3-Glucan, beta-1,6-Glucan and Chi-
tin constitute the structural backbone of fungal cell walls. In addition,
numerous mannoproteins are covalently linked to the backbone.
The cell wall proteins mediate fundamental features to the wall
and thereby make it a highly dynamic organelle. In our group, we
identify and characterise cell wall proteins using biochemical and
molecular tools (i.e. 2-D-elecrophoresis, Q-TOF-MS-analysis)

Intracellular Development of Microsporidia

Microsporidia are intracellular fungi, which — like Toxoplasma —
might lead to systemic infection in the immunocompromised pa-
tient and which thus serve as a comparable model to Toxoplasma
gondii. Microsporidia possess a unique invasion mechanism, which
is based on the injection of the sporoplasm into the host cell. We
have started to investigate the biogenesis of the parasitophorous
vacuole, inwhich the model organism Encephalitozoon cuniculi rep-
licates afterinvasion. With the aid of time lapse video microscopy we
could demonstrate that the origin of the parasitophorous vacuole
membrane is the surface membrane of the host cell. Furthermore,
we showed that the parasitophorous vacuole membrane contains
pores, which allow nutrient import from the host cell.
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5.
Klinische Mikrobiologie und Internationale
Gesundheit

Klinische Mikrobiobiologie
Innerhalb dieses Schwerpunktes werden in enger Kooperation

zwischen Medizinischer Mikrobiologie und den klinischen Diszi-
plinen auf dem gesamten Gebiet der Infektionsmedizin gegenwar-

tige Themen bearbeitet, die von aktueller Brisanz sind oder sich
im klinischen Alltag ergeben.

Nationales Referenzzentrum (NRZ) fiir Systemische Mykosen
Nationales Konsiliarlabor fiir Toxoplasmose

Aufgrund der Expertise wurde die Abteilung Medizinische Mi-
krobiologie vom Bundesgesundheitsministerium bzw. dem Robert-
Koch-Institut zur nationalen Anlaufstelle fiir klinische Fragestellun-

gen bei Systemmykosen und Toxoplasmose ernannt. In dieser

Hinsicht sind vor allem epidemiologische Aspekte und die Verbes-

serung diagnostischer Ansédtze von Interesse.

Epidemiologische Dynamik bakterieller Infektionskrankheiten

(@) Clostridium difficile wurde 1978 erstmals als Erreger der anti-
biotika-assoziierten Diarrhoe beschrieben; heute ist dieses obli-

gatanaerobe, grampositive Stabchen derbedeutendste bakterielle
Erreger der nosokomialen Diarrhoe. In den letzten Jahren hat sich

seine Epidemiologie gedndert: Nicht nur die Therapie mit Antibio-

tika propagiert die Erkrankung, sondern auch andere auslosende
Faktoren, wie z.B. die Therapie mit Zytostatika. Dariiber hinaus spie-
len u.a. abdominalchirurgische Eingriffe eine Rolle, weshalb man
heute von der CDAD, der C. difficile-assoziierten Diarrhoe spricht.
Seit 2002 werden neue hypervirulente Stdamme beobachtet. In einer
Kooperation mitdem Institute for Public Health in Maribor, Slovenia,
werden alle klinischen Isolate ribotypisiert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass neben dem Ribotyp 027 ein neuer hypervirulenter
Ribotyp 078 auch in Deutschland zunehmend beobachtet wird.
(b) Resistenzmechanismen bei multiresistenten gramnegativen

Stabchen (Pseudomonas, Acinetobacter): Die Therapie von Infek-
tionen mit Pseudomonas spp. und Acinetobacter spp. wird zuneh-
mend erschwert durch Resistenz dieser Erreger gegen fast alle be-
kannten Klassen von Antibiotika. Bisherist dabei die Carbapenem-

Resistenz in Deutschland im Vergleich zu Stideuropa noch niedrig.
In Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch-Institut in Wernigerode
wird das Auftreten von Metallo-Betalaktamasen erfasst, die bei der
Carbapenem-Resistenz eine wichtige Rolle spielen.
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Vergleich von pp65-Test und quantitativer Real-Time PCR zum
Nachweis einer aktiven Zytomegalievirus-Infektion

Blutproben immunsupprimierter Patienten werden routinemafig
im Hinblick auf eine aktive Zytomegalievirus-Infektion untersucht.
Derpp65-Test gilt hierbeiimmernoch als ,,Gold-Standard*“, obwohl
dieser Test arbeitsaufwendig und subjektiv in seiner Auswertung
ist. In den letzten Jahren wurden vermehrt quantitative Real-Time
PCR Verfahren als Alternative zum pp65-Test entwickelt. In einer
von uns durchgefiihrten Studie wurden anhand von insgesamt
334 Proben beide Tests sowohl auf ihre Auswertbarkeit hin unter-
sucht, als auch auf die Méglichkeit der Einbettung dieser Tests in
den tdglichen Laborablauf. Hierbei erwies sich die Real-Time PCR
im Hinblick auf die bewerteten Parameter als das tiberlegene dia-
gnostische Verfahren.

Internationale Gesundheit

Epidemiologie bakterieller Infektionen in Ghana

Die Abteilung hat seit 2000 im Rahmen eines Entwicklungshilfepro-
jekts bakteriologische Diagnostik in drei christlichen Krankenh&u-
sern in Ghana etabliert. Dabei wurde u.a. gezeigt, dass multiresis-
tente Salmonella Typhi fur einen iberwdltigenden Anteil von Sep-
tikdmien verantwortlich sind. Die Multiresistenz vieler bakterieller
Spezies steht dabei im Zentrum der weiteren Untersuchungen.

Molekulare Infektiologie und Tropenmedizin in Indonesien

Im Rahmen einer Partnerschaft zwischen der Universitdtsmedizin
Gottingen und der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Syiah
Kuala in Banda Aceh/Indonesien wird einerseits die Entwicklung
eines entsprechenden Masterstudienprogramms in Banda Aceh
u.a. durch jahrliche Friihjahrs- oder Sommerschulen unterstiitzt
und andererseits gemeinsam wissenschaftlich an der Etablierung
molekularbiologischer Schnellteste zum Nachweis von Mykobak-
terien und ausgewdhlten Resistenzen gearbeitet.

5.
Clinical Microbiology and International Health

Clinical Microbiology
In a close cooperation between Medical Microbiology and clinical
disciplines topics of high clinical releveance are investigated.

National Reference Center (NRC) for Systemic Mycoses

National Consulting Laboratory for Toxoplasmosis

The Department of Medical Microbiology was appointed as the na-
tional expertforclinically relevant aspects of systemic mycoses and
toxoplasmosis by the Federal Ministry of Health and the Robert-
Koch-Institute. In this respect, epidemiology and improvement of
diagnosis are of particular interest.
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Dynamics in epidemiology of infectious diseases

(@) Clostridium difficile was identified in 1978 as the causative
agent of antibiotic-associated diarrhoea. Today, it is the most im-
portant bacterial pathogen that causes nosocomial diarrhoea. The
epidemiology has changed during the last years: Not only antibi-
otic therapy induces this clinical complication but also cytostatic
agents or intestinal surgery. Therefore, we nowadays talk about C.
difficile-associated disease (CDAD). Since 2002, new hypervirulent
strains have been observed. In cooperation with the Institute for
Public Health in Maribor, Slovenia, all clinicalisolates are ribotyped,
demonstrating that in addition to ribotype 027, the new hyperviru-
lent ribotype 078 is increasingly emerging in Germany.

(b) Resistance mechanisms in multiresistant gramnegative ba-
cilli (Pseudomonas, Acinetobacter): Treatment of infections with
Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. becomes increasing-
ly difficult because especially these bacteria evince resistances
against nearly all classes of antibiotics. So far, the rate of carbap-
eneme resistance in Germany is still low when compared to South
Europe. In cooperation with the Robert-Koch-Institute in Wernige-
rode the emergence of metallo-betalactamases will be monitored
and characterized because these play a predominant role for car-
bapeneme resistances.

Comparison between pp65 antigenemia assay and quantitative
real-Time PCR for detection of active Cytomegalovirus infection in
routine diagnostics (Lugert)

Testing blood samples of immunocompromised patients for the
presence of active cytomegalovirus infection is routinely performed.
Thereby, the pp65 antigenemia assay is still considered as the ,,gold
standard“ in many laboratories although it is labour-intensive and
subjective (in reading). As an alternative, quantitative real-time
PCR assays have emerged in recent years. We have routinely inves-
tigated 334 specimens comparing both assays with special regard
to evaluability and the possibility to embed these assays in daily
laboratory diagnostics. Thereby, real-time PCR turned out to be the
superior assay with regard to the parameters focused on.

International Health

Epidemiology of bacterial infectious diseases in Ghana

Since 2000, the department has established bedside bacteriology
diagnosticsin three Christian hospitalsin Ghana. It could be shown
that multiresistant S. Typhi strains are responsible for most of the
cases of septicaemia. Multiresistance of many bacterial species
will be in the focus of future investigations.

Molecular Infectiology and Tropical Medicine in Indonesia

Within the context of the partnership of the University Medical Cen-
ter Gottingen und the Medical Faculty of the University Syiah Kuala
in Banda Aceh/Indonesia, the development of a Master study pro-
gramme on Molecular Infectiology and Tropical Medicine is being
supported, also by organising annual spring and summer schools
thatare eitherheldin Indonesia orin Germany, respectively. In addi-
tion, a scientific cooperation aims at the development of molecular
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rapid test systems for the detection of mycobacteria and defined
resistances that hereon can be introduced in Aceh.
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