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I. EINLEITUNG

Bacillus cereus ist ein Gram-positives, sporenbildendes, fakultativ anaerobes
Bakterium und stellt fiir die Lebensmittelindustrie immer wieder eine
Herausforderung dar. Als ubiquitirer Keim aus Boden und Umwelt kann er leicht
iiber Nutztiere und -pflanzen auf verschiedenen Wegen in die Lebensmittelkette
eingetragen werden. Seine extrem Hitze- und Trocknungs-stabilen Sporen
ermoglichen es, diverse Hiirden der Produktionskette zu iiberwinden sowie die
technologische Verarbeitung von Lebensmitteln zu iiberstehen. Die Sporen sowie
seine Fahigkeit zur Ausbildung von Biofilmen sorgen des Weiteren fiir eine hohe
Widerstandsfahigkeit gegen Reinigungs- und Desinfektionsmittel (Ehling-Schulz
et al., 2004; Ryu & Beuchat, 2005; Stenfors Arnesen et al., 2008). Aufgrund des
Verderbs von Lebensmittelchargen oder aber rufschddigenden Riickrufaktionen

kann es in betroffenen Betrieben zu hohen wirtschaftlichen Schiden kommen.

Nicht nur fiir Lebensmittelunternehmer, sondern auch fiir die Verbraucher spielt
B. cereus eine wichtige Rolle. In den Jahren 2018 bis 2022 wurden insgesamt 717
lebensmittelbedingte Krankheitsausbriiche, die mit B. cereus assoziiert waren, an
die EFSA iibermittelt (EFSA & ECDC, 2019, 2021a, 2021b, 2022, 2023).
Bakterielle Toxine sind nach wie vor eine der fiihrenden Ursachen fiir
gastrointestinale Krankheitsbilder. Nach Campylobacter, Salmonella und
Norovirus Infektionen zéhlt B. cereus zu den wichtigsten Erregern von Magen-
Darm-Erkrankungen (Dietrich et al., 2021). Man unterscheidet hierbei zwischen
dem emetischen Syndrom und der Diarrh6-Form, die beide durch dieses Bakterium

hervorgerufen werden konnen.

Das emetische Toxin Cereulid sorgt fiir eine klassische Lebensmittelintoxikation
mit den Leitsymptomen Nausea, Vomitus und Malaise. Das Toxin liegt bei diesem
Erkrankungsweg priaformiert im Lebensmittel vor und gelangt durch Verzehr des
entsprechenden Nahrungsmittels in den Organismus. Die Aufnahme eines vitalen
Bakteriums ist als Ausloser fiir dieses Krankheitsbild nicht notwendig. Die Toxine
konnen nach dem Verzehr direkt ihre Wirkung entfalten, weswegen die
Inkubationszeit bei Lebensmittelintoxikationen nur etwa 30 Minuten bis wenige
Stunden betrdgt. Anders verhélt es sich bei Lebensmittelinfektionen. Hierbei

werden Sporen und vegetative Zellen des Erregers iiber das Lebensmittel
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aufgenommen. Nach Uberdauern der Magenpassage und Auskeimung der Sporen
kommt es zur Vermehrung der Bakterien sowie vorranging im Diinndarm zur
Toxinproduktion. Diese sogenannten enteropathogenen Stimme sorgen im Darm

fiir eine ,,Toxiko-Infektion®, das Leitsymptom hier ist wissrige Diarrho.

Laktoferrin (Lf) ist ein eisenbindendes Glykoprotein, das in Sdugetieren vorkommt.
Es findet sich vor allem in Milch und Kolostrum, aber auch in vielen anderen
Korperfliissigkeiten wie Tranen und Speichel (Bruni et al., 2016; Rosa et al., 2017).
Neben seinen Aufgaben im Eisenstoffwechsel zeigt Lf viele weitere Eigenschaften.
So sind enzymatische, antivirale und antibakterielle Aktivititen beschrieben
(Berlutti et al.,, 2011; Embleton et al., 2013). Auch immunmodulatorische,
antioxidative, antimykotische und antikanzerogene Wirkungen wurden untersucht
(Lebofte et al., 2009; Brock, 2012; Vogel, 2012; Siqueiros-Cendon et al., 2014;
Kanwar et al., 2015). Lf spielt eine wichtige Rolle im angeborenen Immunsystem
und gilt als wichtiges Abwehrmolekiil des Wirts (Bruni et al., 2016). Wihrend seine
hemmende Wirkung auf bakterielle Krankheitserreger schon seit geraumer Zeit
bekannt ist, ist der Zusammenhang zwischen Lf und der Produktion und
Wirkungsweise von Toxinen noch wenig erforscht. Eben diese Fragestellung wurde
in der vorliegenden Arbeit mit den darin enthaltenen Publikationen detailliert

untersucht, sowie auch die Stamm-spezifische antibakterielle Wirkung von Lf.

Diese Arbeit wurde durch die Brigitte und Wolfram Gedek Stiftung zur Férderung
von Wissenschaft und Forschung auf den Fachgebieten der Mikrodkologie und

Mykotoxikologie, Riedgaustr. 11, 81673 Miinchen, unterstiitzt.
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II. LITERATURUBERSICHT
1. Bacillus cereus
1.1. Taxonomie

Bei Bacillus cereus (Bacillus cereus sensu stricto, B. cereus s. s.) handelt es sich
um ein Gram-positives, fakultativ anaerobes, Endosporen-bildendes und
bewegliches Bakterium des Genus Bacillus (sieche Abb. 1). Dieses ubiquitire
Stdbchen gehdrt zusammen mit B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. cytotoxicus, B. wiedmannii und B. toyonensis zur Bacillus
cereus Gruppe (Bacillus cereus sensu lato, B. cereus s. [.). Manche Autoren zéhlen
auch B. tropicus, B. paranthracis, B. paramycoides, B. albus, B. proteolyticus,
B. luti, B. nitratireducens, B. pacificus, B. mobilis und den erst kiirzlich publizierten
B. fungorum zur dieser Gruppe (Makuwa et al., 2023). Seit 2018 betrachtet man
die Spezies B. weihenstephanensis als Synonym fiir B. mycoides und filihrt sie nicht
mehr separat auf (Liu et al., 2017; Parte et al., 2020). B. cereus ist namensgebend
fiir diese Gruppe, die sich durch enge Verwandtschaft und genetische Ahnlichkeit
auszeichnet (Ash et al., 1991; Helgason et al., 2000a; Helgason et al., 2000b).
Immer wieder wurde die Zusammenfassung zu einer Spezies bzw. die
Neustrukturierung der Gruppe angestrebt (Carroll et al., 2020, 2022). Allerdings
gibt es schwerwiegende Unterschiede, vor allem im Bereich der Toxine, die eine
Neugliederung erschweren. Einige Toxine sind Plasmid-codiert und ihre
Produktion und Sekretion unterscheidet sich von Spezies zu Spezies (Stenfors
Arnesen et al., 2008; Okinaka & Keim, 2016). Immer neuere, phylogenetische
Verfahren wie whole genome sequencing, MLST (multi-locus sequence typing) und
AFLP (amplified fragment length polymorphism) erdffnen immer weitere
Moglichkeiten der Differenzierung (Didelot et al., 2009; Guinebretiere et al., 2008;
Kovac et al., 2016), jedoch bleibt die Einteilung nach wie vor schwierig. Weitere
Studien legen nahe, dass die Einschitzung des toxischen Potentials bei einer
Risikobewertung neuer B. cereus s. [ Isolate eher auf der Einteilung in
phylogenetische Gruppen als auf Speziesdefinition und phanotypischen Merkmalen
beruhen sollte (Guinebretiére et al., 2008, 2010).

In der Literatur werden die Begriffe ,,B. cereus Gruppe®, ,.B. cereus (s.l.)* und

Lprasumtive B. cereus” oft als Synonyme benutzt. Letzterer wird auch in
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einschligigen DIN EN ISO-Normen' verwendet, mit denen keine eindeutige
Unterscheidung zwischen den einzelnen Vertretern der B. cereus Gruppe moglich

ist (BfR, 2020).

Abbildung 1: B. cereus, Kolonie, vegetative Bakterien (vorwiegend in Ketten). Raster-
Elektronenmikroskopie. Maf3stab = 10 um. Quelle: Nadja JeBberger

1.2. Entdeckung und Bedeutung

Erstmals beschrieben wurde B. cereus 1887 von Frankland & Frankland, die diesen
Keim aus der Luft eines Kuhstalls isolieren konnten (Frankland et al., 1887;
Frankland & Frankland, 1887). Die Kolonien fielen bereits damals durch recht
grofes, glinzendes Wachstum auf. Durch seine wichsern (lat. cereus) erscheinende
Morphologie auf Blutplatten gelangte der Keim zu seinem Namen. Die erste
Erwédhnung als potentieller Erreger gastrointestinaler Erkrankungen findet sich
1906 in einer Studie von Lubenau (Lubenau, 1906). Hierbei werden etwa 300
Krankheitsfille beschrieben, die nach dem Verzehr von Konigsberger Klopsen in
einem Sanatorium aufgetreten waren. Lubenau wies einen Keim nach, den er als
»Bacillus peptonificans* bezeichnete. In den Folgejahren wurden immer wieder
aerobe Sporenbildner als Lebensmittelinfektionserreger beschrieben, der erste
wissenschaftlich abgesicherte und epidemiologisch aufgearbeitete Bericht eines
durch B. cereus ausgelosten Krankheitsgeschehen wurde jedoch erst 1950 bzw.
1955 von Hauge verdffentlicht (Hauge, 1950, 1955). In einem norwegischen

Krankenhaus infizierten sich 61 Menschen mit schwerem Durchfall, nachdem sie

! DIN EN ISO 7932:2004, Untersuchung von Lebensmitteln - Horizontales Verfahren zur Zihlung
von prasumtiven Bacillus cereus - Koloniezahlverfahren bei 30 Grad Celsius (°C);

DIN EN ISO 10198:2010, Untersuchung von Lebensmitteln - Bestimmung prasumtiver Bacillus
cereus in Milch und Milchprodukten - Koloniezéhlverfahren bei 37 °C;

DIN EN ISO 21871:2006, Untersuchung von Lebensmitteln - Horizontales Verfahren zur
Bestimmung niedriger Zahlen von prasumtiven Bacillus cereus in Lebensmitteln - Verfahren der
wahrscheinlichsten Keimzahl (MPN) und Nachweisverfahren
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ein Dessert mit Vanillesauce verzehrt hatten. Die hierbei beschriebenen Symptome
sind typisch fiir die spiter als Diarrhd-Form bezeichnete Auspriagung der durch
B. cereus hervorgerufenen gastrointestinalen Probleme. Nach eingehender
Untersuchung der Rohstoffe konnte Getreidestirke mit einer hohen
Sporenbelastung (bis zu 10* Sporen/g) als Ausloser des Krankheitsgeschehens
identifiziert werden. Hauge wagte sogar einen Selbstversuch mit dem aus dem
Dessert isolierten Stamm und konnte die Symptomatik des Ausbruchs

reproduzieren (Hauge, 1955).

Das zweite Krankheitsbild, das B. cereus im Zusammenhang mit Lebensmitteln
auslosen kann, wurde Anfang der 1970er Jahre in England bekannt. Damals wurden
insgesamt 18 Ausbriiche mit 57 Féllen verzeichnet (Public Health Laboratory
Service, 1972, 1973), alle im Zusammenhang mit dem Verzehr von gekochtem oder
anschlieBend gebratenem Reis. Die Leitsymptome, Nausea und Vomitus,
unterschieden sich erheblich von den bis dahin beschriebenen Ausbriichen (Melling

etal., 1976). Diese Erkrankung wurde deshalb als emetische oder Erbrechens-Form

bezeichnet.
1.3. Pathogene Eigenschaften
1.3.1. Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen

Bei bakteriell bedingten und durch Lebensmittel iibertragbaren Krankheiten wird
grundsétzlich zwischen Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen unterschieden
(Mértlbauer & Becker, 2016; EFSA & ECDC, 2021a; Kramer & Prange, 2022;
BVL, 2024). B. cereus ist einer der wenigen Keime, durch den, abhingig vom

jeweiligen Isolat, beide Krankheitsgeschehen ausgelost werden konnen.

Fiir die Entstehung einer Lebensmittelinfektion sind vermehrungsfihige Erreger
notwendig. Bei den meisten bakteriell bedingten Infektionen ist der
Hauptmanifestationsort der Darm, vorrangig der Diinndarm, wohin die Keime mit
dem aufgenommenen Lebensmittel gelangen. Vegetative Formen von B. cereus
iiberdauern die Magenpassage im Gegensatz zu Sporen meist nicht. Die Sporen
keimen aus und vermehren sich anschlie3end. Sie bilden Toxine, ohne selbst direkt
mit Darmzellen zu interagieren (Jessberger et al., 2020). Diese Toxine wiederum

konnen an Darmschleimhaut und Epithelzellen binden und eine Erkrankung
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auslosen. Das Anheften an Darmzellen erfolgt je nach Toxintyp auf
unterschiedlichen Wegen. Diesen Mechanismus findet man bei der Diarrh6-Form
von B. cereus (vgl. Kapitel 1.4) und bei Clostridium perfringens-Enterotoxinen
(CPE) (Dietrich et al., 2021). In der Literatur wird daher auch hiufig von einer
,» Toxiko-Infektion* gesprochen, um dem Umstand Rechnung zu tragen, dass die
eigentliche Schadwirkung durch Toxine und weniger durch die vegetativen Zellen
des Erregers zustande kommt (Stenfors Arnesen et al., 2008; Logan, 2012; Krdmer
& Prange, 2022). Aufgrund dieses Prozesses ist die Inkubationszeit mit 8-16
Stunden relativ lang (Jessberger et al., 2020).

Bei Lebensmittelintoxikationen ist der Entstehungsweg der Erkrankung ein
anderer. Hier ist nicht zwingend ein vitaler Erreger notwendig, die Aufnahme von
praformiert im Lebensmittel vorliegenden Toxinen steht im Vordergrund. Die
Keime vermehren sich bereits im Lebensmittel und beginnen dort mit der
Toxinproduktion. Diese mikrobiellen Toxine sind hdufig sehr stabil und wenig
anfillig fiir Prozessfaktoren. Sie liberstehen z. B. bei der Lebensmittelherstellung
und -verarbeitung eingesetzte Verfahren wie Wiarmebehandlung, Trocknung oder
Sduerung und konnen sich dadurch gut im Nahrungsmittel halten. Wird nun ein
solch kontaminiertes Lebensmittel verzehrt, gelangen die Toxine in den
Organismus und konnen, sobald die notwendige infektiose Dosis erreicht ist, ihre
schidliche Wirkung entfalten (Méirtlbauer & Becker, 2016). Die relevantesten
bakteriellen Toxine in diesem Zusammenhang sind Staphylokokken-Enterotoxine
(SE; Staphylococcus spp.), Botulinum-Neurotoxine (BoNt; Clostriudium
botulinum) und das emetische Toxin von B. cereus (Cereulid/Cer) (Dietrich et al.,
2021). Die Inkubationszeit bei diesem Krankheitsbild ist verhdltnisméBig kurz und
kann je nach aufgenommener Toxinmenge von einigen Minuten bis zu wenigen
Stunden dauern. Die Toxine miissen anders als bei der Lebensmittelinfektion nicht
erst nach Magen-Passage und Erregerwachstum im Darm produziert werden,
sondern kénnen beinahe direkt nach (oraler) Aufnahme an ihrem jeweiligen
Wirkungsort oder Zielorgan ansetzen (Mértlbauer & Becker, 2016). Ein Vergleich
der klinischen Symptomatik der beiden durch B. cereus ausgeldsten

Krankheitsformen findet sich in Tabelle 1.
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Tabelle 1: Klinische Symptomatik von B. cereus-Intoxikationen und -Infektionen (nach Martlbauer

& Becker, 2016)

Emetisches Syndrom

Diarrh6-Syndrom

Inkubationszeit 0,5-6h 8-16h
Krankheitsdauer 6-24h 12-24h
Primire Symptome Erbrechen Durchfall (meist
Wwassrig)
Sonstige Symptome Ubelkeit, Schmerzen
Leberschidigung, (abdominal),
(Durchfall) (Erbrechen)
Auslosende Toxine Cereulid Hbl, Nhe, CytK

1.3.2. Extraintestinale Erkrankungen

Neben seiner Fahigkeit, durch die Produktion verschiedener Toxine
gastrointestinale Probleme (v.a. lebensmittel-assoziiert) zu verursachen, ist
B. cereus auch fiir einige weitere, extraintestinale Krankheitsbilder bekannt. In der
Humanmedizin sind dabei Neugeborene sowie édltere, immunsupprimierte oder
schwangere Personen besonders gefdhrdet, da die Abwehrfunktion des
Darmepithels unausgereift, geschwicht oder gestort sein kann (Girisch et al., 2003;
Bottone, 2010). Aber auch immunkompetente Personen kdnnen betroffen sein
(MesselhduBler & Ehling-Schulz, 2018). Zu den extraintestinalen Krankheitsformen
zdhlen lokale FErkrankungen wie Wund- oder Hautinfektionen (hédufig
postoperativ), Harnwegsinfektionen, Osteomyelitiden oder Arthritiden. Auch
teilweise fulminant und schnell verlaufende Endophthalmitiden sind bei Mensch
und Tier beschrieben. Infektionen mit systemischen Auswirkungen wie
Atemwegserkrankungen, Endokarditiden, Infektionen des ZNS oder Septikdmien
werden ebenfalls verzeichnet (Craig et al., 1974; Turnbull & Kramer, 1983; Barrie
et al., 1992; Beecher et al., 2000; Kotiranta et al., 2000; Callegan et al., 2002;
Hilliard et al., 2003; Avashia et al., 2007; Callegan et al., 2007; Lebessi et al., 2009;
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Senesi & Ghelardi, 2010; Ramarao & Sanchis, 2013; Martlbauer & Becker, 2016;
Callegan et al., 2017). Schwerwiegend verlaufendes Leberversagen mit z. T.
letalem Ausgang wurde ebenfalls beobachtet. Dieses wird jedoch nicht durch den

Keim selbst hervorgerufen, sondern ist dtiologisch auf eine Cereulid-Intoxikation

zuriickzufiihren (Mahler et al., 1997; Kotiranta et al., 2000; Dierick et al., 2005).

1.3.3.  Haufigkeit der durch B. cereus induzierten Erkrankungen

Weltweit wurde B. cereus in den letzten Jahrzehnten zunehmend als Erreger
gastrointestinaler Krankheitsfille registriert. Innerhalb der EU stieg die Zahl der
durch das Bakterium induzierten Lebensmittelvergiftungen im Jahr 2011 im
Vergleich zum Vorjahr um 122 % an. Die USA verzeichneten sogar eine
Verdopplung der durch B. cereus induzierten Krankheitsausbriiche im Vergleich zu
1999 (Mirtlbauer & Becker, 2016). Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass
B. cereus weltweit fir 1,4 — 12 % aller Lebensmittelvergiftungsfille ursdchlich ist

(Grutsch et al., 2018).

Auch in aktuellen Studien werden B. cereus bzw. seine Toxine regelmiBig zu den
hdufigsten lebensmittelbedingten Erkrankungsursachen gezidhlt. Tabelle 2 gibt,
ausgehend von den aktuellsten Ausgaben des EFSA Zoonose Reports, einen
Uberblick iiber die Zahlen im Verlauf der letzten Jahre. 2022 war ein deutlicher
Anstieg zu verzeichnen, sowohl im Gesamtbereich ,,bakterielle Toxine* (Bacillus,
Staphyloccocus und Clostridium), als auch fiir B. cereus Toxine innerhalb dieser
Gruppe Durch fiinf groBe Ausbruchsgeschehen in Frankreich und Spanien
rangierten die B. cereus Toxine im Jahr 2022 auf Platz Eins. Auch zwei Todesfille

wurden fiir das Jahr verzeichnet (EFSA & ECDC, 2023).

Tabelle 2: Beteiligung bakterieller Toxine an lebensmittelbedingten Krankheitsausbriichen im
Verlauf der letzten fiinf Jahre (nach EFSA Zoonose Reports; EFSA & ECDC, 2019, 2021a, 2021b,
2022, 2023). (A) Anteil aller bakteriellen Toxine (B. cereus, C. perfringens, C. botulinum, S. aureus,
unspezifizierte bakterielle Toxine) in %. (B) Davon durch B. cereus induzierte Fille in %.

Jahr 2018 2019 2020 2021 2022

A) 185 193 17,2 17,0 19,8

B 19 30 23 22 53
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Zur Héufigkeit der durch B. cereus verursachten Erkrankungen in Deutschland
liegen keine verldsslichen Daten vor. Entsprechend zustindige Behdrden der
Lénder und der Bundeswehr meldeten zwischen 2009 und 2015 iiber BELA?
jéhrlich zwei bis sechs lebensmittelassoziierte Ausbriiche durch B. cereus (BfR,
2020). In den Jahren von 2015 bis 2018 wurden von Deutschland jahrlich drei bis
zehn Ausbriiche an die EFSA {ibermittelt (Rosner & Schewe, 2017; BVL, 2017,
2018, 2019). Im europdischen Vergleich wurden im Zeitraum von 2007 bis 2014
insgesamt 1127 B. cereus-bedingte Ausbriiche von europdischen Staaten an die
EFSA gemeldet. Da schwere Verlaufsformen sehr selten sind, diirfte die
Dunkelziffer und somit die tatsdchliche Anzahl von Ausbruchsfillen sowohl in
Deutschland als auch in Europa deutlich hoher sein (BfR, 2020). Nicht selten
kommt es zu Fehldiagnosen, da sich z. B. die Erbrechensform dhnlich darstellt wie
eine Lebensmittelintoxikation mit Staphylococcus aureus Enterotoxinen oder eine
virale Gastroenteritis, oder aber die Symptome der Diarrh6-Form denen einer
C. perfringens Typ A Infektion gleichen. Da auch eher milde und selbstlimitierende
Verldufe vorkommen, gehen Betroffene selten zum Arzt, der entsprechende
Krankheitsausbruch wird also nicht erfasst. Fiir die Berichterstattung kommt
erschwerend hinzu, dass es sich bei B. cereus nicht um einen nach §7

Infektionsschutzgesetz (1fSG, 2023) meldepflichtigen bakteriellen Erreger handelt.

14. Virulenzfaktoren

B. cereus verfugt iber ein vielfdltiges Arsenal an Virulenzfaktoren und
Pathogenititsmechanismen. Mittels Proteomanalysen konnten bei diesem Keim
bislang 377 Exoproteine nachgewiesen werden, 65 von ihnen wurden als
mutmaBliche Virulenzfaktoren identifiziert (Duport et al., 2016). Einen Uberblick
iiber die vier wichtigsten Toxine und Toxinkomplexe mit humanpathogener
Relevanz gibt Tabelle 3. Hauptverantwortlich fiir die emetische Form ist das
zyklische Dodekadepsipeptid Cereulid. Das Peptid besteht aus der
Aminosduresequenz [D-O-Leu D-Ala L-O-Val D-Val]; und ist extrem stabil
gegeniiber Hitze, Sduren und Verdauungsenzymen. Ist ein Lebensmittel damit

kontaminiert, ldsst es sich sehr schwer bis gar nicht entfernen oder deaktivieren

2 Bundeseinheitliches System zur Erfassung von Daten zu Lebensmitteln, die bei

Krankheitsausbriichen beteiligt sind
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(Ehling-Schulz et al., 2004, 2005; Rajkovic et al., 2008).

Der Schwerpunkt dieser Dissertationsarbeit liegt auf enteropathogenen B. cereus,
die fiir Lebensmittelinfektionen mit dem Leitsymptom Diarrh6 verantwortlich sind
(siche oben). Daher werden die fiir die Pathogenese verantwortlichen, hitzelabilen
Enterotoxine, das Einzelprotein Zytotoxin K (CytK) sowie die beiden Drei-
Komponenten-Toxine Hdmolysin BL (Hbl) und nicht-hdmolytisches Enterotoxin

(Nhe) (Dietrich et al., 2021), im Folgenden ndher beschrieben.

Tabelle 3: Gegeniiberstellung wichtiger Eigenschaften relevanter B. cereus Toxine (nach Agata et
al., 1995; Stenfors Arnesen et al., 2008; Martlbauer & Becker, 2016; Jessberger et al., 2020)

Emetisches Toxin Diarrho-Toxine
Struktur Zyklisches Peptid (1,19 kDa) Hbl: 3 Proteine (38-43 kDa)
Dodekadepsipeptid Nhe: 3 Proteine (36-41 kDa)

CytK: 1 Protein (34 kDa)

Stabilitit Thermostabil, stabil Thermolabil (Inaktivierung
gegeniiber bei 60 °C), Abbau durch
Verdauungsenzymen Verdauungsenzyme, z. B.
Trypsin
Biologische Zytotoxin, lonophor, Zytotoxine, porenbildende
Eigenschaften vermutlich Aktivierung von  Toxine

Rezeptoren des vegetativen

Nervensystems
Toxinbildung Im Lebensmittel (v.a. Reis, Vorrangig im Diinndarm
Nudeln, stirkehaltige (Toxinbildung im
Lebensmittel) Lebensmittel fiir
Erkrankung von
untergeordneter Rolle, da
Enterotoxine im Magen
inaktiviert werden)
Effektive Dosis ca. 8 ug/kg Korpergewicht  ca. 10°-10° KbE/g
oder ca. 10°-10° KbE/g Lebensmittel

Lebensmittel
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1.4.1. Nicht-himolytisches Enterotoxin (Nhe)

Das nicht-hdmolytische Enterotoxin (Nhe) wurde erstmals bei einer 1995 in
Norwegen aufgetretenen Lebensmittelinfektion aus dem Hbl-negativen B. cereus
Stamm NVH 0075/95 isoliert (Lund & Granum, 1996). Fiir diesen Keim konnte im
Gegensatz zu anderen Stammen keine Himolyse auf Schafblutagar nachgewiesen
werden, weshalb hier falschlicherweise die Bezeichnung ,,nicht-hdmolytisch® als
Charakteristikum eingefiihrt wurde. Nhe weist jedoch neben zytolytischer durchaus
auch himolytische Aktivitdt bei verschiedenen Siugetierspezies auf (Fagerlund et
al., 2008). Der zytotoxische Effekt gegeniiber Epithelzellen beruht auf dessen
porenbildenen Eigenschaften. Nach Toxinkontakt kommt es zu einem Austritt der
Laktatdehydrogenase und zu Verlust von zellulirem ATP (Haug et al., 2010). Nhe
ist ein Toxinkomplex aus drei verschiedenen Protein-Komponenten. Alle drei
Komponenten sind chromosomal im nhe4ABC Operon codiert (Granum et al., 1999).
Eine Studie zeigte jedoch auch die Mdglichkeit von Plasmid-codierten, ,,Nhe-
dhnlichen* Toxinen auf (Lapidus et al., 2008). Besagtes Operon findet sich bei
99 % der bisher untersuchten B. cereus sowie B. thuringiensis Stimme, jedoch
sekretieren nur ca. 93 % alle drei Protein-Komponenten (Hansen & Hendriksen,

2001; Moravek et al., 2006).

Die drei Proteine NheA (41 kDa), NheB (39 kDa) und NheC (40 kDa) dhneln sich
von GroBe wund Struktur und sind nur gemeinsam in spezifischem
Konzentrationsverhéltnis und in spezifischer Bindungsreihenfolge wirksam
(Granum et al., 1999). Nhe ist ein porenbildendes Toxin mit struktureller und
funktioneller Ahnlichkeit zu Cytolysin A (Cly A) aus Escherichia coli. Die Nhe
Poren besitzen eine grofle Leitfdhigkeit, was zu osmotischen Effekten wie z. B.
Anschwellen und letztendlich zu Lyse der Epithelzellen fiihrt (Fagerlund et al.,
2008).

1.4.2. Hiamolysin BL (Hbl)

Das zweite Drei-Komponenten-Toxin, das von enteropathogenen B. cereus gebildet
wird, ist Himolysin BL (Hbl). Es wurde erstmals 1976 aus dem B. cereus Stamm
F837/76, der aus einer postoperativen Wunde stammte, isoliert (Turnbull et al.,
1979). Anfangs wurde davon ausgegangen, dass dieses Toxin nur aus einer

bindenden (B) und einer lytischen (L) Komponente bestehe. Erst spiter wurde diese
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Annahme auf drei beteiligte Komponenten korrigiert, nachdem weitere
Untersuchungen das Vorhandensein von drei Proteinen (Hbl B; Hbl L1; Hbl L2)
zeigten (Beecher & Macmillan, 1991). Deren Molekulargewichte bewegen sich im
dhnlichen Grofenrahmen wie die Proteine des Nhe: Hbl B (37,8 kDa), Hbl L1
(38,5 kDa) und Hbl L2 (43,2 kDa) (Beecher & Macmillan, 1991). Seinen Namen
erhielt das Toxin durch seine Fahigkeit zur Lyse von Schafserythrozyten; es zeigen
sich charakteristische, ringformige H&molysezonen auf Schafblutagar mit

deutlichem Abstand zur Kolonie (Beecher et al., 1995a und Abb. 2).

L

Abbildung 2: Durch Hbl verursachtes, diskontinuierliches Haimolysemuster

Quelle: Nele Maxseiner, Clara-Sophie Jugert

In verschiedenen Tier- wund Zellkulturversuchen konnten neben der
namensgebenden hdmolytischen Eigenschaft weitere Schadwirkungen festgestellt
werden: Hbl ist zytotoxisch gegeniiber Vero-Zellen, durch Erhéhung der
GefaBpermeabilitit dermonekrotisch, sowie fahig zur Bildung okularer Nekrosen
und Fliissigkeitsansammlungen im Darmschlingentest (Beecher & Wong, 1994;
Beecher et al., 1995a, 1995b). Wichtig ist, dass nur die Kombination der drei
einzelnen Komponenten biologische Aktivitit zeigt. Wie auch bei Nhe sind die
Proteine einzeln atoxisch und miissen in geeigneter Bindungsreihenfolge sowie in
geeignetem Konzentrationsverhéltnis vorliegen. Fagerlund und Kollegen
verglichen auflerdem hypothetisch erstellte Strukturmodelle von NheC und NheB
mit denen von Hbl B und ClyA und postulierten aufgrund grofer
Ubereinstimmungen, dass Hbl, Nhe und ClyA einer neuen Familie porenbildender

Toxine angehoren (Fagerlund et al., 2008).

Wie auch die Gene fiir Nhe, liegen alle 4b/-codierenden Gene auf einem Operon
(Heinrichs et al., 1993; Ryan et al., 1997; Lindbick et al., 1999). Das Operon
besteht aus den Genen 4b/C, D, A und B, die die Proteine Hbl L2, L1, B und
B'codieren (Ryan et al., 1997; Auger et al., 2012). Nicht alle Stimme besitzen das
vollstindige hbICDAB Operon, 40 - 70% weisen nur hb/CDA auf (Dietrich et al.,
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2021). Beecher und Kollegen postulierten auBBerdem, dass bei manchen Stdmmen
zwei unterschiedliche homologe #b/ Operons existieren. (Beecher & Wong, 2000).
In der haufiger vorkommenden Variante ist zusétzlich noch 4b/B enthalten (Ryan
et al., 1997). Lange galt es als Pseudogen, weil keine Aktivitit bewiesen werden
konnte (Agaisse et al., 1999; Lindbiack et al., 1999). Schlie8lich konnten jedoch
Clair und Kollegen 2010 dessen Transkription, Translation und die Sekretion des
entsprechenden Proteins (Hbl B") im B. cereus Stamm ATCC 14579 nachweisen
(Clair et al., 2010). Die deutlich seltenere, zweite Variante des Operons, die nur

hblCDA enthilt, tragt den Namen Abl, (Beecher & Wong, 2000).

1.4.3.  Zytotoxin K (CytK)

Im Gegensatz zu Nhe und Hbl handelt es sich bei Zytotoxin K (CytK) um ein Ein-
Komponenten Enterotoxin. Mit einem Molekulargewicht von 33,8 kDa liegt es in
der GroBenordnung der Einzelkomponenten von Nhe und Hbl (Lund et al., 2000,
Hardy et al., 2001). Erstmals isoliert wurde das Toxin aus dem thermotoleranten
B. cereus Stamm NVH 391/98, der 1998 fiir eine tddlich verlaufende
Lebensmittelinfektion in Frankreich verantwortlich war (Lund et al., 2000).
Stenfors und Kollegen konnten in spiteren Untersuchungen noch fiinf weitere
B. cereus Stdmme ausmachen, die Nhe produzierten und bei denen zusitzlich
mittels PCR ein ,,CytK-&hnliches* Toxin nachgewiesen werden konnte (Stenfors &

Granum, 2001; Stenfors et al., 2002).

CytK wird zu den B-porenbildenden Toxinen (S-barrel pore formin toxins) gezahlt
(Stenfors Arnesen et al.,, 2008). In diese Gruppe wird es aufgrund von
Sequenzhomologien zu Toxinen von S. aureus (Leukozidin, a- und y-H&molysin;
Lund et al., 2000; Menestrina et al., 2001; Stenfors Arnesen et al., 2008),
C. perfringens (B-Toxin; Lund et al., 2000; Popoff, 2014) und B. cereus (Hadmolysin
II; Baida et al., 1999; Ramarao & Sanchis, 2013) eingeordnet. Fiir CytK sind
hdmolytische, zytotoxische (gegeniiber Vero-Zellen) und dermonekrotische
Eigenschaften nachgewiesen (Lund et al., 2000). Neben seinen porenbildenden
Eigenschaften in Lipiddoppelmembranen zeigt es sich auBerdem hoch toxisch
gegeniiber humanen intestinalen Epithelzellen (Hardy et al., 2001; Fagerlund et al.,
2004).

2004 wurde nach DNA-Analysen eine zweite Variante des cytK-Gens beschrieben
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(Fagerlund et al., 2004). Das Gen cytK-2 weist eine Sequenzhomologie von 89 %
zum origindren cytK (cytK-1) auf und das entsprechende Protein (CytK-2) zeigt sich
ebenfalls hdmolytisch, zytotoxisch und porenbildend. Allerdings ist diese Variante
bis zu 80 % weniger toxisch als CytK-1 aus dem Typstamm NVH 391/98
(Fagerlund et al., 2004). Wie relevant CytK-2 wirklich fiir die Pathogenitdt und
Pathogenese der Diarrh6-Form ist, ist nach wie vor nicht vollstindig geklart
(Castiaux et al., 2015). CytK-2 kann in vielen, auch Nhe und/oder Hbl
produzierenden Stammen gefunden werden, CytK-1 hingegen ist deutlich seltener
(Guinebretiere et al., 2006). Es wird nur von einem bestimmten Cluster innerhalb
der B. cereus Gruppe produziert (Fagerlund et al., 2007; Guinebretiére et al., 2013).

Dieses wurde als neue Spezies, B. cytotoxicus, definiert (Guinebretiére et al., 2013).

1.4.4. Toxingentranskription und Toxinsekretion

Der Prozess der Enterotoxinproduktion durch B. cereus ist hoch komplex,
vielschichtig untersucht, und dennoch bislang noch nicht vollstindig aufgeklart.
Bereits die Expression der fiir Nhe, Hbl und CytK codierenden Gene wird durch
mehrere, Umweltreiz-abhdngige Regulatoren gesteuert. Zu den relevanten
Umgebungsfaktoren zdhlen wunter anderem pH-Wert, Nihrstoffangebot,
Umgebungstemperatur,  Sauerstoffgehalt und Redoxpotential. Auch die
Wachstumsphase sowie allgemein der Energiestatus der Zellen konnen eine Rolle
spielen (Dietrich et al., 2021). Fiir die Genexpression mallgeblich verantwortlich ist
der pleiotrope Phospholipase C Regulator (PIcR; Agaisse et al., 1999; Gohar et al.,
2008; Grenha et al., 2013). PIcR ist Teil eines Quorum sensing Systems, durch das
es B. cereus moglich ist, eine groBe Bandbreite an Virulenzgenen, z. B. nhe, hbl,
cytK, smase, plcA, plcB und inhA2, in Abhdngigkeit der Zelldichte zu regulieren
(Dietrich et al., 2021; Prince & Kovac, 2022). PIcR wird zu Beginn der stationiren
Wachstumsphase durch das B. cereus Gruppen-spezifische Peptid PapR aktiviert.
Dieses wird zunichst aus der Zelle ausgeschleust, via neutraler Protease NprB
modifiziert und anschlieBend als Heptapeptid PapR7 durch die Permease
OppABCDEF in die Zelle reimportiert (Gominet et al., 2001; Grenha et al., 2013;
Dietrich et al., 2021). Es vermittelt die Bindung von PIcR an sogenannte PIcR-
Boxen (konservierte, palindrome DNA-Sequenzen), die im Promotorbereich der
Zielgene liegen, was deren Transkription aktiviert. Die Expression von PIcR ist

positiv  autoinduziert und wird bei  Nihrstoffmangel durch den
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Transkriptionsregulator SpoOA reprimiert (Agaisse et al., 1999; Lereclus et al.,
2000; Gohar et al., 2008; Grenha et al., 2013).

Zusiatzlich beeinflussen die Redoxregulatoren Fumarat/Nitrat-Reduktions-
Regulator (Fnr; Zigha et al., 2007; Esbelin et al., 2008, 2012) und ResDE, ein Zwei-
Komponenten-System (Esbelin et al., 2009), die Toxinexpression bei niedrigem
Redoxpotential ~ bzw.  Sauerstoffgehalt. = Auch auf sich  &ndernde
Nahrstoffbedingungen folgen regulatorische Anpassungen: So hemmt z. B. das
Katabolit-Kontrollprotein A (CcpA) die Enterotoxin-Genexpression je nach

Verfiigbarkeit von Kohlenhydraten, vor allem Glukose (van der Voort et al., 2008).

Dariiber hinaus ist auch der Mechanismus der Toxinsekretion noch nicht
vollstidndig geklirt sowie Stamm-spezifisch variabel. Die Aminosduresequenzen
der Nhe, Hbl und CytK Proteine beinhalten N-terminale Signalpeptide, was eine
Sekretion iiber den sogenannten Sec-Translokations-Weg vermuten lésst
(Fagerlund et al., 2010). Dieser besteht aus den Komponenten SecYEG (Pore),
SecDF und der ATPase SecA. Die Signalpeptide werden von SecA erkannt und die
Proteine dadurch an den SecYEG-Komplex angelagert und anschlieBend
ausgeschleust (van Wely et al., 2001). Fagerlund und Kollegen konnten auBerdem
am Beispiel von Hbl B zeigen, dass es zum Verlust bzw. zur Reduktion der
Sekretion kommt, wenn die Signalpeptidsequenz modifiziert wird. Auch die
Zugabe von Natriumazid, welches SecA hemmt, hatte einen dhnlichen Effekt
(Fagerlund et al., 2010). Im Gegensatz dazu zeigten Ghelardi und Kollegen, dass
auch der Flagellen-Export-Komplex essentiell fiir die erfolgreiche Ausschleusung
von Virulenzfaktoren, unter anderem Hbl, ist (Ghelardi et al., 2007; Salvetti et al.,

2007; Senesi & Ghelardi, 2010).

2. Laktoferrin

2.1. Hintergriinde und molekulare Charakteristika

Laktoferrin (Lf) ist ein eisenbindendes Glykoprotein und wird zur Gruppe der
Transferrine gezihlt (Drago-Serrano et al., 2017). Es kommt in Sdugetieren vor und
wird haufig als multifunktionelles Abwehrmolekiil bezeichnet (Bruni et al., 2016;
Rosa et al., 2017). Lf wird exokrin von Driisenepithelzellen abgesondert (v. a.

Milchdriisenepithel) oder aber von neutrophilen Granulozyten nach
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entsprechendem Anreiz freigesetzt. Es findet sich vorrangig in der Milch und im
Kolostrum, kann aber auch in vielen anderen Korperfliissigkeiten wie Trénen,
Speichel, Fliissigkeiten des Urogenital- und Gastrointestinaltrakts, Nasen- und
Bronchialschleimhaut sowie Plasma nachgewiesen werden. Die Konzentrationen
schwanken im Speziesvergleich, die hochsten Werte sind in menschlichem
Kolostrum zu finden. Bovines Kolostrum und humane Milch enthalten etwa 1-2
mg/ml und bovine Milch in Abhingigkeit der Laktationsperiode 0,02-0,35 mg/ml
Lf (vgl. Tabelle 4 und Bruni et al., 2016; Giansanti et al., 2016; Rosa et al., 2017,
Hao et al., 2019). Wahrend Infektionen oder Entziindungen kann die Konzentration
von Lfin verschiedenen Fliissigkeiten aufgrund der Rekrutierung von Neutrophilen
ansteigen. Bemerkenswerterweise synthetisieren 10° Neutrophile bis zu 15 pg Lf.
Gespeichert wird es unter anderem in den sekundéren Granula polymorphkerniger
Leukozyten (Masson & Heremans, 1968; Bennett & Kokocinski, 1978, 1979; Rosa
etal., 2017).

Tabelle 4: Laktoferrinkonzentrationen (hLf) in verschiedenen Fliissigkeiten und Sekreten (nach
Masson et al., 1966; Masson & Heremans, 1968; Rosa et al., 2017).

Vorkommen Konzentration (mg/ml)
Kolostrum 8

Milch 1,5-4

Trinen 2

Speichel 0,008

Vaginalsekret 0,008

Samenfliissigkeit 0,112
Zerebrospinalfliissigkeit Nicht nachweisbar
Plasma 0,0004

Gelenksfliissigkeit 0,001

Als Protein ist Lf hitzelabil und beginnt ab einer Temperatur von iiber 70 °C zu
denaturieren. Aullerdem unterliegt es nach oraler Aufnahme verschiedenen
enzymatischen und biochemischen Hiirden, was Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit
hat. Die absolute orale Verfiigbarkeit von nativem Lf liegt bei unter 1% (Yao et al.,
2013). Trypsin und andere proteolytisch wirksame Enzyme sorgen dafiir, dass Lf
in verschieden grof3e Fragmente mit unterschiedlich starker biologischer Aktivitit

gespalten wird, die sogenannten ,antimikrobiell wirksamen Peptide®
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(antimicrobial peptides, AMP; Jenssen et al., 2006; Wang et al., 2008; Bruni et al.,
2016). Bei Lf sind drei dieser Peptide besonders hervorzuheben. Es handelt sich
dabei um Lf (1-11), das Oligopeptid aus den ersten elf verbleibenden Aminosduren,
Lactoferricin (Lfc) und Lactoferrampin (LFampin) (Brouwer et al., 2011; Sinha et
al., 2013; Bruni et al., 2016). Die Entstehung verschiedener Derivate aus Lf nach
oraler Aufnahme muss besonders bei der Formulierung von Lebensmittelzusédtzen
und Nahrungsergdnzungsmitteln beriicksichtigt werden. Die Entwicklung
pharmazeutischer Strategien zur Erhohung der Bioverfligbarkeit und zur
Maximierung der Absorption von Lf ist nach wie vor Gegenstand der Forschung

(Yao et al., 2013).

Das gesamte Protein hat ein Molekulargewicht von etwa 80 kDa und bildet zwei
dhnliche globuldre Doménen (C- und N-Lappen) aus (Drago-Serrano et al., 2017).
Es ist positiv geladen mit einem isoelektrischen Punkt von 8,0-8,5 (Levay &
Viljoen, 1995; van der Strate et al., 2001; Gonzéalez-Chavez et al., 2009). Die
Primérstruktur &hnelt sich unter den verschiedenen Sdugetierspezies sehr (Moore et
al., 1997; Baker & Baker, 2009; Lambert, 2012; Drago-Serrano et al., 2017; The
UniProt Consortium, 2022; UniProt Knowledgebase, 2024). Die Sekundarstruktur
ist hauptsdchlich auf das Vorhandensein von Disulfidbriicken zwischen einzelnen
Cysteinresten zuriickzufithren (Moore et al., 1997; Steijns & van Hooijdonk, 2000).
Die Tertidrstruktur zeigt, dass die Polypeptidkette in homologe N- und C-terminale
Lappen gefaltet ist, die in N1:N2- und C1:C2-Doménen organisiert sind und
kovalent durch eine dreigéingige a-Helix verbunden werden (Moguilevsky et al.,
1985; Steijns & van Hooijdonk, 2000; Baker & Baker, 2009). Jeder Spalt zwischen
den Dominen N1:N2 und C1:C2 kann ein Eisenion (Fe3+) binden. Ein Molekiil Lf
kann also mit insgesamt zwei Eisenionen beladen werden (Masson et al., 1966;
Masson & Heremans, 1968, 1971; Testa, 2001, Baker & Baker, 2009). Die
Tertidrstruktur von bovinem Lf (bLf) ist in Abb. 3 dargestellt. Die Eigenschatft,
Eisen reversibel zu binden, bedingt drei verschiedene Ausprigungsformen des
Molekiils: eisenfreies Lt (apo-Lf), mit nur einem Eisenion beladenes (monoferric)
Lf und eisengesittigtes (diferric) Lf (holo-Lf) (Baker & Baker, 2009). Natiirlich
synthetisiertes Lf ist in den meisten Fillen nicht eisengeséttigt und hat deswegen

eine hohe Bindungsaffinitit fiir Eisen (Redwan et al., 2014).
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Abbildung 3: Tertidrstruktur von bovinem apo-Lf (eisenfrei) (A) und bovinem holo-Lf
(eisengesittigt) (B), nach Rosa et al. (2017). Die N-Lappen (links) sowie die C-Lappen
(rechts) sind jeweils in zwei Untereinheiten unterteilt (N1 und N2; C1 und C2). Rot: Eisenionen an
ihren jeweiligen Bindungsstellen.

2.2. Antibakterielle und wachstumsfordernde Eigenschaften

Lfist ein Molekiil mit einer grolen Bandbreite an Eigenschaften, welche in Abb. 4
zusammengefasst sind. Eine seiner Hauptaufgaben liegt in der Regulation des
Eisenstoffwechsels. Da sowohl Eisenmangel als auch Eiseniiberschuss schidlich
fir den Organismus sein konnen, wird die Eisenaufnahme streng kontrolliert
(Ajello et al.,, 2002; Bruni et al., 2016; Sessa et al., 2017). In einem fein
abgestimmten System aus Resorption, Verteilung und Elimination kommt Lf die
Aufgabe zu, freies Eisen zu binden, Eisen zu transportieren und Eisen fiir spateren
Bedarf zeitweise zu speichern (Kawakami et al., 1988; Andrews, 1999, 2000,; Rosa
et al., 2017; Hao et al., 2019). Zahlreiche Arbeiten beschéftigen sich ausfiihrlich
mit den weiteren Funktionen von Lf. Fiir die antiviralen, antiparasitiren,
antimykotischen und antikanzerogenen Eigenschaften sei auf entsprechende
Autoren verwiesen (Adlerova et al., 2008; Leboffe et al., 2009; Vogel, 2012;
Ammons & Copié, 2013; Bruni et al., 2016; Drago-Serrano et al., 2017; Rosa et al.,
2017; Hao et al., 2019; Vega-Bautista et al., 2019; Zarzosa-Moreno et al., 2020).
Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf den antibakteriellen Eigenschaften liegt,
werden im Folgenden diejenigen Funktionen, die eine Bedeutung im
Zusammenhang vor allem mit pathogenen Keimen wie B. cereus haben konnen,

genauer erldutert.
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Abwehrmolekiil,
Eisenstoffwechsel Enzymatische Aktivitit (angeborenes)
Immunsystem

Antimikrobiell/
Antibakteriell

Antiviral Antimykotisch Immunmodulation/ Regulation der

Anti-inflammatorisch intestinalen Flora

Mundhygiene,

Schleimhautgesundheit Antioxidative Effekte Antikanzerogen

Abbildung 4: Uberblick iiber einige der Hauptfunktionen von Laktoferrin

Die Féhigkeit Eisen zu binden verleiht Lf neben seinen physiologischen Funktionen
eine seiner antimikrobiellen Eigenschaften. Eisen ist nicht nur in eukaryotischen
Zellen wichtig, auch (pathogene) Mikroorganismen benétigen ein gewisses Mal3 an
Eisen (v.a. fiir verschiedene Wachstumsprozesse) (Sato et al., 1998; Harvie et al.,
2005; Ma et al., 2012; Chandrangsu et al., 2017). Lf kann durch die bereits oben
beschriebenen Wirkungsweisen Eisen entziehen oder freies Eisen binden und somit
sowohl Gram-positive Bakterien wie z. B. S. aureus, Bacillus subtilis, B. cereus,
Listeria monocytogenes, aber auch Gram-negative Bakterien wie E. coli,
Klebsiella spp., Helicobacter pylori, Salmonella spp. und Shigella spp. durch eine
Eisenmangelsituation in ihrem Wachstum hemmen (Arnold et al., 1980; Sanchez et
al., 1992; Sato et al., 1999b; Valenti & Antonini, 2005; Yen et al., 2011). Lf kann

also bakteriostatisch wirken.

Andererseits hat es auch bakterizide Eigenschaften: Durch Bindung seiner positiv
geladenen N-terminalen Regionen an negativ geladenen Bereiche von Bakterien
[v.a. Lipopolysaccharide (LPS, Gram-negative Keime) oder Teichon- bzw.
Lipoteichonsduren (Gram-positive Keime)] sorgt es fiir Membranschidden oder
sogar -zerstorung. Diese Interaktion ist auch fiir verschiedene Viren oder Pilz- und
Parasitenzelloberflichen beschrieben. Ursache fiir die bakterizide Wirkung ist die
Storung der Lipiddoppelschicht der mikrobiellen Zellmembran, was sich wiederum
in der daraus resultierenden erhdhten Permeabilitit und verdnderten osmotischen
Druckverhiltnissen duflert. Der Austritt von Zytoplasma-Bestandteilen fiihrt meist

zum Zelltod (Arnold et al., 1980, 1982; Appelmelk et al., 1994; Ulvatne et al., 2001;
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Ammons & Copié, 2013; Liu et al., 2011; Dierick et al., 2020). Die erhéhte Dichte
positiver Ladung an der Oberfldche von Lf sorgt aulerdem fiir eine unspezifische
Bindung von Biomolekiilen oder fiir Zusammenlagerung von Proteinen, was
ebenfalls zu einer Storung in der Zellmembran fithren kann (Rahman et al., 2009;
Ochoa & Sizonenko, 2017). Qiu und Kollegen konnten auflerdem eine Protease-
dhnliche Aktivitdt der N-terminalen Bereiche von Lf nachweisen (Qiu et al., 1998).
Lf spaltete in einer Studie bei Haemophilus influenzae Proteinen Arginin-reiche
Regionen ab und schwichte dadurch Virulenz und Kolonisationsvermdgen des

Keims (Hendrixson et al., 2003).

Des Weiteren kann Lf die Adhision bestimmter Bakterien (u. a. Streptococcus
mutans, E. coli, Shigella spp., Helicobacter felix, Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cenocepacia, Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia enterocolitica,
Chlamydophila psittaci) an die Wirtszelle unterbinden (Visca et al., 1989;
Kawasaki et al., 2000; de Aratijo & Giugliano, 2001; de Oliveira et al., 2001; Dial
& Lichtenberger, 2002; Di Biase et al., 2004; Willer et al., 2004; Beeckman et al.,
2007; Berlutti et al., 2008; Rosa et al., 2017). Es wird vermutet, dass Lf mikrobielle
Adhisine bindet und dadurch deren Interaktion mit der Zielzelle, insbesondere mit
Rezeptoren an der Oberfliache, verhindert (Roseanu et al., 2010; Wakabayashi et
al., 2010). Auch die These einer kompetitiven Bindung von Lf an Wirtszellen
und/oder Komponenten mikrobieller Oberflichen und dadurch Blockade der
Anheftung des jeweiligen Keims wird von manchen Autoren vertreten (Valenti &

Antonini, 2005; Sessa et al., 2017).

Bei der Bildung von Biofilmen wird Lf ebenfalls eine inhibierende Wirkung
zugeschrieben. Hierbei spielen das Abspalten bzw. die Bindung von Eisen sowie
das Erschweren bzw. sogar Verhindern der Adhésion der Zellen meist eine wichtige
Rolle. Einige Bakterien bendtigen grofle Mengen an Eisen, um Biofilme ausbilden
zu konnen. Wird ihnen dieses entzogen, erschwert dies einerseits das Wachstum
der Bakterien (siehe oben) und andererseits auch die Formierung eines Biofilms
(Yen et al., 2011). Weniger Bakterien und fehlende Grundbausteine verhindern
somit ein Ansetzen und Ausbreiten des Biofilms (Leitch & Willcox, 1999;
Weinberg, 2004; Singh et al., 2002). In vitro Studien konnten z. B. fiir
P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae und E. coli zeigen, dass Lf in der Lage ist,
bereits bestehende Biofilme zu zerstéren bzw. die weitere Ausbildung zu hemmen

(Singh et al., 2002; Zarzosa-Moreno et al., 2020). Dies geschieht entweder durch
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die Blockade der Lektin-vermittelten Adhdsion der Mikroorgansimen oder aber

durch Erhéhung der Motilitdt (Singh et al., 2002; Lesman-Movshovich et al., 2003).

AulBlerdem spielt Lf sowohl im angeborenen als auch erworbenen Immunsystem
eine Rolle (Legrand et al., 2004; Latorre et al., 2010; Legrand, 2012, 2016). Es hat
dabei z. B. Einfluss auf die Ausbildung von Antikorpern, auf die Reifung von B-
und T-Zellen und auf die Erhohung der Anzahl von natiirlichen Killer-Zellen (Actor
et al., 2009; Hao et al., 2019). Lf kann dariiber hinaus Endotoxine bzw. LPS
(Bestandteile der duBleren Bakterienmembran) binden (Appelmelk et al., 1994;
Elass-Rochard et al., 1995, 1998). Diese triggern im Regelfall nach Invasion (und
evtl. Zerfall) Gram-negativer Bakterien das Immunsystem des Wirts. Vor allem
Toll-Like-Rezeptoren 4 erkennen die Pathogen-assoziierten molekularen Muster
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), zu denen neben LPS z. B. auch
Flagellin, verschiedene Toxine und Peptidoglykane gehoren (Rosa et al., 2017) und
16sen eine Reaktion bei Leukozyten und Thrombozyten aus (Beutler, 2002; Clark
et al., 2007; Beutler & Moresco, 2008). Werden nun Endotoxine bereits durch Lf
gebunden, konnen insgesamt weniger Bakterienbestandteile die Immunzellen

triggern und das Ausmal3 der Immunreaktion reduziert sich (Vogel, 2012).

Neben den zahlreichen antibakteriellen Eigenschaften von Lf sind aber auch
wachstumsfordernde  Effekte beschrieben, vor allem flir probiotische
Mikroorganismen aus den Spezies Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus und
Bifidobacterium (Fuller, 1989; Gibson, 1999; Latif et al., 2023). Hierbei spielt die
Unterscheidung zwischen apo-Lf und holo-Lf eine wichtige Rolle. In den meisten
Féllen sorgt apo-Lf fiir eine hemmende Wirkung oder nimmt keinen Einfluss auf
das Wachstumsverhalten getesteter Probiotika (Petschow et al., 1999; Tian et al.,
2010; Chen et al., 2013b; Vega-Bautista et al., 2019). In vergleichenden
Untersuchungen wurde bereits ein hemmender Effekt auf pathogene Keime wie S.
Typhimurium, Enterococcus faecalis oder Methicillin-resistente S. aureus (MRSA)
ermittelt, wihrend Lactobazillen nicht beeintrdchtigt wurden (Tian et al., 2010;
Chen et al., 2013a). Auch die eisengesittigte Form kann (positive) Auswirkungen
auf ausgewihlte Mikroorganismen haben. So zeigte eine Studie auf, dass holo-Lf
z. B. das Wachstum von Lactobacillus acidophilus anregt. Bei Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve und Bifidobacterium infantis waren sowohl holo-
Lfals auch apo-Lf wachstumsfordernd wirksam. Bifidobacterium longum hingegen

zeigte auf keine der Lf-Formen eine Reaktion (Kim et al., 2004).
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2.3. Laktoferrin als Nahrungserginzungsmittel

Bovines Lf wird bereits seit Jahrzehnten als gesundheitsfordernd beworben. Vor
allem in Japan ist es als Zusatz sowohl in diversen lebensmittelassoziierten
Produkten als auch in der Pharma- und Kosmetikbranche bekannt (Wakabayashi et
al., 2006; Tomita et al., 2009). Aber auch in Europa wurde Lf mittlerweile von der
Europdischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European Food Safety
Authority) als Inhaltsstoff von Lebensmitteln zugelassen (EFSA Panel on Dietetic
Products & Allergies, 2012). Von der US-Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel
(U.S. Food and Drug Administration, FDA) ist bLf als Nahrungsergénzungsmittel
allgemein als sicher anerkannt (generally recognized as safe, GRAS) (FDA, 2001;
Wakabayashi et al., 2006; FDA, 2013a, 2013b, 2016; Krolitzki et al., 2022). Die
weltweite Produktion von bLf lag 2021 bei mehr als 300 t (Krolitzki et al., 2022).
Der Marktwert wird fiir 2027 auf {iber 265 Millionen Euro geschétzt (Hancocks,
2021).

Viele Branchen haben den Wert von Lf erkannt und versuchen die positiven
Eigenschaften fiir ihre Produkte zu nutzen. Dadurch findet sich (bovines) Lf in
zahlreichen verschiedenen Produktkategorien: in Lebensmitteln (z. B.
Sduglingsnahrung, Magermilchprodukten, Sportlernahrung und -drinks und
Joghurt), Kosmetikprodukten (vor allem Hautpflegeprodukte), Produkten zur
Mundhygiene (Mundspiillosungen und Zahnpasta), Nahrungsergidnzungsmitteln
und Nutrazeutika (Wang et al., 2019). Sogar Tierfutter kann Lf als Zusatz enthalten
(Wakabayashi et al., 2006). Auch als Nahrungsergdnzungsmittel ist es beliebt, von
der Apotheke bis hin zu diversen Onlineshops ist es frei verkduflich erhéltlich. Als
Nahrungsergdanzungsmittel werden vor allem die positiven Auswirkungen auf den
Eisenstoffwechsel, die immunfordernden wund abwehrsystemsteigernden

Eigenschaften sowie die antioxidativen und antimikrobiellen Effekte beworben.

Vorrangig findet bLf Anwendung, da es relativ einfach und giinstig herzustellen ist
(Cao et al., 2023). Das Ausgangsprodukt Kuhmilch ist in groBer Menge verfiigbar
und somit fiir die Gewinnung von Lf im grof3en Stil geeignet (Krolitzki et al., 2022).
Gewonnen wird bLf hauptsidchlich aus Magermilch und Molke (sii} und sauer), die
als Nebenprodukte in Molkerei und Kiserei anfallen. Nach verschiedenen
Aufreinigungsschritten wird das Lf durch Ultrafiltration aufkonzentriert, einer

(geringen) Wirmebehandlung unterzogen und dann gefriergetrocknet, um ein
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Pulver  herzustellen.  Verschiedene  (Hitze-)  Stabilitdtsversuche = mit
unterschiedlichen pH-Werten und verschiedenen, oftmals mehrschrittigen
Erhitzungsstufen wurden durchgefiihrt, um einen Kompromiss zwischen Sicherheit
des Endprodukts und Erhalt der biologischen Aktivitit zu finden (Wakabayashi et
al., 2006, 2018). So ist die Ausbeute von ausreichend wirksamem Lf trotz seiner
Hitzelabilitdit noch gegeben (FDA, 2016; Krolitzki et al., 2022). Molke wird
normalerweise direkt zu rentablen Produkten weiterverarbeitet (z. B. Molkenpulver
in humaner Erndhrung oder als Zusatz in Tierfutter und Diinger). Nicht
wiarmebehandelte, vor allem saure Molke wurde frither hidufig entsorgt (Smithers,
2008, 2015). Die Laktoferringewinnung ist hier mittlerweile ein sehr beliebter
Weiterverarbeitungsschritt (Mawson, 1994; Smithers, 2015; Domingos et al.,
2018). Dabei sind immer die jeweiligen nationalen Gesetzesgrundlagen zu
beachten. In Deutschland ist dies z. B. die Milcherzeugnisverordnung (MilchErzV,
2023).

Mittlerweile ist es auBBerdem moglich, Lf in transgenen Tieren (v.a. Rind und
Ziege), in Reis oder in Aspergillus niger herzustellen. Letzteres macht man sich
z. B. bei der Produktion von rekombinantem humanem Lf zu Nutze (Wakabayashi

et al., 2006).

Erneut vermehrt in den Fokus geriickt ist Lf wihrend der COVID-19-Pandemie.
Forschergruppen weltweit untersuchen seine potentiell niitzlichen Eigenschaften
bei einer Infektion mit SARS-CoV-2. Die immunmodulatorische Wirkung von Lf
konnte in einigen Féllen den Cytokinsturm, der eine hiufige Folge des akuten
Atemnotsyndroms (acute respiratory distress syndrome, ARDS) mit begleitenden
Organschidden ist, abmildern (Kell & Pretorius, 2018; Mehta et al., 2020).
AuBerdem scheint Lf um dieselben Rezeptoren konkurrieren zu kdnnen, die auch
SARS-CoV-2 belegt. Die Verdringungsreaktionen bzw. vorzeitige Belegung der
Rezeptoren konnte die Virusbindung und damit die Infektion behindern (Kell et al.,
2020). Auf diesem Gebiet ist jedoch weitere Forschung noétig, diverse
Untersuchungen zu diesem Thema laufen. Auch die Reduktion von frei
verfligbarem Eisen sowie die antiinflammatorischen und antiviralen Eigenschaften
von Lf kénnen sich positiv auf den Zustand eines an SARS-CoV-2 erkrankten

Patienten auswirken (Kell et al., 2020).
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I11. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Es ist ein regelméfBig beobachtetes, aber bislang ungekldrtes Phianomen, dass
B. cereus zwar sehr haufig in Milch und Milchprodukten nachgewiesen wird, es
jedoch verhiltnismdBig selten zu Krankheitsausbriichen bedingt durch diese
Lebensmittel kommt. Im Rahmen eines vorangegangenen Projekts wurden erstmals
verschiedene Lebensmittel- und vor allem Milchkomponenten identifiziert, die sich
hemmend auf die Aktivitit der Enterotoxine im Zellkulturtest auswirken. Hierbei
fiel vor allem Lf auf (Da Riol et al., 2018).

Ziel dieser Arbeit war die umfassende Untersuchung des Einflusses von Lf auf
enteropathogene B. cereus sowie der Reaktion der Bakterien auf Lf-Exposition.
Hierbei standen das Wachstumsverhalten der Bakterien in Minimalmedium, ihre
Enterotoxinproduktion sowie ihre zytotoxische Aktivitit im Vordergrund. Durch
die Untersuchung verschiedener enteropathogener B. cereus Isolate sollten in
diesen Tests auch Stamm-spezifische Unterschiede ermittelt werden. Aullerdem
wurden verschiedene Lf-basierte Produkte und Lf verschiedener Spezies getestet.
In Agardiffusionstest wurde eine potentielle Wachstumshemmung durch Lf
untersucht. In Mikrodilutionsverfahren wurde die jeweilige minimale Hemm-
Konzentration (minimal inhibitory concentration, MIC) ermittelt. Uberstinde aus
Wachstumstests wurden in EIAs hinsichtlich der Toxinproduktion und in WST-1
Zytotoxizititsassays hinsichtlich der toxischen Aktivitit gegeniiber Vero-Zellen
untersucht. Eine Transkriptomanalyse mittels RNA Sequenzierung sollte
Aufschliisse hinsichtlich der Genexpression unter Lf-Einfluss liefern.

Die Untersuchungen sollten neue Einblicke in die Interaktion zwischen Lf und
Lebensmittel-relevanten, pathogenen Keimen am Beispiel von B. cereus

ermoglichen.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The iron-binding glycoprotein lactoferrin is well known for its wide range of antibacterial effects. However, the
aim of this study was to show that its antibacterial activity is not generally applicable to a bacterial species as a
whole.

In disk diffusion assays performed with 112 isolates from 13 bacterial species (including the foodborne
pathogens Bacillus cereus and Staphylococcus aureus), a lactoferrin-based food supplement showed no inhibition
of growth on 24%, moderate inhibition on 31%, and strong inhibition on 45% of all tested isolates. Minimal
inhibitory concentrations against B. cereus and Bacillus thuringiensis strain-specifically ranged from 0.31 mg/
mL to no impairment at all. Further 11 commercially available lactoferrin-based food supplements and purified
bovine lactoferrin showed strain- as well as product-specific growth inhibition. In comparison to bovine lacto-
ferrin, human lactoferrin showed no inhibitory effects.

In summary, purified lactoferrin and lactoferrin-based food supplements inhibit bacterial growth in a dose-,
strain-, and product-dependent manner. Thus, a general antimicrobial effect of lactoferrin against a specific

Keywords:

Bacillus cereus

Bacillus thuringiensis

Disk diffusion

Food supplement

Lactoferrin

Minimum inhibitory concentration

bacterial species cannot be assumed,

Lactoferrin, a member of the transferrin family, is an 80 kDa iron-
binding glycoprotein. It mainly occurs in colostrum and milk, but also
in other body fluids such as tears, saliva, and plasma, as well as in the
gastrointestinal, respiratory, and reproductive tracts (Berkhout et al.,
2003). Lactoferrin, and especially lactoferricins, antimicrobial pep-
tides derived from the N-terminal region of the molecule, are of special
interest because of their antibacterial, antiviral, antifungal, antipara-
sitic, antiinflammatory, antianemic, and anticarcinogenic properties
(Orsi, 2004; Wu et al., 2023). Moreover, they are involved in cell pro-
liferation and differentiation, iron absorption, neural development and
cognition, bone growth, protection from oxidative stress, and
immunomodulation (Avalos-Gémez et al., 2020). Lactoferricins are
further used as preservatives for different foods (Wu et al., 2023).

Initially, bacteriostatic effects on various Gram-negative and Gram-
positive bacteria such as Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes, or Bacillus subtilis were discovered. Due to its iron
sequestration, apo-lactoferrin limits the availability of free iron and
thus, inhibits bacterial growth (Berkhout et al., 2003). Bacterial patho-
gens counteract this firstly by producing siderophores, which can bind
ferric ion with high affinity and transport it into the cells via specific
membrane receptors; and secondly by expressing specific outer mem-
brane receptors, which can bind and remove iron directly from lacto-
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ferrin or transferrin (Orsi, 2004). Additionally, many bacteria can in
turn use holo-lactoferrin as an iron source for growth. Lactoferrin also
shows direct bactericidal effects by binding either to the outer mem-
brane of Gram-negative bacteria, which subsequently releases
lipopolysaccharides and increases membrane permeability; or to
lipoteichoic acids of Gram-positive bacteria, which also results in
destabilization of the bacterial membrane (Berkhout et al., 2003;
Orsi, 2004).

Further mechanisms against (bacterial) pathogens are proteolysis
of microbial virulence factors due to serine protease activity, inhibi-
tion of microbial biofilm formation by stimulating twitching motility,
inhibition of adhesion to or intracellular invasion into host cells and
support of a probiotic microflora in the intestine (Superti, 2020).
Finally, lactoferrin also promotes apoptotic signals in infected cells
and contributes to bactericidal activity in polymorphonuclear neu-
trophils after phagocytosis (Orsi, 2004). Because of its various positive
effects, lactoferrin (mainly derived from bovine milk) is intensively
used in human medicine and as a popular food supplement (Superti,
2020).

Several studies have already been conducted on bacterial growth
inhibition by lactoferrin and its derivatives (Almaas et al., 2006;
Bruni et al., 2016; Custer & Hansen, 1983; Sato et al., 1999). The

0362-028X/© 2023 The Authors. Published by Elsevier Inc. on behalf of International Association for Food Protection.
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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aim of the present study was to test whether this inhibitory effect of
lactoferrin-based food supplements applies to one species in general.
As expected, we show that growth inhibition and especially minimal
inhibitory concentrations are subject to great strain-specific differ-
ences. Exemplary we use Bacillus cereus, a Gram-positive, facultative
anaerobic, spore-forming, ubiquitous soil bacterium, which can be
responsible for two types of food-associated gastrointestinal diseases,
the emetic and the diarrheal syndrome (Dietrich et al., 2021), as well
as further Bacillus spp., E. coli, Staphylococcus aureus, and Streptococcus
uberis for comparison.

Materials and Methods

Bacterial strains and lactoferrin-based food supplements. A
total of 112 strains were used in this study, consisting mainly of B. cer-
eus (n = 46) and Bacillus thuringiensis (n = 23) as well as further Bacil-
lus (n = 13), E. coli (n = 10), S. aureus (n = 10), and S. uberis (n = 10)
isolates for comparison. Bacterial isolates from our own diagnostics
laboratories as well as previously published strains (Jessberger et al.,
2015; Schwenk et al., 2020; Tausch et al., 2017) were used (for details,
refer to Supplementary Table S1). Three representative strains were
investigated in detail: 162/F837/76_1 (hemolysin BL reference strain
according to Beecher & Macmillan, 1991), 3053/NVH 0075-95 (non-
hemolytic enterotoxin reference strain according to Lund & Granum,
1996), and 1502/INRA C3 (in-house reference strain). From —80°C
permanent cultures, all bacterial strains were passaged twice on
Colombia sheep blood agar (Oxoid) before use. For disk diffusion
assays, overnight cultures were prepared by inoculating 10 mL LB
medium (10 g/L tryptone, 10 g/L sodium chloride, 5 g/L yeast extract)
with one bacterial colony, respectively. Overnight cultures were incu-
bated for 17 h at 37°C and 200 rpm. For antimicrobial broth dilution
assays, 20 mL modified, defined medium which supports good growth
and moderate enterotoxin production (mMOD medium; Glatz &
Goepfert, 1977; Jessberger, Dietrich, et al., 2019; Rosenfeld et al.,
2005) were inoculated with one colony of B. cereus strain 162, 3053,
and 1502, respectively, and incubated for 17 h at 37°C at 200 rpm.

The lactoferrin-containing products investigated in this study are
summarized in Supplementary Table $2. Of all products, stock solu-
tions were prepared by opening the capsules and/or solving the con-
tent in sterile, double-distilled H,O to a concentration of 100 mg/
mL. The solutions were subsequently filtered through 0.2-um pore-
size filters (Merck Millipore).

Disk diffusion assay. Disk diffusion assays were performed follow-
ing previous studies (Dussault et al., 2014; Schwenk et al., 2020).
Briefly, 100 pL bacterial culture (ODggo set to 0.5 = approx.
107-10° cfu/mL) were plated onto LB agar. Sterile Whatmann paper
disks (5 mm diameter) were placed evenly on the plate, and 5 pL of
the lactoferrin stock solutions (100 mg/mL; for details refer to Supple-
mentary Table $2) was dropped on them. After 24 h of incubation at
37°C, growth inhibition zones were measured. A total of 112 bacterial
strains were tested in the disk diffusion assay, for detailed information,
see Supplementary Table S1. At least three replicates per strain were
prepared and examined.

Antimicrobial broth dilution assay. Antimicrobial broth dilution
assays were performed based on Dussault et al. (2014). Due to poor
bacterial growth in 96-well plates, growth was assessed in test tubes
containing 2 mL mMOD medium (Glatz & Goepfert, 1977;
Jessberger, Dietrich, et al., 2019; Rosenfeld et al., 2005). Serial dilu-
tions of lactoferrin were prepared resulting in concentrations from
20 to 0.02 mg/mL. The test tubes were inoculated with B. cereus/B.
thuringiensis overnight cultures (see above) to ODgoy = 0.1, After 0,
8, and 24 h of incubation at 37°C and 200 rpm, ODgqo was determined
in a Tecan sunrise photometer. Tests of different B. cereus (n = 19)/B.
thuringiensis (n = 2) strains were carried out in duplicates with three
technical replicates each. Tests of the different lactoferrin products

Journal of Food Protection 86 (2023) 100153

(Supplementary Table S2) were carried out in triplicates against each
of three representative B. cereus strains (162, 3053, and 1502; see
above).

Statistical analyses. Results from disk diffusion assays comprising
112 bacterial strains were further statistically analyzed using the
IBM® SPSS® statistics program, version 28.0.1.1 (15). A univariate
analysis of variance including Bonferroni test as posthoc method was
performed. In order to prepare the results for the analyses, numerical
data obtained from the disk diffusion were assorted into three cate-
gories (1 = no inhibition; 2 = moderate inhibition; 3 = strong inhi-
bition). Growth inhibition was defined as dependent variable, origin,
and species as fixed factors. No significant differences (p values > 0.05)
in growth inhibition were found either when comparing the origin of
the isolates or when comparing the species. Analogously, the species
was examined as a dependent variable of growth inhibition. Signifi-
cant differences were calculated between no and strong inhibition (p
value = 0.007), which can be interpreted as additional statistical con-
firmation that the original classification based on the diameter of the
inhibition zones into no (5 mm diameter), moderate ( >5-8 mm diam-
eter), and strong inhibition (>8 mm diameter) was appropriate.

Results

Strain-specific growth inhibition by lactoferrin. The general
antimicrobial effect of lactoferrin-based food supplements was tested
comparatively for 112 isolates using product no. 1 (ingredient:
400 mg bovine lactoferrin per capsule; compare Supplementary
Table §2). Results were categorized according to inhibition zone diam-
eters in disk diffusion assays. Figure 1A depicts these results in per-
centage for all tested isolates as well as divided by species. Overall,
lactoferrin showed no inhibitory effect (5 mm diameter) on 24% of
all isolates tested, moderate inhibition (>5-8 mm diameter) on
31%, and strong inhibition (>8 mm diameter) on 45%. The distribu-
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Figure 1. Antimicrobial activity of lactoferrin-based food supplement
no. 1 toward 112 bacterial isolates. Categorization according to inhibition
zone diameters in disk diffusion assays: no inhibition (5 mm diameter),
moderate inhibition (>5-8 mm diameter), strong inhibition (>8 mm diam-
eter). A. Percentage distribution among all tested isolates as well as divided by
species (Bc = B. cereus, Bt = B. thuringiensis, Bac = other Bacillus strains,
Ec = E. coli, Sa = S. aureus, Su = S. uberis). B, Percentage distribution divided
by origin of the isolates (Env = environment, Inf = infection).
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tion varied between the different species tested. Furthermore, large
strain-specific differences were revealed within one species (compare
Supplementary Table S1). A slight tendency could be observed toward
stronger growth inhibition of B. cereus and E. coli isolates than other
species. Comparing the strains under study according to their origin,
environmental isolates (swab samples, soil, biopesticides) tended to
be more strongly inhibited than isolates from other origins. Further-
more, comparatively few food isolates with no inhibition were
detected (Fig. 1B). However, these tendencies were not significant (p
values > 0.05).

Growth inhibition in dose-dependent manner. To investigate
the strain-specific inhibitory potential in more detail, 21 isolates (19
B. cereus, two B. thuringiensis) were subjected to antimicrobial broth
dilution assays using product no. 1 (ingredient: 400 mg bovine lacto-
ferrin per capsule; compare Supplementary Table 52), The mean val-
ues of the lowest lactoferrin concentrations inhibiting bacterial
growth were used for calculating minimal inhibitory concentrations
(MICs). These MICs, again strain specifically, showed a wide range
from 0.31 mg/mL to no impairment at all (Fig. 2A).

Moreover, the inhibitory potential of further 11 commercially
available lactoferrin-based food supplements as well as purified lacto-
ferrin from bovine milk, colostrum, and human milk was tested against
three B. cereus reference strains. Results of comparative disk diffusion
assays are summarized in Supplementary Table S2, MICs determined
in subsequent antimicrobial broth dilution assays (Fig. 2B) depended
on the one hand on the tested reference strain (impairment by lactofer-
rin: 162 < 1502 < 3053) and on the other hand on the tested product.
Products no. 4 (additional ingredients cornstarch, DL-alpha-
tocopherole, zinc citrate, magnesium salts of fatty acids) and 12 (only
lactoferrin) showed the lowest MICs against the tested reference
strains. Interestingly, human lactoferrin showed no inhibitory effects,
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Discussion

Due to its multifaceted benefits, bovine lactoferrin is intensively
used in human medicine as well as in the food industry (Superti,
2020). Generally, its antibacterial effects are well elucidated. On the
one hand, as a bacteriostatic effect, its iron-binding ability restricts
the availability of this essential element for bacterial growth
(Berkhout et al., 2003; Orsi, 2004). Iron sequestration by lactoferrin
also prevents biofilm formation known to be important in the develop-
ment and persistence of infections (Singh et al., 2002). On the other
hand, lactoferrin can interact directly with the infectious agent (bacte-
ricidal effect). Specific interactions take place both with lipoteichoic
acids of Gram-positive and lipopolysaccharides of Gram-negative bac-
teria disrupting their membrane integrity (Berkhout et al., 2003; Orsi,
2004; Superti et al,, 2008). Antibacterial activity has been shown
against B. subtilis, B. cereus, Clostridium perfringens, Corynebacterium
diphtheria, (Shiga-toxin producing) E. coli, Klebsiella pneumoniae, L.
monocytogenes, Mannheimia haemolytica, Pseudomonas aeruginosa, Sal-
monella enterica, - Shigella flexneri, S. aureus, Vibrio cholera, Yersinia
enterocolitica, and many others (Bruni et al., 2016; Sato et al., 1999;
Zarzosa-Moreno et al., 2020). MICs show great variations depending
on the lactoferrin form/product/derivative and the bacterial strain
used. For example, for bovine lactoferricin, MICs range from 1.6 to
50 pg/mL for E. coli, from 6 to 30 pg/mL for S. aureus, from 1.6 to
18 pg/mL for Salmonella spp., and from 9 to 15.6 pg/mL for B. cereus
(Bruni et al., 2016). In the present study, commercially available
lactoferrin-based food supplements were deliberately chosen for the
investigations. After 8 h of incubation, MICs of lactoferrin product
no. 1 ranged from 0.31 to 10 mg/mL depending on the tested B. cereus
isolate. In this test, four out of 21 strains were not inhibited at all. Sim-
ilar variations were observed when different products or purified
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Figure 2. Minimal inhibitory concentrations (MICs) of lactoferrin. A. MICs of lactoferrin-based food supplement no. 1 toward different B. cereus and B.
thuringiensis (underlined) strains in ascending order, as determined in antimicrobial broth dilution assays. Bars represent means and standard deviations of
duplicates with three technical replicates each. B. MICs of selected lactoferrins and lactoferrin-based food supplements toward three B. cereus reference strains
determined in antimicrobial broth dilution assays. Bars represent means and standard deviations of triplicates. No bar: no inhibition of growth.
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lactoferrins were comparatively tested against three B. cereus reference
strains. With the exception of two products, strain 162 was completely
insensitive, while strain 3053 was inhibited by the majority of prod-
ucts tested (MICs varied from 1.25 to 20 mg/mL). These, as well as
the intermediately inhibited strain 1502, are enteropathogenic strains
with high toxin production and cytotoxic activity (Jessberger et al.,
2015). Major strain-specific differences thus occur in further steps of
the food infection process, e.g. the survival of the gastric passage, ger-
mination of spores, adhesion to the intestinal epithelium, etc.
(Jessberger, Kranzler, et al., 2019). It has further been shown that
lactoferrin interacts with the protein components of hemolysin BL
resulting in reduced pore-forming and cytotoxic activity (da Riol
et al., 2018) and that lactoferrin is involved in the inhibition of B. cer-
eus spore outgrowth (Custer & Hansen, 1983). Further studies are
needed to clarify the basis of the strain-specific sensitivity to lactofer-
rin. It is also so far unknown whether lactoferrin exposure influences
the toxin-forming capacity of the bacteria.

The results of this study underline that it is not possible to assume
that lactoferrin has a general antimicrobial effect against a specific
bacterial species. Very much on the contrary, there are large strain-
specific differences. Similarly, different lactoferrin-based food supple-
ments show diverging antimicrobial activity depending on their ingre-
dients and composition.
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Table S1 Overview of the bacterial species and strains used in this study, their origin and their
growth inhibition by lactoferrin-based food supplement no. 1. Bacteria are first sorted
alphabetically by species and within species in ascending order of the inhibition zone diameters

in the disk diffusion assay.

Isolate

Original name
number

Origin

Inhibition zone
diameter (mm)'

Bacillus cereus

162+<  F837/76_1
1505*  F837/76_2
1678  RIVM BC 934
18857  IP5832

3104¢  F528/94
3108°  RIVM BC 964
162_2"  F837/76 AnhedBC
3169 F3175/03 (D7)
3137 -

2856 -

3146 -

3173*  F3162/04 (D8)
15132 SDA KA96

2857 -

3053=9  NVH 0075-95
31727 6/27/8

3300 -

1471 -

1532 WSBC 10593
2331 4281/1 N
3178  RIVM BC 90
3033 -

1500°  INRA A3
3185 7218

1543« F4429/71
1349 BW 9398/2001
2849 ATCC 14579
3348 -

1305 -

1477*  WSBC 10035
1699 -

1502%¢ INRA C3
3225 -

3341 -

2261 -

2866 -

3138 -

1548 WSBC 10609
2387 -

1680 -

Postoperative infection
Postoperative infection
Salad

Bactisubtil® (probiotic)
Rice dish, food poisoning
Kebab

Human feces

Rice with vegetables, emetic toxin

Spice mixture

Bean salad, emetic toxin
Human feces

Raw milk

Cream sauce

Vegetable stew, food poisoning
Human feces

Cricket

Rigatoni

Noodle dish

Kebab

Human feces

Cream cake

Starch

Human feces

Vanilla pudding

Milk

Sampler

Indian rice dish, emetic toxin
Pasteurized milk

Pasta

Pasteurized carrots

Whipped cream, emetic toxin
Paprika

Belgium, vomit, emetic
Duck with rice

Fried noodles, emetic toxin
Vomit

Vitamin paste

Chicken

5.0£0.0
50=00
5000
5000
5000
5.0£0.0
5.0£0.0
6.3£1.0
7.0£08
7321
73£05
73x15
75+1.7
7.5+£13
7.5+1.0
7517
7.5+£24
7.8+1.0
78x15
7.8+1.0
7.8x£1.0
8.0x14
83+33
85+13
88£15
9012
93+1.0
93+1.0
9.3+£1.0
9506
9.5+06
98+13
98+21
10.0+0.8
103£1.3
103+£34
10.5+1.3
11.0£0.0
11.3+1.0
11.5£29
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3452 - Tofu 120£22
3163 - Ready-to-cat salad 123£1.9
3164 - Ready-to-cat salad 12310
3109 - Kebab, food poisoning with vomiting 13008
3231 - Hazelnut ice cream 13.5+£0.6
867 MHI 86 Infant food 14813
Bacillus coagulans

248 ATCC 7050¢ - 5.0+0.0
Bacillus cytotoxicus

1307 - Norway 5000
Bacillus licheniformis

3248 - Liquetied thermised yoghurt peach/passion fruit 5.3+0.5
3247 - Liquefied thermised yoghurt pineapple 1001.6
Bacillus pumilus

3354 DSM 27 = 11.0+£2.4
3349 - Swab 125431
Bacillus spizizenii

260 ATCC 6633 _2¢2 - 6.5+0.6
256 ATCC 6633 _1¢ - 7.5+0.6
Bacillus subtilis

3192 DSM 3256/ - 7510
255 DSM 2109 - 7.8+0.5
3193 DSM 10/ - 10.8 1.0
Buacillus thuringiensis

3186 ssp. aizawai Biopesticide granulate 5.0£0.0
3187 ssp. aizawai Biopesticide granulate 5.0£00
3188 - Biopesticide 5000
3189 - Ready-to-eat salad 5.0£00
3190 - Ready-to-eat salad 5.0+0.0
3191 - Ready-to-eat salad 5000
2870 ssp. entomocidus bv. subtoxicus, IEBC-T06A001  Canada 5.0+0.0
3241 ssp. tenebrionis Biopesticide 5.0£0.0
257 ATCC 10792¢ - 5.5+06
3369 ssp. aizawai Biopesticide 6018
2882 ssp. israelensis, BGSC 4Q2 (HD500) Culicidae larva 63£1.0
2880 WSBC 28025 Vegetables for infant food 7.5+0.6
2875 ssp. kurstaki, PO6 Soil 83+29
2876 ssp. kurstaki, PO10 Soil 93+05
2878 ssp. tenebrionis Undefined biopesticide 108 +1.0
3370 Bt 407 Ephestia kuehniella larva; Cry- 108£1.9
2874 ssp. kurstaki, PO1 Soil 115+1.7
2877 ssp. kurstaki, PO14 Soil 11.5£1.3
2873 ATCC 10792¢ Mediterranean flour moth 119+26
2872 HER 1404 - 123£1.0
271 DSM 6029" - 128422
2871 - - 148+19
3240 ssp. kurstaki Biopesticide 15317
Lysinibacillus sphaericus

253 ATCC 245¢ - 5.0£00
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Paenibacillus polymyxa

258 ATCC 10401¢ - 5.0+0.0
Escherichia coli

65 - Bovine milk sample 5.0+0.0
64 - Bovine milk sample 53x06
71 - Bovine milk sample 6.3£0.6
66 - Bovine milk sample 7.0£1.0
67 - Bovine milk sample 73+06
72 - Bovine milk sample 8706
73 - Bovine milk sample 87x06
68 - Bovine milk sample 9.0+1.0
70 - Bovine milk sample 9.0£1.0
69 - Bovine milk sample 9.7+12
Staphylococcus aurens”

171 - Bovine milk sample 5.0+0.0
173 - Bovine milk sample 50£00
174 - Bovine milk sample 5.0£0.0
176 - Bovine milk sample 5.0£00
175 - Bovine milk sample 57106
179 - Bovine milk sample 5706
170 - Bovine milk sample 70£26
178 - Bovine milk sample 83+006
177 - Bovine milk sample 103£1.5
172 - Bovine milk sample 11.3+0.6
Streptococcus uberis”

199 - Bovine milk sample 5000
200 - Bovine milk sample 5.0x0.0
208 - Bovine milk sample 5.0+£0.0
204 - Bovine milk sample 53x06
201 - Bovine milk sample 6.3+0.6
205 - Bovine milk sample 6.7£0.6
203 - Bovine milk sample 7.0£0.0
206 - Bovine milk sample 87+£0.6
207 - Bovine milk sample 93+£12
202 - Bovine milk sample 11.0+1.4

“ Previously published strains according to JeBberger et al. (2015)

& Previously published strain according to Tausch et al. (2017)

¢ Hbl reference strain according to Beecher & Macmillan (1991)

4 Nhe reference strain according to Lund & Granum (1996)

¢ In-house reference strain

/ Purchased from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH (DSMZ)
¢ Purchased from the American Type Culture Collection

" AWl E. coli, S. aureus and S. uberis strains were isolated from milk samples

Remaining strains: In-house strains, isolated from food samples

 No inhibition of growth is shown as 5.0 mm, the diameter of the paper disk
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Lactoferrin-based food
supplements trigger toxin
production of enteropathogenic
Bacillus cereus

Clara-Sophie Jugert?, Andrea Didier' and Nadja Jessberger?*

!Department of Veterinary Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen, OberschleiBheim, Germany, “Institute for Food Quality and Food Safety, University of
Veterinary Medicine Hannover, Hannover, (Ee!rmany

Lactoferrin is an iron-binding glycoprotein exhibiting antibacterial, antiviral,
antifungal, antiparasitic, antiinflammatory, antianaemic and anticarcinogenic
properties. While its inhibitory effects against bacterial pathogens are well
investigated, little is known about its influence on the production and/or mode of
action of bacterial toxins. Thus, the present study aimed to determine the impact
of food supplements based on bovine lactoferrin on Bacillus cereus enterotoxin
production. First, strain-specific growth inhibition of three representative isolates
was observed in minimal medium with 1 or 10 mg/mL of a lactoferrin-based food
supplement, designated as product no. 1. Growth inhibition did not result from
iron deficiency. In contrast to that, all three strains showed increased amounts
of enterotoxin component NheB in the supernatant, which corresponded with
cytotoxicity. Moreover, lactoferrin product no. 1 enhanced NheB production of
further 20 out of 28 B. cereus and Bacillus thuringiensis strains. These findings
again suggested a strain-specific response toward lactoferrin. Product-specific
differences also became apparent comparing the influence of further six products
on highly responsive strain INRA C3. Highest toxin titres were detected after
exposure to products no. 7, 1 and 2, containing no ingredients except pure bovine
lactoferrin. INRA C3 was also used to determine the transcriptional response
toward lactoferrin exposure via RNA sequencing. As control, iron-free medium
was also included, which resulted in down-regulation of eight genes, mainly
involved in amino acid metabolism, and in up-regulation of 52 genes, mainly
involved in iron transport, uptake and utilization. In contrast to that, 153 genes
were down-regulated in the presence of lactoferrin, including genes involved in
flagellar assembly, motility, chemotaxis and sporulation as well as genes encoding
regulatory proteins, transporters, heat and cold shock proteins and virulence
factors. Furthermore, 125 genes were up-regulated in the presence of lactoferrin,
comprising genes involved in sporulation and germination, nutrient uptake, iron
transport and utilization, and resistance. In summary, lactoferrin exposure of
B. cereus strain-specifically triggers an extensive transcriptional response that
considerably exceeds the response toward iron deficiency and, despite down-
regulation of various genes belonging to the PlcR-regulon, ultimately leads to
an increased level of secreted enterotoxin by a mechanism, which has yet to
be elucidated.

KEYWORDS

food additive, lactoferrin, Bacillus cereus, non-hemolytic enterotoxin, transcriptome,
quorum sensing
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1. Introduction

Bacillus cereus is a Gram-positive, facultative anaerobic, spore
forming, ubiquitous soil bacterium. It has gained attention due to its
ability to cause two types of foodborne illnesses. On the one hand, the
heat-stable  cyclic
dodecadepsipeptide cereulide leading to nausea and vomiting
(Dietrich etal., 2021). On the other hand, enteropathogenic strains are
responsible for the diarrhoeal form (Jessberger et al, 2020) by
producing three different heat-labile, proteinaceous enterotoxins,
which are the single protein CytK (cytotoxin K; Lund et al., 2000) and
the two three-component enterotoxin complexes Nhe (non-haemolytic
enterotoxin; Lund and Granum, 1996) and Hbl (haemolysin BL;
Beecher and Macmillan, 1991). The amount of secreted enterotoxin
component NheB provides a good indication for the cytotoxic activity
of a B. cereus isolate (Moravek et al., 2006). Although several studies
have been carried out on this subject, it is still not fully understood
under which conditions and in which isolate increased enterotoxin
production is triggered. This is due to the complex transcriptional

emetic syndrome is caused by the

regulation of the enterotoxin genes. The promoter regions of especially
the nhe and hbl operons are unusually long and exhibit binding sites
for several transcriptional regulators, which, among others, depend
on nutrient and oxygen availability as well as the growth status of the
cell (Bohm et al, 2016; Dietrich et al., 2021). Moreover, post-
transcriptional and post-translational modifications may play an
additional role, which have not yet been clarified in detail (Jessberger
et al., 2015). Nevertheless, it has been shown that the bacterium
responds with enhanced enterotoxin production to certain
environmental factors such as nutrient deprivation and cell density
(Gohar et al., 2008), artificial intestinal growth medium (Jessberger
etal,, 2017) or the presence of mucin (Jessberger et al., 2019). Various
food components can also have an impact on toxin production as well
as on cytotoxic activity. In a previous study, we were able to show that
milk, and especially the milk protein lactoferrin, decreases cytotoxic
activity (da Riol et al., 2018).

The approximately 80kDa iron-binding glycoprotein lactoferrin
is a member of the transferrin family (Sienkiewicz et al,, 2022). It is
most abundant in human and bovine colostrum and milk (Cheng
et al., 2008), but it can also be found in further body fluids such as
tears, saliva, plasma and semen, as well as in the gastrointestinal,
respiratory and reproductive tracts (Superti, 2020). Lactoferrin and
its derivatives possess immunomodulatory, antiinflammatory and
antioxidant activity, as well as antibacterial, antifungal, antiviral,
antiparasitic, antitumour and antianaemic properties (Sienkiewicz
et al,, 2022; Wu et al,, 2023). Furthermore, the molecule can have a
positive impact on oral as well as intestinal microbiota (Nakano et al.,
2017; Haiwen et al., 2019; Superti, 2020). The antibacterial activity of
lactoferrin has already been extensively studied. It exhibits both
bacteriostatic and bactericidal effects on various Gram-negative and
Gram-positive bacteria. On the one hand, due to its ability to
sequester and chelate iron, lactoferrin limits iron availability and
thus, bacterial growth (Sienkiewicz et al., 2022). On the other hand,
more and more iron-independent mechanisms were discovered such
as destabilization of bacterial membranes by binding either to the
outer membrane of Gram-negative bacteria and releasing
lipopolysaccharides, or to lipoteichoic acids of Gram-positive
bacteria (Sienkiewicz et al., 2022). Further, these interactions can
enhance the activity of other antibacterials such as lysozyme
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(Zelechowska et al., 2016). Additional mechanisms are prevention of
bacterial adhesion, invasion and biofilm formation, direct interaction
with certain bacterial virulence factors, proteolysis of bacterial
virulence factors due to serine protease activity, promotion of
apoptosis in infected cells, and enhancing bactericidal activity in
polymorphonuclear neutrophils (Singh et al,, 2002; Ostan et al., 2017;
Superti, 2020; Zarzosa-Moreno et al., 2020). Due to such beneficial
effects, it is not surprising that a multitude of food supplements based
on purified bovine lactoferrin are commercially available. We recently
tested a selection of these products (12 commercially available dietary
supplements and five purified lactoferrins for research purposes) for
their antibacterial activity. Product no. 1, containing no ingredients
except pure bovine lactoferrin, strain-specifically inhibited the
growth of 112 bacterial isolates, A minor tendency was noted toward
stronger growth inhibition of B. cereus and Escherichia coli compared
with Bacillus thuringiensis, other Bacillus, Staphylococcus aureus and
Streptococcus uberis isolates. However, a general antimicrobial effect
against a distinct bacterial species was not observed. Growth
inhibition rather depended on the applied strain, product and dose
(Jugert et al,, 2023). Despite growth inhibition, only little is known
about the overall response and especially toxin production of
bacterial pathogens after lactoferrin exposure, Several pathogens can
counteract iron starvation via siderophores, which bind ferric ion
with high affinity and transport it into the cells via specific membrane
receptors. Further specific outer membrane receptors are expressed,
which bind and remove iron directly from lactoferrin or transferrin.
Thus, many bacteria can use holo-lactoferrin as an iron source (Xiao
and Kisaalita, 1997; Wandersman and Stojiljkovic, 2000; Zawadzka
et al., 2009). The influence of these processes on toxin production
remains largely unclear.

For that reason, the present study aimed to explore the potential
effect of lactoferrin-based food supplements on growth and
enterotoxin production of B, cereus. 31 different strains as well as six
different products were compared. Furthermore, the overall
transcriptional response of a selected reference strain to lactoferrin
exposure was investigated in comparison to iron starvation.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and culture conditions

Twenty-eight B. cereus and 3 B. thuringiensis strains were used in
this study (refer to Supplementary Table 51), including isolates from
our own diagnostics laboratories as well as previously published
strains (Jessberger et al., 2015; Schwenk et al., 2020). Overnight
cultures were incubated for 17h in CGY medium (casein-glucose-
yeast; Jessberger et al,, 2015), before bacteria were grown in mMOD
(modified, defined medium, which supports good growth and
moderate enterotoxin production; Glatz and Goepfert, 1977;
Rosenfeld et al., 2005) at 37°C under continuous agitation following
previous studies (Jessberger et al., 2019). 20mL mMOD medium
were inoculated with the overnight cultures to ODgy,=0.1. Different
conditions were compared: mMOD (containing 0.364 pg/mL FeCl,),
mMOD-Fe (omitting FeCl, as iron source), and mMOD with 1 or
10mg/mL of different lactoferrin-based food supplements (refer to
Table 1). Growth of the three B. cereus reference strains F837/76,
INRA C3 and NVH 0075-95 depending on lactoferrin-based food
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TABLE 1 Overview of the commercially available lactoferrin-based dietary supplements used in this study.

Product Ingredients Lactoferrin origin  Lactoferrin per capsule

1 Lactoferrin, capsule: hydroxypropylmethylcellulose, gellan Bovine 400mg

2 Lactoferrin, capsule: hydroxypropylmethylcellulose Bovine 250mg

6 Lactoferrin, glycin, capsule: hydroxypropylmethylcellulose Bovine 250mg

7 Lactoferrin, capsule: hydroxypropylmethylcellulose Bovine 250mg

8 Lactoferrin, microcrystalline cellulose, L-leucin, calcium salts of orthophosphoric acid, Bovine 120mg

capsule: hydroxypropylmethylcellulose, gellan

10 Lactoferrin, capsule: hydroxypropylmethyleellulose Bovine 200mg

12 Lactoferrin, capsule: hydroxypropylmethyleellulose Bovine 250mg
Product no. 1 was used for growth experiments with three representative B. cereus strains: F837/76 (haemolysin BL reference strain according to Beecher and Macmillan, 1991), NVH 0075-95
(non-haemolytic enterotoxin reference strain according to Lund and Granum, 1996), and INRA C3 (in-house reference strain), Further, it was used for comparing enterotoxin production of
31 strains (for detailed information see Supplementary Table 51) as well as for transcriptome analyses of strain INRA C3. Products 2, 6,7, 8, 10 and 12 were used for comparative analyses of
enterotoxin production of strain INRA C3. Products are numbered according to Jugert et al. (2023),

supplement no. 1 was determined by measuring the optical density
at 600 nm in a photometer (Eppendorf, Hamburg, Germany) once
per hour for 12 hours. In a second experiment, the overnight cultures
were washed twice in mMOD-Fe before inoculation. Further strains
(refer to Supplementary Table S1) were grown for six hours under the
same conditions (comparing mMOD and mMOD with 10 mg/mL
lactoferrin-based food supplement no. 1), before 2 mL samples were
taken. To obtain cell-free supernatants, they were centrifuged (2 min,
10,000 x g, RT). One mM EDTA was added to the supernatant, which
was subsequently filtered through 0.2pm pore-size filters (Merck
Millipore, Darmstadt, Germany). 2-3 biological replicates were
tested per strain.

2.2. Cell line and culture conditions

Vero cells were obtained from ECACC (European Collection of
Authenticated Cell Cultures, Salisbury, UK) and cultured in media
recommended by the supplier and as described previously (Jessberger
etal., 2014).

2.3. Determination of iron concentrations

Iron concentrations in the growth media of strain INRA C3
(mMOD, mMOD-Fe, nMOD with 1 mg/mL and mMOD with 10mg/
mL lactoferrin-based food supplement no. 1) were determined in
three replicates using the Iron Assay Kit MAKO025 (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany) as recommended by the supplier.

2.4. Enzyme immunoassays (ElAs)

The enterotoxin component NheB was detected in sandwich
enzyme immunoassays as described previously (Dietrich et al,, 2005;
Moravek et al., 2006). Monoclonal antibodies 2B11 (5pg/mL) and
1E11-HRP (dilution 1:4,000) were used for detection. Tests of different
strains were carried out at least in duplicates with three technical
replicates each. Microtitre plates were analysed in a Tecan photometer
using Magellan 50 software (Tecan, Minnedorf, Switzerland). Results
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are shown as titres, which are defined as the reciprocal of the highest
dilutions resulting in an absorbance value of >1.0.

2.5. Cytotoxicity assays

WST-1 bioassays on Vero cells were performed as previously
described (Dietrich et al, 1999, 2005; Jessberger et al., 2014).
Supernatants of three B. cereus reference strains grown under different
conditions (refer to 2.1) were investigated in duplicates with three
technical replicates each. Microtitre plates were analysed in a Tecan
photometer (Tecan, Minnedorf, Switzerland). Dose-response curves
as well as 50% inhibitory concentrations were calculated using
Magellan 50 software. Data are shown as reciprocal titres.

2.6. Transcriptome analyses

One hundred ml mMOD medium were inoculated with strain
INRA C3 to ODgy=0.1 and incubated at 37°C for five hours under
continuous agitation. The culture was centrifuged (10min, 4,000 x g,
4°C) and washed twice in cold mMOD-Fe. 50 mL. mMOD, mMOD-Fe
and mMOD with 10 mg/mL lactoferrin-based food supplement no. 1
were inoculated to ODgy, =1 and further incubated for two hours
before centrifugation (2 min, 10,000 x g, 4°C). Cell pellets were stored
immediately at —80°C. Two biological replicates were prepared per
growth condition. Total RNA preparation and on-column DNase
digestion were performed using the RNeasy minikit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the instructions of the manufacturer. RNA
quality was tested via spectrophotometer and agarose gel
electrophoresis. RNA purity was confirmed via PCR for 165 rRNA
(Jessberger et al., 2019). RNA was sent to Eurofins Genomics GmbH
(Ebersberg, Germany) for initial quality control, rRNA depletion,
strand specific random primed ¢cDNA library construction, Illumina
sequencing (paired end reads, 2 x 150bp), mapping of the samples
against a reference genome (CP003187.1 B. cereus F837/76), and
determination of gene expression. On average, 38 million total reads
and 35.5 million mapped reads were achieved for each of the six
samples. The data presented in the study are deposited in the NCBI's
Gene Expression Omnibus (Edgar et al., 2002) repository, accession
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number GSE241250.' Data were further processed using Microsoft
excel. Only genes with a false discovery rate (FDR) of <0.01 and a fold
change (logFC) of >3 were included in further analyses. Hypothetical
proteins were excluded, which accounted for 16.7% (mMOD-Fe vs.
mMOD) and 35.8% (mMOD+LF10 vs. mMOD) of all differentially
expressed genes. Remaining genes were assigned to functional groups
according to the KEGG databases ORTHOLOGY? and - if the latter
did not provide any information -BRITE.

2.7. Statistical analyses

Data were analyzed using GraphPad Prism version 9.3.1 for
Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.
graphpad.com. Results from iron concentration measurements, EIAs
and cytotoxicity assays were compared in relation to the growth
“‘mMOD;”  “mMOD-Fe;  “mMOD+LF1” and
“mMOD+LF10.” Firstly, data were checked for normal distribution.
Secondly, if standard deviations were not significantly different,
ordinary one-way ANOVA was performed using Tukey post hoc test.
If standard deviations were significantly different, Brown-Forsythe
and Welch ANOVA tests were performed. When only two conditions
were compared, a two-sample t-test was chosen. Significant differences
(p values <0.05) between growth conditions are indicated as lower case
letters in the figures.

conditions

3. Results
3.1. Growth in the presence of lactoferrin

Previously, we showed large strain-specific differences in the
antimicrobial activity of lactoferrin and lactoferrin-based food
supplements toward B. cereus (Jugert et al., 2023). To investigate this
in more detail, growth of three B. cereus reference strains in mMOD
medium = iron or lactoferrin-based food supplement no. 1 (compare
lable 1) was monitored. Generally, strains F837/76 and INRA C3 grew
well in the minimal medium. Growth was clearly reduced under iron
deficiency; residual growth might result from traces of iron from the
overnight cultures, Addition of 1 mg/mL lactoferrin-based food
supplement no. 1 had no influence on strain INRA C3 and only little
influence on F837/76. 10 mg/mL clearly inhibited growth of INRA C3,
while growth of F837/76 was reinforced (Figures 1A,B). Strain NVH
0075-95, which generally showed the weakest growth, was almost
completely inhibited by both 1 and 10 mg/mL (Figure 1C). ODgy of
all strains incubated under iron deficiency was even further reduced
when the overnight cultures were washed twice in mMOD-Fe before
incubation. In contrast, growth under all other conditions was
comparable (data not shown).

Simultaneously, the concentration of freely available iron in the
medium was determined representatively for strain INRA C3. The
mMOD minimal medium itself contains approx. 0.18 ug/mL iron,
which was reduced, but not completely used up during bacterial

geo/query/acc.cgi?acc=GSE241250
html

brite.html
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growth. Addition of the lactoferrin product increased the amount of
freely available iron, and traces could also be detected in mMOD-Fe
(Figure 2).

3.2. Strain-specific enhancement of
enterotoxin production after lactoferrin
exposure

The amount of the secreted enterotoxin component NheB (shown
as reciprocal titres) was determined after six hours of growth. In the
presence of lactoferrin-based food supplement no. 1, NheB production
was clearly enhanced in the three reference strains. Nevertheless,
strain INRA C3 showed comparably high titres and F837/76 and NVH
0075-95 comparably low titres under the applied conditions
(Figure 3A). Based on this, a comparable picture emerged regarding
the cytotoxicity toward Vero cells. INRA C3 showed considerable
cytotoxicity titres, F837/76 exhibited very weak cytotoxicity, and for
NVH 0075-95 no toxicity was detected at all (Figure 3B).

To clarify if lactoferrin exposure generally leads to enhanced
enterotoxin production in B. cereus group strains, additional isolates
were investigated (n =28, refer to Supplementary Table S1). They were
incubated for six hours in mMOD medium +10 mg/mL lactoferrin-
based food supplement no. 1. Out of 25 B. cereus strains, 19 showed
enhanced enterotoxin production under addition of lactoferrin. Seven
of these strains generally produced very low amounts of NheB (with
slight enhancement under addition of lactoferrin) under the applied
conditions, while three strains showed no enterotoxin production at
all, and further three strains showed higher titres in pure mMOD
medium. Out of three tested B. thuringiensis strains, one showed
enhanced NheB production under addition of lactoferrin (Figure 3C).

3.3. Product-(in)dependent increase of
enterotoxin production

Reference strain INRA C3, which responded with strong
enhancement of enterotoxin production to lactoferrin-based food
supplement no. 1, was used to test six further lactoferrin-based dietary
supplements (refer to Table 1), Independently of the product, strain
INRA C3 showed an increase of enterotoxin production under
addition of 1 mg/mL, and a further increase at 10 mg/mL, compared
to the mMOD minimal medium. Nevertheless, reciprocal titres for
NheB varied depending on the applied product (Figure 4). Highest
titres were detected after exposure to products no. 7, no. 1 and no. 2,
containing no ingredients except pure bovine lactoferrin.

3.4. Transcriptional response of B. cereus
INRA C3 to lactoferrin exposure

To gain more detailed insights into the response of B. cereus to
lactoferrin exposure, total transcriptome analyses of strain INRA C3
were performed via RNA sequencing. Gene expression after two hours
of incubation in mMOD with 10mg/mL lactoferrin-based food
supplement no. 1, which resulted earlier in reduced growth, but
enhanced enterotoxin production of this strain, was compared to the
pure minimal medium. In addition and as a control, gene expression
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Growth of three B. cereus reference strains in the presence of lactoferrin. {A) Growth of strain F837/76 in mMQOD minimal medium, under iron
deficiency (mMOD-Fe) and under addition of 1 mg/mL (mMOD+LF1) and 10 mg/mL (mMOD+LF10) lactoferrin-based food supplement no. 1
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FIGURE 2

Concentration of freely available iron in the growth media of strain
INRA C3. mMOD minimal medium (containing 0.364ug/mL FeCl,),
iron-free mMMOD-Fe medium and mMOD medium plus Img/mL
(MMOD+LF1) and 10mg/mL (mMOD+LF10) lactoferrin-based food
supplement no. 1 were compared. a: significant differences (p value
<0.05) compared to time point 0 in the same medium. b: significant
differences (p value <0.05) compared to the mMOD mimimal medium
at the same time point

in the iron-free mMOD-Fe medium was also compared to the pure
minimal medium. Under the applied conditions, eight genes, mainly
involved in amino acid metabolism, were down-regulated under iron
starvation (mMOD-Fe), while 52 genes, mainly involved in iron
transport, uptake and utilization, were up-regulated. “Transporters”
was the most represented functional group (compare Figure 5A and
Supplementary Table §2). In comparison to that, a higher number of
genes was differentially regulated in the presence of lactoferrin. 153
genes were down-regulated, among others including genes involved
in flagellar assembly, motility, chemotaxis and sporulation as well as
genes encoding regulatory proteins, transporters, heat and cold shock
proteins and - most interestingly - phosphatidylinositol-specific
phospholipase C, the PlcR-activating protein PapR, and the hbl
operon. On the other hand, 125 genes were up-regulated in the
presence of lactoferrin, among others again comprising genes involved
in sporulation and germination, but also genes generally involved in
nutrient uptake, in iron transport and utilization, and resistance
toward polymyxin, vancomycin and heavy metals (compare Figure 5B
and Supplementary Table $3).

4. Discussion

‘With the exception of iron acquisition, relatively little focus has
been placed on the reaction of bacterial pathogens, especially
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toxin-forming organisms, toward lactoferrin exposure. In an earlier
review, it was suggested that the sequestration of iron inhibits
bacterial growth, limits the use of this nutrient and down-regulates
virulence factor expression (Garcia-Montoya et al., 2012). Indeed, a
previous study with a similar methodological approach to the present
one revealed a decrease of active, cell-free Stx2, but not Stx1 toxin in
EHEC cultures depending on the concentration of applied bovine
lactoferrin. The molecule also significantly reduced cytotoxicity of
colonizing bacteria toward Vero cells. These effects were partly
attributed to degradation of Stx2 by lactoferrin (Kieckens et al., 2017).
On the contrary, the present study shows, despite strain-specific
growth inhibition by lactoferrin, increased enterotoxin (NheB)
production of 23 out of 31 tested B. cereus and B. thuringiensis strains.
Results of three selected reference strains suggest that there is not
necessarily a connection between growth inhibition by lactoferrin
and increased enterotoxin secretion. Lactoferrin concentrations were
selected based on its physiological concentrations, which are
described as up to 7mg/mL in milk and up to 2 mg/mL in mucus and
mucosa. However, these concentrations can be highly variable (Ling
and Schryvers, 2006). Regarding utilization of lactoferrin by B. cereus,
there are contradictory findings in the literature. Strain ATCC 14579
has been shown to use hemoglobin, haem and ferritin, but not
transferrin and lactoferrin as iron source (Daou et al., 2009). Sato
et al. concluded that B. cereus is not able to use transferrin or
lactoferrin (Sato et al., 1999a,b), while Hayrapetyan et al. (2016)
noted utilization of transferrin, ferritin and lactoferrin by six, three
and two out of 22 tested strains, respectively. In a recent study,
we determined that growth inhibition by lactoferrin varies strain-
specifically, not only, but especially within the B. cereus species. Here,
strain F837/76 showed itself to be particularly resistant to various
lactoferrin-based food supplements (Jugert et al., 2023). Due to its
increased growth under high lactoferrin concentrations in the present
study, it is likely that F837/76 belongs to the rather rare strains that
can use lactoferrin as a source of iron and growth. Highly responsive
strain INRA C3 showed highest toxin production in the present study
when exposed to lactoferrin-based food supplements containing only
pure bovine lactoferrin; product no. 8, which resulted in the lowest
enhancing effect, additionally consists of microcrystalline cellulose,
L-leucin and calcium salts of orthophosphoric acid (compare
Iable 1). Nevertheless, further studies are needed to investigate the
individual and combined effects of each ingredient on
enterotoxin production.
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FIGURE 3

Enterotoxin production in the presence of lactoferrin-based food supplement no. 1. (A) Determination of the amounts of enterotoxin component
NheB after six hours of growth (compare Figure 1). a: significant differences of reciprocal titres (p value <0.05) compared to the pure mMOD minimal
medium. (B) Corresponding reciprocal titres from WST-1 bioassays on Vero cells, which determine cytotoxicity. b: significant differences of reciprocal
titres (p value <0.05) compared to the pure mMOD minimal medium. (C) Enterotoxin production (NheB) of further B. cereus and B. thuringiensis (*)
strains. c: significant differences of reciprocal titres (p value <0.05) compared to the pure mMOD minimal medium
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FIGURE 4

Enterotoxin production of strain INRA C3 after exposure to different lactoferrin-based products. The strain was grown for six hours in mMQOD minimal
medium under addition of 1 or 10 mg/mL of the products. Product details can be found in Table 1. The culture supernatants were subsequently applied

to NheB-specific sandwich ElAs, a: significant differences (p value <0.05) compared to the pure mMOD minimal medium. b: significant differences (p
value <0.05) between 10 and 1 mg/mL

"The majority of publications focuses on bacterial counteractions ~ have already been identified in Neisseria spp., Moraxella spp.,
of lactoferrin-induced iron starvation and the identification of  Helicobacter pylori, S. aureus, S. uberis and others (Ling and
lactoferrin-binding proteins. These proteins and/or mechanisms Schryvers, 2006), Pseudomonas aeruginosa (Xiao and Kisaalita,
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FIGURE 5

Differential gene regulation in B. cereus strain INRA C3 after two hours of incubation in mMOD, mMOD-Fe and mMOD with 10 mg/mL lactoferrin-
based food supplement no. 1. Genes with a false discovery rate (FDR) of <0.01 and a fold change (logFC) of >3 (excluding hypothetical proteins) were
assigned to functional groups according to the KEGG databases ORTHOLOGY (https://www.genome jp/kegg/ko html) and BRITE (https://www
genome jp/kegg/brite.html). (A) Eight genes were down-regulated under iron starvation (mMOD-Fe; grey bars) compared to mMOD, while 52 genes
were up-regulated (blue bars). (B) 153 genes were down-regulated in the presence of lactoferrin (mMOD+LF10; grey bars) compared to mMOD, while
125 genes were up-regulated (blue bars). Details are shown in Supplementary Tables 52, 53

1997) and B. cereus (Zawadzka et al,, 2009). In contrast to that, the  transcriptional response of strain INRA C3, which was considerably
present study demonstrates that growth inhibition as well as  more pronounced under lactoferrin exposure than under iron
enhanced enterotoxin production of the tested B. cereus strains does  deficiency. Under both conditions, genes involved in iron transport
not result from iron sequestration by lactoferrin and thus, iron  and metabolism showed increased expression. These results are
deficiency in the growth medium. This was also confirmed by the  largely consistent with a previous study in which, following
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artificially induced iron deficiency, upregulation of predicted iron
transporters was monitored in B. cereus strain ATCC 10987
(Hayrapetyan et al., 2016). Under lactoferrin exposure, however,
additionally genes involved in sporulation and germination, nutrient
uptake, resistance, etc. were up-regulated. Most interestingly, genes
encoding parts of the hbl operon were down-regulated under
lactoferrin exposure, This confirms the results of enzyme
immunoassays against the toxin component Hbl L2, where we could
not detect a clearly enhanced or attenuated toxin production
compared to the mMOD minimal medium, neither under iron
starvation nor under addition of lactoferrin (data not shown). Genes
encoding further virulence factors, such as bacillolysin/neutral
protease (Sidler et al, 1986) or phosphatidylinositol-specific
phospholipase C (PI-PLC) (Kuppe et al., 1989), were also down-
regulated. Interestingly, we also detected decreased expression of the
gene encoding PlcR-activating protein PapR after lactoferrin
exposure. In B. cereus, gene expression of the majority of secreted
proteins including nhe, hbl, cytK, smase, plcA (PI-PLC), plcB
(PC-PLC), and inhA2 is regulated via the PlcR-PapR quorum-
sensing system (Dietrich et al., 2021; Prince and Kovac, 2022). PlcR
is a pleiotropic transcriptional regulator, which activates gene
transcription at the onset of the stationary growth phase (Gohar
et al,, 2008). The signaling peptide PapR is exported, processed via
neutral protease NprB and re-imported as heptapeptide PapR7 via
the oligopeptide permease OppABCDE. At high cell densities, PapR.
is accumulated as signaling molecule inside the cell and activates
PIcR (Gominet et al., 2001; Grenha et al., 2013; Dietrich et al., 2021).
The reduced expression of enterotoxin genes and other virulence
factors after lactoferrin exposure could be explained by the
downregulation of the PlcR-PapR quorum sensing system. This
system is associated with cytotoxicity, responsible for overcoming
obstacles in the host gut and suggested to be an excellent target for
antivirulence compounds (Prince and Kovac, 2022). Lactoferrin
seems to be one of these compounds.

In accordance with that, it has to be noted that no enhanced
expression of the nhe operon was detected under the applied
conditions. On the contrary, if less strict selection criteria were used
with respect to logFC (fold change), a slight down-regulation of the
nheB gene could be observed (data not shown). Nevertheless,
we measured increased amounts of secreted enterotoxin in the
supernatant (see above). However, these observations are to no extent
contradictory. It has already been shown in previous studies that
enterotoxin gene transcription and the level of toxin actually secreted
by B. cereus are not necessarily correlated (Jessberger et al., 2015, 2017).
Instead, enterotoxin production is determined by the combination of
highly complex, partially interrelated processes of gene transcription,
posttranscriptional and posttranslational modification, and protein
secretion, which have not yet been fully understood (Dietrich et al,,
2021). Lactoferrin may also influence additional unknown activities,
such as processing or degradation of the enterotoxins by extracellular
bacterial proteases. Furthermore, an intrinsic protease activity of
lactoferrin has been described, thus preventing colonization of mucosal
surfaces by Haemophilus influenzae or inhibiting adhesion and
invasion by degrading effector proteins of the type IIT secretion systems
in E. coli and Shigella flexneri (Ling and Schryvers, 2006). Lactoferrin
appears to exhibit serine protease activity, cleaving arginine-rich
sequences of target proteins (Hendrixson et al., 2003; Ochoa et al.,
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2003). Hendrixson et al. (2003) further postulated that the molecule
may cleave arginine-rich sequences in many microbial virulence
factors, thus contributing to its long-recognized antimicrobial
properties. However, the B. cereus enterotoxins are most likely not
affected by this, as they contain only a few arginine residues (for
example four arginine residues in F837/76 NheB) and rather no
arginine-rich sequences at all. Nevertheless, experimental proof of this
has not yet been provided. In the concentrations applied in the present
study, lactoferrin itself did not interact with the antibodies used in
enzyme immunoassays or with Vero cells in cytotoxicity assays, as
tested by a number of negative controls.

5. Conclusion

In spite of the various beneficial effects of lactoferrin, especially
with regard to its antibacterial properties, it is important to remember
that pathogens are able to take defensive measures. In the case of
enteropathogenic B. cereus, these relate not only to the ability of
certain isolates to use lactoferrin as an iron source for growth, but also,
to a particular extent, to increased enterotoxin production after
lactoferrin exposure. Thus, the present study adds a new perspective
on the extensive use of lactoferrin in human medicine and as popular
food supplement.
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Table S1. Overview of the bacterial species and strains used in this study. *: Previously published
strains according to JeBberger et al. (2015). **: Previously published strains according to Schwenk et
al. (2020). ***: Previously published strains according to Jugert et al. (2023). F837/76: Hbl reference
strain according to Beecher & Macmillan (1991). NVH 0075-95: Nhe reference strain according to
Lund & Granum (1996). INRA C3: In house reference strain. ATCC: Purchased from the American
Type Culture Collection.

Isolate

Origin

Bacillus cereus

F837/76* Postoperative infection

INRA C3* Pasteurized carrots

NVH 0075-95% Vegetable stew, food poisoning
MHI 86* Infant food

MHI 226* Milk product

INRA A3* Starch

F837/76_2%** Postoperative infection

SDA KA96* Raw milk

F4429/71%* Vanilla pudding

WSBC 10609
RIVM BC 934*

Vomit
Salad

MHI 2261 %** Belgium, vomit, emetic

MHI 2387%*%* Vitamin paste

MHI 2514 Mushroom cream sauce

MHI 2858 Noodle salad

MHI 2868 Milk sample

MHI 3068 Potato salad

F528/94* Rice dish, food poisoning

RIVM BC 964* Kebab

MHI 3109%%** Kebab, food poisoning with vomiting
MHI 3138%%** Fried noodles, emetic toxin

F3175/03 (D7)*

Human facces
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6/27/S* Human faeces
F3162/04 (D8)* Human faeces
RIVM BC 90* Human faeces
7/27/S* Human faeces
MHI 323 ] *#* Hazelnut ice cream
MHI 3244 Vegetable casserole
Bacillus thuringiensis
MHI 324]1** ssp. tenebrionis, biopesticide
MHI 3369** ssp. aizawai, biopesticide

ATCC 10792** -

Table S2. Differentially expressed genes of B. cereus strain INRA C3 after two hours of growth
in mMOD-Fe (iron-free) medium compared to mMOD medium. Only genes with a false discovery
rate (FDR) of < 0.01 and a fold change (logFC) of > 3 were included. Hypothetical proteins were
excluded (0 down-regulated, 12 up-regulated under iron starvation). Eight genes were down-regulated
under iron starvation (-), while 52 genes were up-regulated (no algebraic sign). Genes were assigned
to functional groups according to the KEGG databases ORTHOLOGY
(https://www.genome.jp/kegg/ko.html) and BRITE (https://www.genome.jp/kegg/ brite. html).

#Accession Gene logFC Functional group

Bef 06210 Anthranilate synthase, amidotransferase component -6.29  Amino acid metabolism

Bef 06220  Indole-3-glycerol phosphate synthase -6.20  Amino acid metabolism

Bef 06215  Anthranilate phosphoribosyltransferase -6.04  Amino acid metabolism

Bef 06230  Tryptophan synthase subunit beta -5.81  Amino acid metabolism

Bef 06225  Phosphoribosylanthranilate isomerase -5.74  Amino acid metabolism

Bef 06235  Tryptophan synthase subunit alpha -5.16  Amino acid metabolism

Bef 06205  Anthranilate synthase, aminase component -4.71  Amino acid metabolism

Bef 01850 Gamma-aminobutyrate:alpha-ketoglutarate -3.07  Carbohydrate metabolism
aminotransferase

Bef 25910 ABC transporter ATP-binding protein/permease 3.03  Transporters

Bef 16190 AraC family transcriptional regulator 311 Not found

Bef 09570  Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit [ 3.16 Energy metabolism

Bef 02005  Excisionase family DNA binding domain 3.20 Not found

Bef 01980  Fe3+-siderophore ABC transporter permease 2 3.54 Membrane transport
component

Bef 17155 Fe3+-siderophore ABC transporter permease 2 3.59 Membrane transport
component

Bef 21995 Substrate-binding family protein 3.75  Not found

Bef 17150  Fe-bacillibactin uptake system FeuA 3.88 Transporters

Bef 01985  Fe3+-siderophore ABC transporter permease 3.94 Transporters
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Bef 22670
Bef 02835
Bef 22665
Bef 09760

Bef 01990
Bef 25550
Bef 05520

Bef 17160
Bef 11780

Bef 04035

Bef 09765

Bef 09755

Bef 01995
Bef 14575

Bef 09750

Bef 22745

Bef 22750
Bef 18510

Bef 22740
Bef 18515
Bef 22755
Bef 11815

Bef 11785
Bef 11795
Bef 11800

Bef 18525
Bef 11810
Bef 11805

Bef 18520

Iron compound ABC transporter permease
Internalin

Ferrichrome-binding periplasmic protein
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

Ferrichrome-binding periplasmic protein
Petrobactin ABC transporter substrate-binding protein
S-layer protein

Fe3+-siderophore ABC transporter permease
2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate dehydrogenase

Putative nitroreductase family protein

Acyl carrier protein associated with anthrachelin
biosynthesis

Anthrachelin biosynthesis protein AsbB / Siderophore
synthetase superfamily, group C / Siderophore
synthetase component, ligase

Thioredoxin reductase

Antibiotic biosynthesis monooxygenase domain-
containing protein

Anthrachelin biosynthesis protein AsbA / Siderophore
synthetase superfamily, group A / Siderophore
synthetase large component, acetyltransferase

Heme transporter analogous to IsdDEF, ATP- binding
protein

Heme transporter IsdDEF, permease component IsdF

Trilactone hydrolase (bacillibactin) siderophore

NPQTN specific sortase B

Fe-bacillibactin uptake system FeuD
Heme transporter IsdDEF, lipoprotein IsdE
4'-phosphopantetheiny! transferase

Isochorismate synthase
Isochorismatase
Siderophore biosynthesis non-ribosomal peptide

synthetase / Bacillibactin synthetase component F
Fe-bacillibactin uptake system FeuB

Polymyxin transporter PmxC
Polymyxin synthetase PmxB

Fe-bacillibactin uptake system FeuC

4.00
4.13
4.29
4.37

4.54
4.59
4.76

4.86
4.89

4.90

5.02

5.03

5.07

5.85

6.51

6.58
6.70

6.87
7.01

7.05
7.17

7.18

7.52

1.57

7.65
7.67
7.74

7.82

Membrane transport
Infectious disease: bacterial
Transporters

Metabolism of terpenoids
and polyketides
Transporters

Not found

Unclassified: Structural
proteins

Transporters

Metabolism of terpenoids
and polyketides

Metabolism of cofactors and
vitamins / Signal
transduction

Metabolism of terpenoids
and polyketides

Metabolism of terpenoids
and polyketides

Metabolism of other amino
acids

Biosynthesis of other
secondary metabolites
Metabolism of terpenoids
and polyketides

Transporters

Transporters

Not Included in Pathway or
Brite

Peptidases and inhibitors
Transporters

Membrane transport
Metabolism of cofactors and
vitamins

Metabolism of cofactors and
vitamins

Metabolism of terpenoids
and polyketides

Metabolism of terpenoids
and polyketides
Transporters

Not found

Biosynthesis of other
secondary metabolites
Transporters
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Bef 11790 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase 7.95 Metabolism of terpenoids
and polyketides

Bef 21715 Ankyrin repeat domain protein 7.99 Membrane trafficking

Bef 16240 Internalin 8.33 Infectious disease: bacterial

Bef 03370  Oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein ~ 8.72 Membrane transport

OppA

Bef 21720 Irgr}: compound ABC transporter ATP-binding protein 873  Transporters

Bef 22760  Cell surface protein IsdA 9.09 Transporters

Bef 18535 Fe-bacillibactin uptake system FeuA 9.15  Transporters

Bef 05665  S-layer protein 9.61 Unclassified: Structural
proteins

Bef 06735 Internalin 9.87  Infectious disease: bacterial

Bef 22765 NPQTN cell wall anchored protein IsdC 10.19  Not found

Bef 21725 Fe3+-siderophore ABC transporter permease 10.46  Transporters

Bef 21730  Heme transporter IsdDEF, lipoprotein IsdE 10.94  Transporters

Bef 06965  Flavodoxin 11.84  Unclassified: Energy
metabolism

Bef 17445 Flavodoxin 12.27  Unclassified: Energy

metabolism / Quorum
sensing / Drug resistance

Table S3. Differentially expressed genes of B. cereus strain INRA C3 after two hours of growth
in mMOD plus 10 mg/ml lactoferrin-based food supplement no. 1 compared to mMOD medium.
Only genes with a false discovery rate (FDR) of <0.01 and a fold change (logFC) of > 3 were included.
Hypothetical proteins were excluded (121 down-regulated, 34 up-regulated in the presence of
lactoferrin). 153 genes were down-regulated in the presence of lactoferrin (-), while 125 genes were
up-regulated (no algebraic sign). Genes were assigned to functional groups according to the KEGG
databases ORTHOLOGY (https://www.genome.jp/kegg/ko.html) and BRITE
(https://www.genome.jp/kegg/brite. html).

#Accession Gene logFC Functional group

Bef 14055 Spore coat protein W -9.47  Unclassified: Metabolism

Bef 10600 Exosporium protein G -9.29  Unclassified: Cell growth

Bef 22835  Small, acid-soluble spore protein -8.60  Unclassified: Cell growth

Bef 08195 Stage 0 sporulation regulatory protein -7.83  Signal transduction /
Cellular community -
prokaryotes

Bef 25295 Methyl-accepting chemotaxis protein -7.45  Signal transduction / Cell
motility

Bef 25875  DNA-binding protein -7.38  Transcription factors

Bef 14050 Spore coat protein X -7.34  Unclassified: Cell growth

Bef 04440  Alpha/beta family small acid-soluble spore protein -6.77  Unclassified: Cell growth

4
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Bef 08380

Bef 24755

Bef 17945
Bef 08440
Bef 11760
Bef 26175
Bef 21595
Bef 02210
Bef 08415
Bef 11840

Bef 04180
Bef 06025
Bef 02200
Bef 08710
Bef 25480
Bef 07935
Bef 03040
Bef 24590
Bef 23310
Bef 18650
Bef 26115

Bef 12165
Bef 02565
Bef 07360
Bef 09780
Bef 05450

Bcf 26855
Bef 08355

Bef 15215
Bef 22445
Bef 25405
Bef 10550

Bef 26230
Bef 12185
Bef 23765
Bef 26110
Bef 08070

Flagellin protein FlaA

Stage 0 sporulation regulatory protein

Small, acid-soluble spore protein O
Flagellar basal-body rod protein FlgG
ArsR family transcriptional regulator
Arsenic efflux pump protein

508 ribosomal protein L33

PBSX family transcriptional regulator
Flagellar biosynthesis protein FLiQ
Alkaline serine protease, subtilase family

ABC transporter permease

Adenylate cyclase

TetR family transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein
Xanthine phosphoribosyltransferase

Cadmium efflux system accessory protein
Alpha/beta fold family hydrolase

Alpha/beta family small acid-soluble spore protein
Phosphatidylinositol-specific phospholipase C
Integral membrane protein

Exosporium protein J

Gamma-type small acid-soluble spore protein
Phosphate transport regulator

Alpha/beta family small acid-soluble spore protein
Transcriptional repressor, Blal/Mecl family

PlcR activating protein PapR, quorum-sensing effector
Chemotaxis protein CheV

Alpha/beta family small acid-soluble spore protein
Major facilitator family transporter
Sodium/alanine symporter family protein
Molybdenum cofactor biosynthesis protein MoaD

Diguanylate cyclase/phosphodiesterase domain 1
GTP pyrophosphokinase

HAD superfamily hydrolase
Proton/sodium-glutamate symport protein

Cold shock protein CspB

-6.69

-6.18

-6.03
-5.87
-5.73
-5.57
-5.56
-5.45
-5.31
-5.30

-5.23
-5.22
-5.21
-5.20
-5.16
-5.14
-5.13
-5.11
-5.10
-4.99
-4.94

-4.93
-4.91
-4.90
-4.84
-4.79

-4.78

-4.68

-4.62
-4.62
-4.60
-4.60

-4.58
-4.57
-4.55
-4.55
-4.42

Signal transduction / Cell
motility / Flagellar assembly
Signal transduction /
Cellular community -
prokaryotes

Unclassified: Cell growth

Cell motility
Transcription factors
Transporters

Translation

Transcription factors
Cell motility

Cellular community -
prokaryotes

Membrane transport

Not found

Transcription factors

Not found

Not found

Nucleotide metabolism
Not found

Not found

Unclassified: Cell growth
Carbohydrate metabolism

Unclassified: Structural
proteins
Not found

Unclassified: Cell growth
Unclassified: Cell growth
Poorly characterized

Drug resistance:
antimicrobial

Cellular community -
prokaryotes

Signal transduction / Cell
motility

Unclassified: Cell growth
Transporters

Unclassified: Cell growth
Metabolism of cofactors and
vitamins

Nucleotide metabolism
Nucleotide metabolism
Poorly characterized
Transporters

Unclassified: Transcription
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Bef 15530
Bef 08310

Bef 03135
Bef 13845

Bef 08220

Bef 02475
Bef 25375
Bef 16075

Bef 27135
Bef 25400
Bef 26070
Bef 25380
Bef 08395
Bef 08300
Bef 05895
Bef 15285

Bef 06640
Bef 00620
Bef 24875
Bef 08050

Bef 16785
Bef 22585

Bef 25260
Bef 14060
Bef 06900
Bef 09890

Bef 03515

Bef 08410
Bef 11340

Bef 01130
Bef 10025
Bef 02240

Bef 02310
Bef 13455
Bef 08400
Bef 26970

NADH dehydrogenase
Flagellar motor switch protein FliG

Di-/tripeptide transporter
Carboxymuconolactone decarboxylase

Chemotaxis regulator

UDP-glucose/GDP-mannose dehydrogenase family
Nucleoside permease NupC
DNA polymerase IV

Integral membrane protein

Sodium/alanine symporter family protein
Spermidine synthase

Nucleoside permease NupC

Flagellar motor switch protein FliM

Flagellar hook-basal body complex protein FiE
Putative repressor of comG operon

HbIB protein

Alpha/beta family small acid-soluble spore protein

508 ribosomal protein L10

Lipoprotein

Queuosine-regulated ECF transporter substrate-specific

protein QueT
Serine transporter

Flagellar motor rotation protein MotA

Protein erfK/srfK like precursor
Spore coat protein X
Leucine-responsive regulatory protein
Methyl-accepting chemotaxis protein

Paramyx_RNA_pol, Paramyxovirus RNA dependent
RNA polymerase
Flagellar biosynthesis protein FIiP

Heat shock protein, Hsp20 family

Lipoprotein
Exosporium protein B

LPXTG-motif cell wall anchor domain-containing
protein
Drug/metabolite transporter permease

Spore cortex-lytic enzyme, lytic transglycosylase SleB
Flagellar motor switch protein FliN
MerR family transcriptional regulator

-4.38
-4.33

-4.29
-4.26

-4.26

-4.25
-4.22
-4.19

-4.16
-4.14
-4.12
-4.11
-4.09
-4.07
-4.07
-4.06

-4.05
-4.04
-4.04
-4.04

-4.03
-4.02

-4.00
-3.99
-3.98
-3.97

-3.96

-3.96
-3.95

-3.94
-3.86
-3.85

-3.84
-3.83
-3.83
-3.78

Supplementary Material

Energy metabolism

Cell motility / Flagellar
assembly
Unclassified: Transport

Xenobiotics biodegradation
and metabolism

Signal transduction / Cell
motility

Carbohydrate metabolism
Membrane transport
DNA repair and
recombination proteins
Poorly characterized
Unclassified: Cell growth
Amino acid metabolism
Membrane transport

Cell motility

Cell motility

Not found

Cellular community -
prokaryotes

Unclassified: Cell growth
Translation

Not found

Not found

Transporters

Signal transduction / Cell
motility

Peptidases and inhibitors
Unclassified: Cell growth
Transcription factors

Signal transduction / Cell
motility
Not found

Cell motility

Folding, sorting and
degradation

Not found

Unclassified: Cell growth
Not found

Other transporters
Unclassified: Metabolism
Cell motility
Transcription factors
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Bef 08430
Bef 17315

Bef 15295

Bef 00840
Bef 08403
Bef 08255
Bef 02305
Bef 03495

Bef 17870

Bef 08420
Bef 02135
Bef 13370
Bef 21800
Bef 14080
Bef 12400
Bef 23930

Bef 11990
Bef 26355

Bef 13445
Bef 26075
Bef 08200

Bef 08530
Bef 25970
Bef 13430

Bef 02205
Bef 26865
Bef 03980

Bef 17965
Bef 17730
Bef 12785
Bef 24760
Bef 20940
Bef 03510
Bef 06625
Bef 08715

Flagellar biosynthesis protein FIhA
Response regulator

Hemolysin BL lytic component L2

tRNA pseudouridine synthase A
Flagellar motor switch protein FliN
UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase

Lead, cadmium, zinc and mercury transporting ATPase

Undecaprenyl-diphosphatase

Ribonucleotide reductase of class III (anaerobic), large

subunit
Flagellar biosynthesis protein FliR

Anacrobic C4-dicarboxylate transporter

RNA polymerase sigma factor SigX

Putative O-methyltransferase

Drug resistance transporter, EmrB/QacA family
Exosporium protein D

ATP synthase protein I

Chloramphenicol acetyltransferase
Transmembrane protein

Lipoprotein
S-adenosylmethionine decarboxylase
RNA-binding protein Hfq

LysR family transcriptional regulator
Cold shock protein CspC
Integral membrane protein

Major facilitator family transporter
Bacillolysin
PTS system sucrose-specific transporter subunit I1B

Spore coat protein M

Spore germination protein GerSC
Exosporium protein K

ABC transporter ATP-binding protein
TetR family transcriptional regulator
DNA-binding protein

Formate efflux transporter

Na+ driven multidrug efflux pump

-3.77
-3.76

-3.76

-3.76
-3.76
-3.75
-3.71
-3.70

-3.68

-3.67
-3.63
-3.62
-3.59
-3.56
-3.54
-3.54

-3.53

-3.50

-3.50
-3.50
-3.48

-3.46
-3.45
3.44

-3.43
-3.42
-3.41

-3.40
-3.40
-3.40
-3.39
-3.36
-3.36
-3.34
-3.34

Cell motility

Cellular community -
prokaryotes

Cellular community -
prokaryotes

Transfer RNA biogenesis
Cell motility

Poorly characterized
Unclassified: Metabolism

Glycan biosynthesis and
metabolism
Nucleotide metabolism

Cell motility

Transporters

Transcription machinery
Not found

Transporters

Unclassified: Cell growth
Photosystem and electron
transport system
Antimicrobial resistance
genes

Not Included in Pathway or
Brite

Not found

Amino acid metabolism
Folding, sorting and
degradation / Cellular
community - prokaryotes
Transcription factors
Unclassified: Transcription
Unclassified: Structural
proteins

Transporters

Peptidases and inhibitors
Carbohydrate metabolism /
Environmental Information
Processing

Unclassified: Cell growth
Not found

Not found

Transporters

Transcription factors

Not found

Transporters

Transporters
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Bef 03210 Amino acid permease family protein -3.34  Transporters

Bef 08390  Flagellar motor switch protein FIiN -3.33  Cell motility

Bef 22020  Forespore-specific protein -3.32  Not found

Bef 04465  Putative transcriptional regulator -3.29  Transcription factors

Bef 20175 Segregation and condensation protein B -3.27  Chromosome and associated
proteins

Bef 15520 Carbonic anhydrase -3.26  Energy metabolism

Bef 08290  Flagellar basal-body rod protein FlgB -3.24  Cell motility

Bef 21210 508 ribosomal protein L33 -3.23  Translation

Bef 19815 Glutaredoxin family protein -3.22  Not found

Bef 18400  Flagellar hook-length control protein FIIK -3.22  Cell motility

Bef 23805  ABC transporter permease -3.21  Transporters

Bef 11575 Thioredoxin -3.21  Not found

Bef 08435 Flagellar biosynthesis protein FIhF -3.19  Bacterial motility proteins

Bef 02765  ABC transporter ATP-binding protein -3.19  Transporters

Bef 07355  Low-affinity inorganic phosphate transporter like protein  -3.17  Unclassified: Transport

Bef 22225  Membrane Spanning Protein -3.17  Not found

Bef 07240 Peptidase, M23/M37 family -3.16  Peptidases and inhibitors

Bef 02980  GNAT family acetyltransferase -3.15  Amino acid metabolism

Bef 03140  Di-/tripeptide transporter -3.15  Unclassified: Transport

Bef 17875  Ribonucleotide reductase of class III (anaerobic), large -3.13  Nucleotide metabolism

subunit
Bef 03535 Branched-chain amino acid transport system carrier -3.13  Unclassified: Transport
rotein

Bef 02470 Iélycosyl transferase, group 2 family protein -3.12  Lipid metabolism

Bef 06220 Indole-3-glycerol phosphate synthase -3.12 Amino acid metabolism

Bef 25265  Two-component response regulator vanRB -3.11  Not found

Bef 23730 Rhodanese-like domain-containing protein -3.10 Not found

Bef 05460  TetR family transcriptional regulator -3.09  Transcription factors

Bef 06225  Phosphoribosylanthranilate isomerase -3.07  Amino acid metabolism

Bef 27240 Methyl-accepting chemotaxis protein -3.07  Bacterial motility proteins

Bef 00255  Small, acid-soluble spore protein -3.07  Unclassified: Cell growth

Bef 17435 Cold shock protein CspD -3.06  Unclassified: Transcription

Bef 06285 NADH oxidase -3.05  Not found

Bef 07505  Ferredoxin -3.04  Unclassified: Metabolism

Bef 13450 Spore germination protein YpeB -3.04  Unclassified: Cell growth

Bef 19690  Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase -3.04  Unclassified: Metabolism

Bef 11115 Sodium-dependent transporter -3.04  Unclassified: Transport

Bef 16330 Thiol-activated cytolysin -3.04  Cellular community -
prokaryotes

Bef 02485  Glycosyl transferase, group 2 family protein -3.02  Lipid metabolism

Bef 02100 Alpha-glucosidase 3.03 Carbohydrate metabolism

Bef 05610 AraC family transcriptional regulator 3.04  Transcription factors

Bef 05640  Peptidase, M48 family 3.09  Peptidases and inhibitors
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Bef 00235
Bef 02620
Bef 09840
Bef 25630
Bef 03300
Bef 13265
Bef 23220
Bef 19450

Bef 01980

Bef 03290
Bef 20270
Bef 08640
Bef 17405

Bef 20360
Bef 20820
Bef 02825

Bef 13350
Bef 17790
Bef 18125
Bef 25610

Bef 20640
Bef 20745

Bef 01985
Bef 11305

Bef 18410

Bef 04165
Bef 10620
Bef 00880
Bef 13645

Bef 18425
Bef 20810
Bef 21945
Bef 21410
Bef 09845
Bef 24170
Bef 13160

Ribonuclease M5

Potassium channel protein

ABC transporter permease

Central glycolytic genes regulator

Glutamate transport membrane-spanning protein

GNAT family acetyltransferase

Argininosuccinate synthase

Cell division protein Ftsl like / Peptidoglycan synthetase

Fe3+-siderophore ABC transporter permease 2
component
Glutamine ABC transporter substrate-binding protein

Anti-sigma B factor antagonist RsbV
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcD
Vancomycin B-type resistance protein VanW

Stage II sporulation protein M (SpolIM)
Stage III sporulation protein AF
Serine protein kinase (prkA protein), P-loop containing

Pullulanase

ECF-type sigma factor negative effector

Hut operon positive regulatory protein
2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate
mutase

Glutamine transport ATP-binding protein GInQ)

DNA repair protein RecN

Fe3+-siderophore ABC transporter permease
Iron(III) dicitrate transport system, periplasmic iron-
binding protein FecB

tRNA delta(2)-isopentenylpyrophosphate transferase

ABC transporter permease
SpoVS-related protein, type |
Polysaccharide deacetylase

Glycine betaine ABC transport system, ATP- binding
protein OpuAA
PTS system fructose-specific transporter subunit IIA

Stage III sporulation protein AH

Stage V sporulation protein B

Stage IV sporulation protein

Transcription state regulatory protein abrB
LPXTG-site transpeptidase family protein
MutT/nudix family protein

3.10
3.11
8.12
3.12
3.13
3.13
3.14
3.15

3.15

3.16
3.17
3.19
3.19

3.20
321
3.22

3.22
3.23
3.23
3.24

327
3.31

3.34
3.34

3.35

3.36
3.37
3.39
3.42

3.46
3.47
3.50
3:53
3.55
3.56
3.57

Unclassified: Metabolism
Not found

Signal transduction
Transcription factors
Membrane transport
Amino acid metabolism
Amino acid metabolism

Glycan biosynthesis and
metabolism
Not found

Membrane transport
Unclassified: Cell growth
Transporters

Signal transduction / Drug
resistance: antimicrobial
Unclassified: Cell growth

Unclassified: Cell growth

Unclassified: Signaling
proteins
Carbohydrate metabolism

Transcription machinery
Other transeription factors

Carbohydrate metabolism /
Energy metabolism
Membrane transport

DNA repair and
recombination proteins
Not found

Membrane transport

Metabolism of terpenoids
and polyketides
Membrane transport

Unclassified: Cell growth
Unclassified: Metabolism
Membrane transport

Carbohydrate metabolism
Unclassified: Cell growth
Unclassified: Cell growth
Unclassified: Cell growth
Transcription factors
Peptidases and inhibitors

DNA repair and
recombination proteins
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Bef 27035
Bef 07740
Bef 03030
Bef 17740

Bef 21995
Bef 19945
Bef 11915
Bef 17155

Bef 20275

Bef 03285
Bef 26510
Bef 10045

Bef 20830
Bef 08690

Bef 01405
Bef 09575
Bef 19970
Bef 09570

Bef 22070
Bef 07640
Bef 17710

Bef 07435

Bef 24165
Bef 22435

Bef 09765
Bef 14575

Bef 12365
Bef 20815
Bef 07440
Bef 07445
Bef 09760

Bef 22065
Bef 20555

Prespore specific transcriptional activator RsfA
Uracil-DNA glycosylase

Alanine dehydrogenase

Chromosome segregation ATPase

Substrate-binding family protein
Maltose/maltodextrin ABC transporter permease MalG
Zinc transporter, ZIP family

Fe3+-siderophore ABC transporter permease 2
component
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

Glutamate transport ATP-binding protein
Stage 11 sporulation protein D (SpolID)

Membrane protein involved in the export of O- antigen,
teichoic acid lipoteichoic acids
Stage III sporulation protein AD

Class II fumarate hydratase
Alanine racemase
Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit 11

Maltose/maltodextrin transport ATP-binding protein
MalK
Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit I

ABC transporter permease
Stage IV sporulation protein A
Formate dehydrogenase related protein

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

DNA-binding response regulator

Germination (Cortex hydrolysis) and sporulation protein
GerM

Acyl carrier protein associated with anthrachelin
biosynthesis

Antibiotic biosynthesis monooxygenase domain-
containing protein

Pyruvate decarboxylase

Stage III sporulation protein AG
Spore maturation protein A

Spore maturation protein B
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

ABC transporter permease
Glutamate N-acetyltransferase

3.58
3.58
3.61
3.62

3.63
3.67
3.68
3.74

3.76

3.77
3.77
3.7

3.78
3.78

3.80
3.81
3.82
3.84

3.87
3.97
3.97

3.97

3.99
4.07

4.07
4.08

4.10
4.13
4.17
4.19
4.21

4.22
4.23

Supplementary Material

Transcription factors
Replication and repair
Amino acid metabolism
Chromosome and associated
proteins

Not found

Membrane transport
Transporters

Not found

Glycan biosynthesis and
metabolism

Membrane transport
Unclassified: Cell growth
Not found

Unclassified: Cell growth
Carbohydrate metabolism /
Energy metabolism
Metabolism of other amino
acids

Energy metabolism / Signal
transduction

Membrane transport

Energy metabolism / Signal
transduction

Transporters

Unclassified: Cell growth
Carbohydrate metabolism /
Energy metabolism

Glycan biosynthesis and
metabolism
Two-component system
Unclassified: Cell growth

Metabolism of terpenoids
and polyketides
Biosynthesis of other
secondary metabolites
Carbohydrate metabolism

Unclassified: Cell growth
Unclassified: Cell growth
Unclassified: Cell growth

Metabolism of terpenoids
and polyketides
Transporters

Amino acid metabolism
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Bef 22125
Bef 20650
Bef 25550
Bef 22740
Bef 19515
Bef 20840
Bef 12450
Bef 22075
Bef 26490

Bef 20835
Bef 20560
Bef 20845
Bef 19950
Bef 19240
Bef 17160
Bef 26015

Bef 04035
Bef 11890
Bef 18510
Bef 09755

Bef 12455
Bef 11780

Bef 20825
Bef 09750

Bef 11885
Bef 22745

Bef 19955

Bef 22755
Bef 18515
Bef 18525
Bef 03370

Bef 22750
Bef 11815

Stage IV sporulation protein FA (SpoIlVFA)

Amino acid ABC transporter substrate-binding protein
Petrobactin ABC transporter substrate-binding protein
NPQTN specific sortase B

Membrane protein

Stage III sporulation protein AB

Pyruvate decarboxylase

ABC transporter ATP-binding protein

Stage II sporulation protein related to metaloproteases
(SpollQ)
Stage III sporulation protein AC

N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase

Stage III sporulation protein AA

Maltose/maltodextrin ABC transporter permease MalF
Cation-transporting ATPase

Fe3+-siderophore ABC transporter permease
UDP-glucose dehydrogenase

Putative nitroreductase family protein

ABC transporter permease

Trilactone hydrolase (bacillibactin) siderophore
Anthrachelin biosynthesis protein AsbB / Siderophore
synthetase superfamily, group C / Siderophore
synthetase component, ligase

Pyruvate decarboxylase

2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate dehydrogenase

Stage III sporulation protein AE

Anthrachelin biosynthesis protein AsbA / Siderophore
synthetase superfamily, group A / Siderophore
synthetase large component, acetyltransferase

ABC transporter ATP-binding protein

Heme transporter analogous to IsdDEF, ATP- binding
protein

Maltose/maltodextrinABC transporter substrate-binding
protein MalE

Heme transporter IsdDEF, lipoprotein IsdE
Fe-bacillibactin uptake system FeuD

Fe-bacillibactin uptake system FeuB

Oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein
OppA

Heme transporter IsdDEF, permease component IsdF
4'-phosphopantetheinyl transferase

4.24
4.35
4.45
4.48
4.51
4.59
4.62
4.67
4.90

4.98
5.05
5.08
5.12
5.15
5.22
5.23

5.26
5.29
5.39
5.56

5.62
5.64

5.66
5.99

6.20
6.35

6.37

6.49
6.68
6.71
6.87

7.15
7.31

Unclassified: Cell growth
Membrane transport

Not found

Peptidases and inhibitors
Not found

Unclassified: Cell growth
Carbohydrate metabolism
Transporters
Unclassified: Cell growth

Unclassified: Cell growth
Amino acid metabolism
Unclassified: Cell growth
Membrane transport
Unclassified: Metabolism
Not found

Carbohydrate metabolism /
Glycan biosynthesis and
metabolism

Not found

Transporters
Poorly characterized

Metabolism of terpenoids
and polyketides

Carbohydrate metabolism

Metabolism of terpenoids
and polyketides
Unclassified: Cell growth

Metabolism of terpenoids
and polyketides

Transporters
Not found

Membrane transport

Transporters
Transporters
Transporters
Membrane transport /
Cellular community -
prokaryotes
Transporters
Metabolism of cofactors and
vitamins

11
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Bef 11795  Isochorismatase 7.40 Metabolism of terpenoids
and polyketides
Bef 16240  Internalin 7.68  Infectious disease: bacterial
Bef 13340 Bacitracin transport permease protein 7.82  Membrane transport / Signal
transduction
Bef 11810 Polymyxin transporter PmxC 7.94  Not found
Bef 05665  S-layer protein 7.98  Unclassified: Structural
proteins
Bef 18520 Fe-bacillibactin uptake system FeuC 8.14  Transporters
Bef 06735  Internalin 8.48 Infectious disease: bacterial
Bef 11800 Siderophore biosynthesis non-ribosomal peptide 8.52 Metabolism of terpenoids
synthetase / Bacillibactin synthetase component F and polyketides
Bef 11805 Polymyxin synthetase PmxB 8.54 Biosynthesis of other
secondary metabolites
Bef 18535 Fe-bacillibactin uptake system FeuA 8.55 Transporters
Bef 11785  Isochorismate synthase 8.58  Metabolism of cofactors and
vitamins / Metabolism of
terpenoids and polyketides
Bef 21720 Iron compound ABC transporter ATP-binding protein 9.01 Transporters
Bef 22760  Cell surface protein IsdA 9.31 Infectious discase: bacterial
Bef 22765 NPQTN cell wall anchored protein IsdC 9.58 Transporters
Bef 06965  Flavodoxin 10.01  Unclassified: Metabolism
Bef 11790 2.3-dihydroxybenzoate-AMP ligase 10.31  Metabolism of terpenoids
and polyketides
Bef 21715 Ankyrin repeat domain protein 10.67 Membrane trafficking
Bef 21730 Heme transporter IsdDEF, lipoprotein IsdE 10.90  Transporters
Bef 17445 Flavodoxin 12.14  Unclassified: Metabolism
Bef 21725 Fe3+-siderophore ABC transporter permease 12.23  Transporters
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V. DISKUSSION

Aufgrund seiner zahlreichen positiven Aspekte wird (bovines) Lf intensiv in
verschiedenen Bereichen verwendet, vor allem in der Humanmedizin und zu
didtetischen Zwecken als beliebtes Nahrungsergdnzungsmittel (Superti, 2020). Lf
wird eine unterstiitzende Wirkung auf die Darmmikroflora sowie bestimmte
Probiotika zugeschrieben (Vega-Bautista et al., 2019; Superti, 2020). Auch die
antimikrobiellen Eigenschaften von Lf sind bereits umfassend charakterisiert. So
wirkt es zum einen durch seine Eisen-bindende Funktion bakteriostatisch gegen
verschiedenste Gram-positive und Gram-negative Pathogene, und zum anderen
bakterizid durch Bindung an Bakterienoberflichen und die Induktion von
Membranschidden  (vgl. Kapitel 2.2). Auch hinsichtlich steigender
Antibiotikaresistenzen riickte Lf daher in das Interesse der Forschung, gerade in
Bezug auf neuartige antimikrobielle Medikamente zur Bekdmpfung von Virus-,
Bakterien- und Pilzkrankheiten und als Nutrazeutikum (Jahani et al., 2015). Doch
kann ein genereller antimikrobieller Effekt von Lf gegen eine bestimmte
Bakterienspezies tatsidchlich postuliert werden? In diesem Zusammenhang stellte
sich auBBerdem die Frage, ob auch pathogene Keime einen Nutzen aus Lf ziehen
konnen. Mit Ausnahme von Aspekten des Eisenstoffwechsels bzw. der
Beschaffung von Eisen wurde die Reaktion von pathogenen Bakterien auf Lf bisher
wenig untersucht. Ebenso ist der Zusammenhang zwischen Lf-Exposition und der

Produktion und Wirkungsweise von Toxinen pathogener Bakterien kaum erforscht.

1. Auswirkungen von Laktoferrin auf bakterielles Wachstum

Die antimikrobiellen Eigenschaften von Lf sind besonders in Bezug auf Bakterien
seit einiger Zeit bekannt und gut untersucht (siche Kapitel 2.2.). Antibakterielle
Aktivitit wurde bereits flir B. subtilis, B. cereus, C. perfringens, Corynebacterium
diphtheria,  (Shiga-Toxin  produzierende) E. «coli, K. pneumoniae,
L. monocytogenes, Mannheimia haemolytica, P. aeruginosa, Salmonella enterica,
Shigella flexneri, S. aureus, Vibrio cholera und Y. enterocolitica beschrieben (Sato
et al., 1999b; Bruni et al., 2016; Zarzosa-Moreno et al., 2020). Daher war auch in
den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zunichst ein hemmender Einfluss auf

die getesteten Keime zu erwarten. In Agardiffusionstests zeigten sich allerdings
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sowohl fiir B. cereus, als auch flr B. thuringiensis, weitere Bacillus spp., E. coli,
S. aureus und S. uberis deutliche Stamm-spezifische Unterschiede innerhalb der
getesteten  Spezies. Insgesamt konnte fiir 24 % der Isolate keine
Wachstumsinhibition verzeichnet werden, fiir 31 % eine méBige, sowie fiir 45 %
eine starke Inhibition. Demzufolge zeigten sich auch die minimalen inhibitorischen

Konzentrationen Stamm-spezifisch hoch variabel (vgl. Publikation I).

Verschiedene Autoren beschrieben bereits im Vorfeld eine hemmende Wirkung
von Lf auf B. cereus, sei es auf das Wachstum oder auf die Sporulation, wobei
sowohl die Fihigkeit von Lf, Eisen zu binden, als auch die direkte Interaktion mit
der Bakterienoberfliche als ursdchliche Faktoren diskutiert werden (Custer &
Hansen, 1983; Sato et al., 1999b; Almaas et al., 2006; Jahani et al., 2015; Bruni et
al., 2016). Einschrinkend ist bei diesen Arbeiten anzumerken, dass oft nur ein oder
eine geringe Anzahl an Isolaten filir die Untersuchungen verwendet wurde.
Basierend auf einem groflen Stammset von 46 B. cereus Isolaten konnte in den
eigenen Untersuchungen der wachstumshemmende Effekt von Lf grofBtenteils
verifiziert werden: Die Mehrzahl der getesteten B. cereus Stimme zeigte nach Lf-
Zugabe verringertes Wachstum in mMOD Minimalmedium (vgl. Publikation I).
Dieses Medium enthélt unter anderem FeCl,, um den Bakterien das fiir Wachstum
und Uberleben notwendige Eisen zur Verfiigung zu stellen (Glatz & Goepfert,
1977). In einem eisenfreien Kontrollansatz wurde kein bzw. nur minimales
Wachstum verzeichnet, was auf Eisen-Reste aus der Vorkultur zuriickgefiihrt
werden konnte (vgl. Publikation II). Dies deckt sich mit der Literatur. Eisen ist ein
essentieller Bestandteil fiir bakterielles Wachstum (Arnold et al., 1980; Sanchez et
al., 1992; Sato et al., 1998, 1999a; Harvie et al., 2005; Valenti & Antonini, 2005;
Yen et al., 2011; Ma et al., 2012; Chandrangsu et al., 2017). Dennoch zeigte die
detaillierte Untersuchung von drei Referenzstimmen noch einmal die hohe
Variabilitdt dieser Prozesse auf: 1 mg/mL Lf hatte keinen Einfluss auf Stamm
INRA C3, sowie nur wenig auf Stamm F837/76 (Referenzstamm fiir Himolysin
BL nach Beecher & Macmillan, 1991). Der Zusatz von 10 mg/mL Lf inhibierte
INRA C3 deutlich, wéhrend das Wachstum von F837/76 hier sogar verbessert
wurde. Stamm NVH 0075-95 (Referenzstamm fiir Nhe nach Lund & Granum,
1996) wurde hingegen bei beiden Lf Konzentrationen fast komplett in seinem
Wachstum gehemmt (vgl. Publikation II). Die gewihlten Lf Konzentrationen

orientierten sich an den physiologischen Mengen in Korperfliissigkeiten, die mit 1-
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4 mg/ml in Milch und Tridnen sowie etwa 8 mg/ml im Kolostrum beschrieben
werden (Rosa et al., 2017). Im Vergleich hierzu beobachteten Sato und Kollegen
bereits bei 0,01 mg/ml die ersten hemmenden Effekte von Lf auf B. cereus, eine

vollstindige Hemmung konnte ab 1 mg/ml erzielt werden (Sato et al., 1999b).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lieferten auBerdem erste Hinweise darauf, dass der
inhibitorische Effekt von Lf auf das Wachstum von B. cereus nicht
notwendigerweise durch die Induktion einer Eisenmangelsituation erfolgt. So
wurde das Wachstum des Stammes INRA C3 unter 10 mg/ml Lf deutlich gehemmt,
wiahrend sich im Medium Konzentrationen an frei verfiigbarem Eisen von 3-4
png/ml nachweisen lieBen (vgl. Publikation II). Der Anstieg an frei verfligbarem
Eisen ist durch die Verwendung von holo-Lf (eisengesittigt) zu erkldren. Fiir die
Versuche in dieser Arbeit wurde bewusst auf gereinigtes Lf fiir Forschungszwecke
verzichtet,  stattdessen = wurden  kommerziell  verfiigbare  Lf-basierte
Nahrungserginzungsmittel eingesetzt, welche meist auf holo-Lf basieren. Im
Gegensatz dazu verringert apo-Lf durch seine eisenbindende Fahigkeit die
Verfiigbarkeit von freiem Eisen und wirkt dadurch bakteriostatisch (Berkhout et al.,
2003; Zarzosa-Moreno et al., 2020). Verschiedene Bakterien konnen sich solchen
Mangelsituationen aber durchaus anpassen. So konnen sie z. B. Siderophore
sekretieren, kleine niedermolekulare Verbindungen, welche Eisen mit sehr hoher
Affinitdt binden und anschlieBend mit Hilfe spezieller Membranrezeptoren in die
Zelle transportieren (Orsi, 2004; Hayrapetyan et al., 2016). Grundsitzlich kénnen
Siderophore Eisen aus verschiedensten Quellen sequestrieren, z. B. auch aus
Transferrinen (Abergel et al., 2008). Fiir die B. cereus Gruppe sind zwei
verschiedene Siderophore beschrieben: Bacillibactin und Petrobactin (Wilson et al.,
2006). Wihrend Petrobactin vorrangig bei B. anthracis vorkommt (Koppisch et al.,
2005), scheint bei B. cereus Bacillibactin von groferer Bedeutung zu sein (Segond
et al., 2014). Fiir gewohnlich wird Bacillibactin durch das Protein Siderocalin, ein
Teil des angeborenen Immunsystems, erkannt und deaktiviert (Goetz et al., 2002).
Bei Petrobactin gelingt dies allerdings nicht. Auch wenn es aufgrund seiner
niedrigeren Affinitét zu Eisen eine geringere Wirkung zeigt als Bacillibactin (Dertz
et al., 2006; Abergel et al., 2008), entzieht es sich dem Immunsystem des Wirts und
ist vor allem bei B. anthracis fiir die Auskeimung von Sporen sowie den
Infektionsverlauf relevant (Lee et al., 2007). Sobald Siderophore Eisen gebunden

haben, werden die entstandenen Komplexe an speziellen Rezeptoren an der
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Bakterienoberflache gebunden und mittels ATP-abhingiger, Membran-assoziierter
Transporter in die Zelle eingeschleust (Koster, 2001). B. cereus kann flir sein
Wachstum verschiedene Eisenquellen nutzen, vorrangig aus Verbindungen, die in
roten Blutzellen vorkommen. Hédmoglobin, Himine und andere H&mproteine
spielen dabei eine zentrale Rolle (Sato et al., 1998, 1999a, 1999b). Inwieweit B.
cereus Ferritin bzw. Transferrine zur Eisengewinnung nutzen kann, ist umstritten
(Sato et al., 1998; Park et al., 2005; Daou et al., 2009). Daou und Kollegen
beschrieben fiir den B. cereus Stamm ATCC 14579 auch Ferritin als Eisenquelle
(Daou et al., 2009). Fiir Lf gingen Sato und Kollegen davon aus, dass B. cereus L{-
gebundenes Fisen nicht als Eisenquelle nutzen kann (Sato et al., 1999b). In fritheren
Arbeiten zeigten sie aulerdem, dass B. cereus nicht in Medium, das Transferrin
enthélt, wachsen kann (Sato et al., 1998). Sie schlussfolgerten deshalb, dass B.
cereus keine Siderophore filir Lf und Transferrin ausbilden kann (Sato et al., 1999b).
Hayrapetyan und Kollegen konnten jedoch zeigen, dass von insgesamt 22
getesteten Stimmen sechs Transferrin, drei Ferritin und zwei Lf nutzen konnten
(Hayrapetyan et al., 2016). Die Autoren postulierten deswegen eine hohe Stamm-
Spezifitit in Bezug auf den Eisenstoffwechsel (Sato et al., 1998, 1999a; Daou et al.,
2009; Hayrapetyan et al., 2016). Die Ergebnisse der eigenen Arbeit zeigen ein
dhnliches Bild. Ein Grofteil der getesteten Isolate wurde nach entsprechender
Zugabe von Lf im Wachstum gehemmt, wihrend einige wenige Stdmme sogar
verstirktes Wachstum zeigten. Besonders deutlich wurde dies durch die
Wachstumssteigerung des Stammes F837/76 unter 10 mg/ml Lf (vgl. Publikation
IT). AuBerdem zeigte sich dieses Isolat als besonders resistent gegeniiber mehreren
getesteten Lf-Produkten (vgl. Publikation I) und gehort damit zu den eher
selteneren Vertretern der Spezies B. cereus, die Lf als Eisenquelle und zum

Wachstum nutzen konnen.

Der zweite Mechanismus zur Reaktion auf Eisenmangelsituationen besteht in einer
verstiarkten Auspriagung bestimmter Rezeptoren an der duleren Membran, die an
Lf binden und diesem Eisen direkt entziehen konnen. Ein dhnlicher Effekt ist fiir
Transferrin beschrieben (Orsi, 2004). Daran sind z. B. spezifische Transporter vom
ABC-Typ beteiligt, die entweder komplex gebundenes oder freies Eisen mit hoher
Affinitit binden und bewegen konnen (Brown & Holden, 2002; Daou et al., 2009).
Das Genom von B. cereus codiert fiir einige dieser ABC-Transporter, die vor allem

an der Nutzung von Eisen aus Eisencitrat und Ferrichrom beteiligt sind (Harvie &
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Ellar, 2005; Fukushima et al., 2012). Eisencitrat kann aus Zitronensdure gebildet
werden, welche sich z. B. in Milch findet (Fukushima et al., 2012). B. cereus kann

Eisencitrat fiir sein Wachstum nutzen (Sato et al., 1999b; Daou et al., 2009).

Ein verstirktes Wachstum unter Lf-Einfluss ist bislang hauptséchlich fiir
probiotische Mikroorganismen beschrieben (Vega-Bautista et al., 2019) und stirkt
den Verdacht, dass verschiedene, evtl. sogar pathogene Bakterien Lf (zum
Wachstum und/oder im Eisenstoffwechsel) nutzen konnen. Innerhalb der
beschriebenen Bakterienspezies scheint es hierbei aber ebenso starke Stamm-
spezifische Unterschiede zu geben (vgl. Kapitel 2.2). Zusitzlich wurde eine
selektive Hemmwirkung von Lf beobachtet: das Wachstum wurde bei vielen
Pathogenen gehemmt, vergleichend bei verschiedenen Probiotika wie z. B.
Lactobacillus Staimmen hingegen nicht. In Untersuchungen mit Lactobacillus
fermentum und Lactobacillus reuteri Kulturen schienen diese die hemmende
Aktivitdt von Lf gegeniiber den Pathogenen sogar noch zu verstdrken (Tian et al.,
2010; Chen et al., 2013a). Die Hypothese, dass Lf gleichzeitig pathogene Keime
hemmen kann ohne korpereigene Magen-Darm-Flora zu beeintridchtigen, konnte im
Bereich der Antibiotika-Forschung ein interessanter Ansatz sein. In den meisten
Féllen haben antimikrobielle Wirkstoffe auch einen negativen Effekt auf die
gastrointestinale Balance, was zu unerwiinschten Wirkungen beim Anwender

fithren kann.

Die Frage nach den Mechanismen, die dieser stark unterschiedlichen Auswirkung
von Lf auf Vertreter ein und derselben Spezies zugrunde liegen, ist noch nicht
abschlieBend gekldart. Ebenso gibt es viele offene Fragen hinsichtlich der
bakteriellen Gegenmalinahmen als Reaktion auf Lf-Exposition. Zumindest fiir
Probiotika sind zu dieser Fragestellung bereits einige Mechanismen beschrieben
(Vega-Bautista et al., 2019). Einige probiotische Stimme koénnen Lf-bindende
Proteine an ihrer Membranoberfliche exprimieren und nach verschiedenen
Umbauprozessen auch den Transport in die Zelle aktivieren. So konnten mittels
Western Blot Analysen bei B. bifidum sowohl in der Membran-Fraktion als auch in
der Zytosol-Fraktion Proteine nachgewiesen werden, die bLf binden koénnen (Kim
et al., 2002). Auch fiir L. acidophilus, B. breve, und B. infantis konnten &hnliche
Beobachtungen gemacht werden. Hier zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der
wachstumsfordernden Aktivitdt und der Expression Lf-bindender Proteine (Kim et

al., 2004). Diese Mechanismen scheinen unabhéngig von der Eisenséttigung des Lf
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zu sein. Das gesteigerte Wachstum mancher Probiotika konnte sogar aus der
Interaktion von Lf und den Lf-bindenden Proteinen heraus entstehen, um es mit
dem Ziel der Energiegewinnung in die Zelle zu transportieren. Die Nutzung von Lf
und die dadurch entstehende Energie konnte zu verstarktem Wachstum mancher

Stamme beitragen (Vega-Bautista et al., 2019).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die Ausfithrungen in diesem Kapitel
unterstreichen noch einmal, dass keinesfalls von einer allgemein giiltigen
antimikrobiellen oder wachstumsfordernden Aktivitit von Lf gegeniiber einer
bestimmten Bakterienspezies (weder pathogen noch probiotisch) ausgegangen
werden kann. Diese Effekte wurden bislang und sollten auch weiterhin auf Stamm-
Ebene untersucht werden. Auch wenn der Bereich der gesundheitsbezogenen
Werbung fiir Lebensmittel und Nahrungsergénzungsmittel reglementiert ist, zeigt
die Realitdt hdufig ein maximales Dehnen des rechtlichen Rahmens. In Anbetracht
der Ergebnisse dieser Arbeit sollte zumindest die generelle Bewerbung Lf-haltiger
Produkte als ,,antimikrobiell* kritisch gesehen werden. Auch die Aussage ,,fordernd

fiir Probiotika* kann nicht mehr als allgemeingiiltig angesehen werden.

2. Auswirkungen von Laktoferrin auf Toxinproduktivitit

Wihrend seine hemmende Wirkung auf bakterielle Krankheitserreger schon seit
geraumer Zeit untersucht wird, ist der Zusammenhang zwischen Lf und der
Produktion und Wirkungsweise von Toxinen weniger erforscht. In Kapitel 1.4.4.
werden die Toxintranskription und —sekretion von B. cereus genauer erldutert. Im
Verlauf dieser Arbeit konnten nicht nur hinsichtlich des Wachstumsverhaltens,
sondern auch beziiglich der Enterotoxinproduktion interessante neue
Beobachtungen gemacht werden. Es zeigten sich auch hier wieder deutliche
Stamm-spezifische Unterschiede. Fiir 23 von 31 getesteten Isolaten (B. cereus und
B. thuringiensis) konnte nach Lf-Exposition eine gesteigerte Menge der
Enterotoxin-Komponente NheB nachgewiesen werden. Anhand von ausgewahlten
Referenzstimmen wurde auflerdem ersichtlich, dass nicht zwingend ein
Zusammenhang zwischen Wachstumsinhibition durch Lf und gesteigerter
Toxinproduktion besteht. AuBerdem wirkten sich verschiedene Lf-haltige
Nahrungsergdnzungsmittel unterschiedlich auf die Enterotoxinbildung aus.

Besonders bei Produkten, die auller reinem bLf keine sonstigen Zusatzstoffe
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enthielten, wurden die hochsten NheB Titer detektiert (vgl. Publikation IT).

Diese Beobachtungen decken sich mit der aktuellen Literatur. Es ist bekannt, dass
B. cereus auf verschiedene Stresssituationen und Umweltfaktoren mit gesteigerter
Toxinproduktion reagiert. Diese konnen z. B. Nédhrstoffmangel und Zelldichte sein
(Gohar et al., 2008), aber auch die Simulation von Magen-Darm-Bedingungen
(Jessberger et al., 2017) und die Gegenwart von Mucin (Jessberger et al., 2019a).
Auch verschiedene Lebensmittelkomponenten konnen einen Einfluss auf die
Enterotoxinproduktion haben (Da Riol et al., 2018). Somit ist es durchaus plausibel,
dass die Mehrzahl der getesteten B. cereus Stimme auch auf Lf-Exposition mit
gesteigerter Enterotoxinproduktion reagierte. Ob dieser Effekt nun aufgrund einer
Stresssituation (Eisenmangel konnte in Publikation I ausgeschlossen werden), der
direkten Interaktion von Lf mit der Zelloberflache, oder sogar durch verbesserte
Umweltbedingungen (erhdhtes Eisenangebot durch holo-Lf) zustande kommit,
muss in Folgearbeiten geklart werden. Diese Arbeit lieferte erste Hinweise darauf,

dass Stamm-spezifisch mehrere dieser Szenarien zutreffen konnten.

Um zunéchst auch auf Transkriptomebene einen umfangreichen Uberblick iiber die
Reaktion von B. cereus auf Lf-Exposition zu erhalten, wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit RNA Sequenzierungen am Beispiel des Referenzstammes
INRA C3 durchgefiihrt. Die gesteigerte Menge an differentiell regulierten Genen
im Vergleich zu einer eisenfreien Kontrolle verdeutlichte noch einmal, dass die
spezifische Reaktion von B. cereus auf Lf weit iiber die Induktion einer
Eisenmangelsituation hinausgeht. Hierzu konnten bereits Hayrapetyan und
Kollegen anhand des B. cereus Stammes ATCC 10987 nach kiinstlich induziertem
Eisenmangel eine verstirkte Expression von Genen verschiedener Eisentransporter
beobachten (Hayrapetyan et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit wurden nach L{-
Exposition Gene, die an Flagellen, Motilitdt, Chemotaxis, Sporulation,
Genregulation, Hitze- und Kailteschock, Transport sowie Virulenz beteiligt sind,
reprimiert. Verstirkt exprimiert wurden hingegen Gene, die an Sporulation und
Sporenauskeimung, Nihrstoffaufnahme, speziell aber nicht ausschlieBlich
Eisentransport und -verwertung, sowie Resistenz beteiligt sind (vgl. Publikation II).
Bereits frither konnte gezeigt werden, dass B. cereus auf sich verdndernde
Umweltbedingungen mit einer massiven Anderung des Transkriptoms reagiert.
Nach Kontakt des Stammes F837/76 mit der intestinalen Mucusschicht,

reprasentiert durch porcine gastric mucin (PGM), kam es beispielsweise zur
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differentiellen Regulation von iiber 1000 Genen, die unter anderem fiir
Enterotoxine und weitere mutmaBliche Virulenzfaktoren sowie fiir Proteine
kodieren, die an der Adhidsion an und dem Abbau von Mucin beteiligt sind

(Jessberger et al., 2019a).

Interessanterweise konnte in der eigenen Arbeit beobachtet werden, dass in
Anwesenheit von Lf auch Gene, die Teile des 4#b/ Operons codieren, reprimiert
wurden. Dies deckt sich mit Ergebnissen weiterer eigener Untersuchungen, bei
denen in EIAs keine verstirkten Hbl Titer in den dazugehorigen Kulturiiberstinden
detektiert werden konnten. Ebenso stimmt dies mit der verminderten Expression
des Gens fiir das PlcR-aktivierende Protein PapR (siche oben) iiberein. Die
beobachtete, verstirkte Menge an NheB in Kulturiiberstinden nach Lf-Exposition
ist aber allein mit den Daten der Transkriptomanalyse nicht vollstindig zu erkldren.
Es muss aber angemerkt werden, dass die Enterotoxinproduktion in B. cereus nicht
ausschlieBlich transkriptionell beeinflusst wird, sondern auch durch diverse weitere
Stamm-spezifische posttranskriptionelle und posttranslationale Mechanismen,
welche man gerade erst zu verstehen beginnt (Jessberger et al., 2015; Dietrich et

al., 2021).

Auch Gene, die fiir weitere Virulenzfaktoren codieren, wurden reprimiert (vgl.
Publikation II). Hierzu zdhlen z. B. Bacillolysin und neutrale Proteasen (Sidler et
al., 1986) oder die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC;
Kuppe et al., 1989; Roberts et al., 2018). PI-PLCs koénnen bei Pflanzen,
Sdugetieren, Insekten, Bakterien, Protozoen, Hefen und Schimmelpilzen
vorkommen. Bei fast allen Organismen handelt es sich um intrazelluldre Enzyme,
Bakterien ist es jedoch mdglich, diese Enzyme zu sekretieren (Griffith & Ryan,
1999). Bakterielle PI-PLCs sind wasserlosliche Enzyme, die in der Lage sind,
Membranlipide (Phosphatidylinositol, Lyso-PI, Glykosyl-PI) aus Membranen zu
spalten (Griffith & Ryan, 1999). PI-PLCs spielen unter anderem bei der Interaktion
mit der Wirtszelle sowie bei der (Schad)Wirkung eine wichtige Rolle Dadurch sind
sie an der Pathogenitit einiger Bakterienspezies beteiligt (Griffith & Ryan, 1999;
Roberts et al., 2018).

In einer fritheren Arbeit wurde vermutet, dass die Repression von Genen, die fiir
Virulenzfaktoren codieren, moglicherweise eine Folge der Sequestration des Eisens
und der dadurch limitierten Verfiigbarkeit des Elements fiir (pathogene)

Mikroorgansimen ist (Garcia-Montoya et al., 2012). Dies konnte in der
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vorliegenden Arbeit (zumindest flir B. cereus nach holo-Lf-Exposition) widerlegt
werden. Wéhrend in einem eisenfreien Kontrollansatz im Vergleich zum
Minimalmedium lediglich 60 Gene differentiell reguliert wurden, die hauptsichlich
in Eisentransport, -aufhahme und -verwertung involviert sind, férderte die Prasenz
von Lf die differentielle Regulation von insgesamt 278 Genen, darunter etliche, die
fiir Virulenzfaktoren codieren (siehe oben und Publikation II). Nichtsdestotrotz ist
die genregulierende Eigenschaft von Lf bereits bekannt. So konnte gezeigt werden,
dass Lf durch Interaktion mit Zellmembranproteinen in das Zytosol aufgenommen
wird. Hier dissoziiert es dann in Gegenwart von ATP in die N- und C-Lappen
(Semenov et al., 1999). Letztere konnen mit DNA interagieren und sind an der
Modulation von Genen beteiligt, die z. B. in DNA-Replikation und Zellwachstum
involviert sind. Dieser Mechanismus ist als ein Teil der wachstumsfordernden
Wirkung von Lf auf Probiotika wie Bifidobacterium und Lactobacillus beschrieben

(Vega Bautista et al., 2019).

Auch durch seine enzymatische Aktivitit kann Lf einen Einfluss auf
Pathogenitidtsmechanismen oder Virulenzfaktoren haben (vgl. Abb. 4, Kapitel 2.2).
So wurde bereits die Lf-induzierte Degradation von Stx2 (Shigatoxin 2) aus EHEC
(Kieckens et al., 2017), von Fimbrien und Flagellen aus ETEC (Dierick et al.,
2020), sowie von Effektorproteinen aus E. coli oder S. flexneri (Ling & Schryvers,
2006) gezeigt. Lf weist Protease-Aktivitit auf und ist in der Lage, Arginin-reiche
Sequenzen von Zielproteinen abzuspalten (Hendrixson et al., 2003; Ochoa et al.,
2003). Viele bakterielle Virulenzfaktoren weisen derartige Sequenzen auf und sind
dadurch durch Lf degradierbar. Die Fahigkeit, Proteine zu spalten trigt somit auch
direkt zur antimikrobiellen Wirkung von Lf bei (vgl. Kapitel 2.2.). Ein
proteolytischer Abbau der B. cereus Enterotoxine ist allerdings unwahrscheinlich,
da diese kaum Arginin-reiche Sequenzen enthalten, welche durch die Serin-
Protease-Aktivitdt des Lf abgespalten werden konnen (Hendrixson et al., 2003;
Ochoa et al., 2003). Das NheB Protein von Referenzstamm F837/76 beispielsweise
hat insgesamt nur vier Arginin-Anteile. AuBBerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dass mit steigenden NheB Titern im EIA auch die Zytotoxizitit im Zellkulturtest
zunimmt. Dies deutet also auf das Vorliegen von vollstindigem, komplett
funktionsfahigem Nhe Toxin hin (vgl. Publikation II). Der experimentelle Beweis

hierfiir steht allerdings noch aus.

Neben der Toxingenexpression und der Toxinstabilitdt wurde in einigen Arbeiten
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auch bereits ein Einfluss von Lf auf die messbare zytotoxische Aktivitit der
B. cereus Enterotoxine beschrieben. Da Riol und Kollegen konnten zeigen, dass
die Zugabe verschiedener Milchprodukte die toxische Aktivitit von drei B. cereus
Stimmen gegeniiber CaCo-2-Zellen verringert. Bei der Untersuchung der einzelnen
Bestandteile zeigte vor allem Lf die stirkste hemmende Wirkung. Die Ergebnisse
deuteten auBerdem darauf hin, dass Hbl durch die Prisenz von Lf stidrker
beeintrachtigt wird als Nhe (Da Riol et al., 2018). Dieses Phanomen konnte auch in
der vorliegenden Arbeit mittels Transkriptom- und EIA-Analysen bestitigt werden
(siche oben und Publikation II). Interessanterweise konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die hemmende Wirkung von Lf auf die Toxinaktivitit weniger auf
einer Beeintriachtigung der Zielzellbindung basiert, sondern vielmehr auf einer
Blockierung der Interaktion der Toxinkomponenten untereinander. Zusitzliche EIA
Daten bestidtigten die Fahigkeit von Lf, an die einzelnen Enterotoxin-Komponenten
von B. cereus, vor allem Hbl B, zu binden und diese zu blockieren (Da Riol et al.,
2018). Der Wirkmechanismus der beiden Enterotoxin-Komplexe Nhe und Hbl ist
ein diffiziler Prozess, in dem jeweils alle drei Proteinkomponenten exakt
aufeinander abgestimmt sein miissen, um die Porenbildung und damit die
zytotoxische Wirkung zu induzieren. Diese Komponenten sind einzeln atoxisch und
konnen nur in Kombination eine entsprechende Wirkung entfalten. Maximale
zytotoxische Aktivitdt in vitro wird fiir Nhe bei einem Konzentrationsverhiltnis von
NheA:B:C = 10:10:1 und fiir Hbl bei L2:L1:B = 1:1:10 oder 10:1:10 erreicht
(Granum et al., 1999; Jessberger et al., 2019b). Auch die Bindungsreihenfolge an
die Zielzellen ist essentiell. Sowohl NheB als auch NheC sind eigenstindig und
unabhingig voneinander in der Lage, an eukaryotische Zielzelloberflichen zu
binden (Heilkenbrinker et al., 2013; Lindbédck et al., 2010). Sie konnen jedoch
bereits in Losung sehr affine und stabile Komplexe bilden, die wiederum selbst in
der Lage sind, Transmembrankanéle in der Zielzellmembran, sog. Vorporen, zu
generieren. Dieser Zustand ist allerdings reversibel (Zhu et al., 2016). Entscheidend
fiir die Ausbildung der kompletten Pore ist die Anlagerung von NheA an
zellgebundene NheB/NheC-Oligomere. Durch die vervollstindigte Pore kommt es
dann wie bereits oben beschrieben zu osmotischen Dysbalancen in der Membran
und schlieBlich zur Lyse der Zielzelle (Lindbéck et al., 2010; Didier et al., 2012;
Heilkenbrinker et al., 2013; Didier et al., 2016). Im Gegensatz dazu ist beim Hbl-
Enterotoxin nur Hbl B in der Lage, an die Membran eukaryotischer Zellen zu

binden. Nach Anlagerung von L1 an das zellgebundene B kommt es letztlich durch
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Interaktion von Hbl L2 mit diesem Komplex wiederum zur Porenbildung (Sastalla
et al., 2013; Jessberger et al., 2019b). Die entstehende Pore weist eine Gro3e von
etwa 1-2 nm auf (Jessberger et al., 2020). Neuere Studien untersuchten die
Bindungsaktivitit mittels CRISP-CAS9 Knockout Screening und konnten LITAF
(LPS-induced TNF-a factor) als primdren Hbl Rezeptor identifizieren (Liu et al.,
2020). Es wurde somit erstmals bewiesen, dass fiir die Ausbildung der vollen
Toxizitdt zellulire Rezeptoren notwendig sind. Der Nachweis einer direkten
Bindung von Lf an diese Rezeptoren wire Beweis fiir eine unmittelbare

Beeintrachtigung der Zielzellbindung durch die B. cereus Enterotoxine.

In diesem Zusammenhang wurden bereits V. cholerae und dessen Cholera-Toxin
(CT), ETEC und dessen hitzelabiles Toxin (LT), sowie Clostridium difficile Toxin
B hinsichtlich einer Interaktion mit Lf untersucht. So beeintrachtigte Lf Dosis-
abhingig die Bindung von LT sowie auch der Untereinheit B des CT (CT-B) an
Gangliosid Gwmi, einen wichtigen Rezeptor an der Oberfliche von Darmzellen
(Kawasaki et al., 1992, 2000; Rivera et al., 2013). Diese Erkenntnisse lassen sich
allerdings nicht vollstindig mit B. cereus vergleichen, denn sowohl LT als auch CT
gehoren zur Gruppe der ABs Toxine (Merritt & Hol, 1995), die sich in ihrer
Wirkungsweise fundamental vom porenbildenden Mechanismus der B. cereus
Enterotoxine unterscheiden. Neben Auswirkungen auf die Bindungsfahigkeit der
Toxine konnte in vitro beobachtet werden, wie Lf den Zellschaden sowie
morphologische Veridnderungen durch CT an (CHO)-K1 Zellen (Chinese Hamster
Ovary Cells) reduziert (Kawasaki et al., 1992). Ebenso wurde eine protektive
Wirkung von Lf sowie verringerte Zytotoxizitdt durch C. difficile Toxin B an
Darmepithelzellen von Ratten (IEC-6 Zellen) gezeigt (Otake et al., 2018).
Kawasaki und Kollegen konnten zusétzlich beweisen, dass Lf sogar selbst an CT
bindet. Dabei stellten sie fest, dass eine Deglykolisierung der terminalen
Sialinsdure-Reste von Lf durch Sialidase diesen inhibitorischen Effekt aufhob
(Kawasaki et al., 1992). Sialidasen katalysieren die Abspaltung von terminalen
Sialinsduren aus komplexen Kohlenhydraten, Glykolipiden und Glykoproteinen
(Juge et al.,, 2016). Sie finden sich sowohl bei prokaryotischen als auch
eukaryotischen Spezies und spielen eine wichtige Rolle in der Nadhrstoffgewinnung
und im Verdau (Kimetal., 2011). Vor allem Bakterien im Magen-Darm-Trakt, aber
auch verschiedene pathogene Keime konnen Sialinsdure fiir ihren Stoffwechsel

nutzen (Juge et al., 2016). Der enzymatische Abbau von Sialinsidure-Resten konnte
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sich also als niitzlicher Abwehrmechanismus gegen Lf erweisen. Fiir B. cereus sind
Sialidasen nicht direkt beschrieben. Allerdings besitzt dieser Keim verschiedene
andere Enzyme, z. B. Phospholipase-C, Lecithinase oder Sphingomyelinase
(Kotiranta et al., 2000; Dietrich et al., 2021). Eventuell eignen sich derartige
Enzyme daher als bakterielle Kompensatoren gegeniiber Lf. Auch ist Lf nur partiell
resistent gegeniiber proteolytischen Enzymen (Custer & Hansen, 1983). Diese
finden sich im Sekretom von B. cereus und konnten der Widerstandsfahigkeit
verschiedener Stimme gegeniiber Lf zu Gute kommen. Es konnten bereits
Proteasen mit Aktivitit gegeniiber Himoglobin, Kasein, Insulin und Albumin fiir
B. cereus nachgewiesen werden (Fricke et al., 1995; Moriyama et al., 1998;

Sierecka, 1998).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten nicht nur eine Stamm-spezifische,
antimikrobielle Aktivitit von Lf auf, sondern auch mogliche Reaktionen und
GegenmaBnahmen von pathogenen Keimen, vor allem Toxinbildnern. Dies sind
neue, bislang wenig beachtete Aspekte in der weit verbreiteten Verwendung von Lf

als beliebtes Nahrungsergdnzungsmittel und in der Humanmedizin.

Wie im Literaturteil dargestellt sind die Auswirkungen von Lf auf (bakterielle)
Pathogene und deren Toxine hoch komplex. Neben der durch Eisenmangel
induzierten Wachstumshemmung und der bakteriziden Wirkung durch Stérung der
Zellmembranpermeabilitit ist das Molekiil auch in der Lage, die Adhésion an
Wirtszellen oder auch die Biofilmbildung zu verhindern. Seine
immunmodulatorischen Eigenschaften konnen bakteriellen
(Lebensmittel)Infektionen ebenfalls entgegenwirken. Durch die Protease-Aktivitit
von Lf werden zudem Toxine und Virulenzfaktoren degradiert und nicht zuletzt
zeigt es auch genregulatorische Féhigkeiten. Nicht minder vielfiltig sind die
bakteriellen Kompensationsmechanismen nach Lf-Exposition. Diese Arbeit zeigt
beispielsweise, dass Lf wvon B. cereus Stamm-spezifisch sogar als
Wachstumsforderer genutzt werden kann, und dass - trotz verminderter
Genexpression von verschiedenen Virulenzfaktoren und Teilen des PIcR Regulons
—bei einigen Stimmen die Produktion der Enterotoxinkomponente NheB und damit

auch die Zytotoxizitéit in Abhidngigkeit von Lf gesteigert wird.

Welchen Effekt Lf allerdings auf die Lebensmittelinfektion mit enteropathogenen
B. cereus im Ganzen hat, kann hier noch nicht abschlielend beantwortet werden.

Diese Toxiko-Infektion wird auch als multifaktorieller Prozess bezeichnet, da von
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der Aufnahme des kontaminierten Lebensmittels bis zur tatsdchlichen Auspriagung
des Diarrh6-Syndroms etliche Schritte erforderlich sind (Jessberger et al., 2020).
Offene Fragen sind beispielsweise, ob die Anwesenheit von Lf das Uberleben von
B. cereus Sporen in der Magenpassage sowie die anschlieBende Sporenauskeimung
beeinflusst. Hierzu sind weitere Untersuchungen geplant bzw. teilweise bereits
begonnen worden. Dass diverse Milchprodukte hier einen protektiven Effekt auf
B. cereus Sporen ausiiben, konnte bereits in einer vorherigen Arbeit gezeigt werden
(Da Riol et al., 2018). Der Einfluss von Lf auf Flagellen, Motilitdt sowie Adhédsion
an Darmepithelzellen - essentielle Faktoren bei der Produktion von lokal hohen
Mengen an Enterotoxinen - muss ebenfalls noch experimentell abgeklart werden,
genauso wie die Stabilitit der Enterotoxine nach Lf-Exposition. Wenn diese
Aspekte abschlieBend untersucht sind, konnen enteropathogene B. cereus Vorreiter
fiir die Aufkldrung des Einflusses von Lf auf den gesamten Prozess einer

bakteriellen Lebensmittel(Toxiko-)Infektion sein.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

B. cereus hat in mehreren Bereichen grofe Bedeutung: Der Keim ist
Lebensmittelintoxikationserreger, Lebensmittelinfektionserreger, Erreger lokaler
und systemischer Infektionen bei Mensch und Tier und Verderbserreger.
Laktoferrin (Lf) hat eine Vielzahl niitzlicher Eigenschaften und ist besonders durch
seine antimikrobielle Aktivitidt in das Interesse der Forschung geriickt. In der
vorliegenden Arbeit wurden insbesondere die Auswirkungen von Lf auf

enteropathogene B. cereus genauer betrachtet.

In einer ersten Publikation wurde das Wachstumsverhalten von 112 Isolaten aus 13
verschiedenen Bakterienspezies untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
antibakterielle Aktivitidt von Lfund Lf-basierten Nahrungsergdnzungsmitteln nicht
grundsétzlich fiir eine Bakterienspezies als Ganzes gilt, sondern dass das bakterielle
Wachstum auf Dosis-, Produkt-, sowie Stamm-spezifische Weise inhibiert wird. In
der zweiten Publikation zeigte sich eine Stamm-spezifische Wirkung von Lf auf
drei ausgewihlte B. cereus Referenzstimme, welche allerdings nicht auf
Eisenmangel zuriickzufiihren war. Auffillig war, dass diese sowie weitere 20 von
28 getesteten B. cereus und B. thuringiensis Isolaten eine erhdhte
Enterotoxinproduktion sowie eine erhohte zytotoxische Aktivitdt aufwiesen. Die
spezifische Reaktion von B. cereus auf Lf-Exposition wurde mittels RNA
Sequenzierung im Detail untersucht. Wéahrend in einem Eisen-freien Kontrollansatz
60 Gene differentiell reguliert wurden, fiihrte die Prdsenz von Lf zu einer
differentiellen Regulation von 278 Genen, welche unter anderem in Motilitdt und
Chemotaxis, Sporulation und Auskeimung, Transport, Genregulation,
Néhrstoffaufnahme, Eisentransport und -verwertung sowie Resistenz involviert
sind. Durch Lf wird also Stamm-spezifisch eine umfangreiche transkriptionelle
Reaktion in B. cereus ausgelost, die weit iiber die Reaktion auf Eisenmangel
hinausgeht, und tiber einen bislang nicht vollstindig gekldrten Mechanismus zu
verstarkter Toxinproduktion und -sekretion und damit zu erhohter zytotoxischer
Aktivitidt fiihrt. Eine allgemeine antimikrobielle Wirkung von Lf gegen eine
bestimmte Bakterienspezies kann also nach den Erkenntnissen dieser Arbeit nicht
ohne Weiteres angenommen werden. Insbesondere die erstmals beschriebenen,
unerwiinschten Effekte von Lf auf die Enterotoxinproduktion und Zytotoxizitit von

B. cereus miissen in weiteren Untersuchungen abgeklért werden.
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VII. SUMMARY

B. cereus is of great importance in several aspects: it can cause food intoxications,
food infections, local and systemic infections in humans and animals, as well as
spoilage of foods. Lactoferrin (Lf) has a wide range of beneficial properties and has
attracted particular interest in research due to its antimicrobial activity. In the
present study, especially the effects of Lf on enteropathogenic B. cereus were

investigated in detail.

In a first publication, the growth behavior of 112 isolates from 13 different bacterial
species was examined. It was shown that the antibacterial activity of Lf and Lf-
based food supplements does not generally apply to a bacterial species as a whole,
but rather that bacterial growth is inhibited in a dose-, product- and strain-specific

manner.

The second publication again showed a strain-specific effect of Lf on three selected
B. cereus reference strains, which, however, was not due to iron deficiency. In
addition, these and a further 20 of 28 tested B. cereus and B. thuringiensis isolates
showed increased enterotoxin production and, thus, increased cytotoxic activity.
The specific response of B. cereus to Lt exposure was investigated in detail by RNA
sequencing. While 60 genes were differentially regulated in an iron-free control
approach, the presence of Lf led to a differential regulation of up to 278 genes,
which are involved in motility and chemotaxis, sporulation and germination,
transport, gene regulation, nutrient uptake, iron transport and utilization as well as
resistance. Thus, Lf triggers an extensive strain-specific transcriptional response in
B. cereus, which goes far beyond the response to iron deficiency and leads to an
increased content of secreted enterotoxins and thus to increased cytotoxic activity

via a mechanism that has not yet been fully elucidated.

Based on the findings of this study, a general antimicrobial effect of Lf against a
specific bacterial species cannot be assumed automatically. In particular, the
undesirable effects of Lf on enterotoxin production and cytotoxicity of B. cereus

described for the first time must be clarified in further investigations.
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B. cereus, Kolonie, vegetative Bakterien (vorwiegend in
Ketten). Raster-Elektronenmikroskopie. Maf3stab = 10 pum
Quelle: Nadja JeBberger

Durch Hbl verursachtes, diskontinuierliches
Hamolysemuster auf Schafblutagar Quelle: Nele Maxseiner,

Clara-Sophie Jugert

Tertidrstruktur von bovinem apo-Lf (eisenfrei) (A) und
bovinem holo-Lf (eisengesittigt) (B), nach Rosa et al.
(2017). Die N-Lappen (links) sowie die C-Lappen (rechts)
sind jeweils in zwei Untereinheiten unterteilt (N1 und N2; C1
und C2). Rot: Eisenionen an ihren jeweiligen

Bindungsstellen.

Uberblick iiber einige der Hauptfunktionen von Laktoferrin
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