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I. EINLEITUNG 

Bacillus cereus ist ein Gram-positives, sporenbildendes, fakultativ anaerobes 

Bakterium und stellt für die Lebensmittelindustrie immer wieder eine 

Herausforderung dar. Als ubiquitärer Keim aus Boden und Umwelt kann er leicht 

über Nutztiere und -pflanzen auf verschiedenen Wegen in die Lebensmittelkette 

eingetragen werden. Seine extrem Hitze- und Trocknungs-stabilen Sporen 

ermöglichen es, diverse Hürden der Produktionskette zu überwinden sowie die 

technologische Verarbeitung von Lebensmitteln zu überstehen. Die Sporen sowie 

seine Fähigkeit zur Ausbildung von Biofilmen sorgen des Weiteren für eine hohe 

Widerstandsfähigkeit gegen Reinigungs- und Desinfektionsmittel (Ehling-Schulz 

et al., 2004; Ryu & Beuchat, 2005; Stenfors Arnesen et al., 2008). Aufgrund des 

Verderbs von Lebensmittelchargen oder aber rufschädigenden Rückrufaktionen 

kann es in betroffenen Betrieben zu hohen wirtschaftlichen Schäden kommen.  

Nicht nur für Lebensmittelunternehmer, sondern auch für die Verbraucher spielt 

B. cereus eine wichtige Rolle. In den Jahren 2018 bis 2022 wurden insgesamt 717 

lebensmittelbedingte Krankheitsausbrüche, die mit B. cereus assoziiert waren, an 

die EFSA übermittelt (EFSA & ECDC, 2019, 2021a, 2021b, 2022, 2023). 

Bakterielle Toxine sind nach wie vor eine der führenden Ursachen für 

gastrointestinale Krankheitsbilder. Nach Campylobacter, Salmonella und 

Norovirus Infektionen zählt B. cereus zu den wichtigsten Erregern von Magen-

Darm-Erkrankungen (Dietrich et al., 2021). Man unterscheidet hierbei zwischen 

dem emetischen Syndrom und der Diarrhö-Form, die beide durch dieses Bakterium 

hervorgerufen werden können. 

Das emetische Toxin Cereulid sorgt für eine klassische Lebensmittelintoxikation 

mit den Leitsymptomen Nausea, Vomitus und Malaise. Das Toxin liegt bei diesem 

Erkrankungsweg präformiert im Lebensmittel vor und gelangt durch Verzehr des 

entsprechenden Nahrungsmittels in den Organismus. Die Aufnahme eines vitalen 

Bakteriums ist als Auslöser für dieses Krankheitsbild nicht notwendig. Die Toxine 

können nach dem Verzehr direkt ihre Wirkung entfalten, weswegen die 

Inkubationszeit bei Lebensmittelintoxikationen nur etwa 30 Minuten bis wenige 

Stunden beträgt. Anders verhält es sich bei Lebensmittelinfektionen. Hierbei 

werden Sporen und vegetative Zellen des Erregers über das Lebensmittel 
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aufgenommen. Nach Überdauern der Magenpassage und Auskeimung der Sporen 

kommt es zur Vermehrung der Bakterien sowie vorranging im Dünndarm zur 

Toxinproduktion. Diese sogenannten enteropathogenen Stämme sorgen im Darm 

für eine „Toxiko-Infektion“, das Leitsymptom hier ist wässrige Diarrhö.  

Laktoferrin (Lf) ist ein eisenbindendes Glykoprotein, das in Säugetieren vorkommt. 

Es findet sich vor allem in Milch und Kolostrum, aber auch in vielen anderen 

Körperflüssigkeiten wie Tränen 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 Aktivitäten beschrieben 

(Berlutti et al., 2011; Embleton et al., 2013). Auch immunmodulatorische, 

antioxidative, antimykotische und antikanzerogene Wirkungen wurden untersucht 

(Leboffe et al., 2009; Brock, 2012; Vogel, 2012; Siqueiros-Cendón et al., 2014; 

Kanwar et al., 2015). Lf spielt eine wichtige Rolle im angeborenen Immunsystem 

und gilt als wichtiges Abwehrmolekül des Wirts (Bruni et al., 2016). Während 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 Förderung 

von Wissenschaft und Forschung auf den Fachgebieten der Mikroökologie und 

Mykotoxikologie, Riedgaustr. 11, 81673 München, unterstützt. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

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 (siehe Abb. 1). Dieses ubiquitäre 

Stäbchen gehört 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. l.). Manche Autoren zählen 

auch  B. tropicus, B. paranthracis, B. paramycoides, B. albus, B. proteolyticus, 

B. luti, B. nitratireducens, B. pacificus, B. mobilis und den erst kürzlich publizierten 

B. fungorum  zur dieser Gruppe (Makuwa et al., 2023). Seit 2018 betrachtet man 

die Spezies B. weihenstephanensis als Synonym für B. mycoides und führt sie nicht 

mehr separat auf (Liu et al., 2017; Parte et al., 2020). B. cereus ist namensgebend 

für diese Gruppe, die sich durch enge Verwandtschaft und genetische Ähnlichkeit 

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) eröffnen immer weitere 

Möglichkeiten der Differenzierung (Didelot et al., 2009; Guinebretière et al., 2008; 

Kovac et al., 2016), jedoch bleibt die Einteilung nach wie vor schwierig. Weitere 

Studien legen nahe, dass die Einschätzung des toxischen Potentials bei einer 

Risikobewertung neuer B. cereus s. l. Isolate eher auf der Einteilung in 

phylogenetische Gruppen als auf Speziesdefinition und phänotypischen Merkmalen 

beruhen sollte (Guinebretière et al., 2008, 2010). 

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

„präsumtive B. cereus“ oft als Synonyme benutzt. Letzterer wird auch in 
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einschlägigen DIN EN ISO-Normen1 verwendet, mit denen keine eindeutige 

Unterscheidung zwischen den einzelnen Vertretern der B. cereus Gruppe möglich 

ist (BfR, 2020). 

 

Abbildung 1: B. cereus, Kolonie, vegetative Bakterien (vorwiegend in Ketten). Raster-

Elektronenmikroskopie. Maßstab = 10 μm. Quelle: Nadja Jeßberger 

 

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 

großes, glänzendes Wachstum auf. Durch seine wächsern (lat. cereus) erscheinende 

Morphologie auf Blutplatten gelangte der Keim zu seinem Namen. Die erste 

Erwähnung als potentieller Erreger gastrointestinaler Erkrankungen findet sich 

1906 in einer Studie von Lubenau (Lubenau, 1906). Hierbei werden etwa 300 

Krankheitsfälle beschrieben, die nach dem Verzehr von Königsberger 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 ausgelösten Krankheitsgeschehen wurde jedoch erst 1950 bzw. 

1955 von Hauge veröffentlicht (Hauge, 1950, 1955). In einem norwegischen 

Krankenhaus infizierten sich 61 Menschen mit schwerem Durchfall, nachdem sie 

 

1 DIN EN ISO 7932:2004, Untersuchung von Lebensmitteln - Horizontales Verfahren zur Zählung 

von präsumtiven Bacillus cereus - Koloniezählverfahren bei 30 Grad Celsius (°C); 

DIN EN ISO 10198:2010, Untersuchung von Lebensmitteln - Bestimmung präsumtiver Bacillus 

cereus in Milch und Milchprodukten - Koloniezählverfahren bei 37 °C; 

DIN EN ISO 21871:2006, Untersuchung von Lebensmitteln - Horizontales Verfahren zur 

Bestimmung niedriger Zahlen von präsumtiven 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 für die später als Diarrhö-Form bezeichnete Ausprägung der durch 

B. cereus hervorgerufenen gastrointestinalen Probleme. Nach eingehender 

Untersuchung der Rohstoffe konnte Getreidestärke mit einer hohen 

Sporenbelastung (bis zu 104 Sporen/g) als Auslöser 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 

auslösen kann, wurde Anfang der 1970er Jahre in England bekannt. Damals wurden 

insgesamt 18 Ausbrüche mit 57 Fällen verzeichnet (Public Health Laboratory 

Service, 1972, 1973), alle im Zusammenhang mit dem Verzehr von gekochtem oder 

anschließend gebratenem Reis. Die Leitsymptome, Nausea und Vomitus, 

unterschieden sich erheblich von den bis dahin beschriebenen Ausbrüchen (Melling 

et al., 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 übertragbaren Krankheiten wird 

grundsätzlich zwischen Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen unterschieden 

(Märtlbauer & Becker, 2016; EFSA & ECDC, 2021a; Krämer & Prange, 2022; 

BVL, 2024). B. cereus ist einer der wenigen Keime, durch den, abhängig vom 

jeweiligen Isolat, beide Krankheitsgeschehen ausgelöst werden können.  

Für die Entstehung einer Lebensmittelinfektion sind vermehrungsfähige Erreger 

notwendig. Bei den meisten bakteriell bedingten Infektionen ist der 

Hauptmanifestationsort der Darm, vorrangig der Dünndarm, wohin die Keime mit 

dem aufgenommenen Lebensmittel gelangen. Vegetative Formen von B. cereus 

überdauern die Magenpassage im Gegensatz zu Sporen meist nicht. Die Sporen 

keimen aus und vermehren sich anschließend. Sie bilden Toxine, ohne selbst direkt 

mit Darmzellen zu interagieren (Jessberger et al., 2020). Diese Toxine wiederum 

können an Darmschleimhaut und Epithelzellen binden und eine Erkrankung 
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auslösen. Das Anheften an Darmzellen erfolgt je nach Toxintyp auf 

unterschiedlichen Wegen. Diesen Mechanismus findet man bei der Diarrhö-Form 

von B. cereus (vgl. Kapitel 1.4) und bei Clostridium perfringens-Enterotoxinen 

(CPE) (Dietrich et al., 2021). In der Literatur wird daher auch häufig 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; Krämer 

& 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 

präformiert im Lebensmittel vorliegenden Toxinen steht im Vordergrund. Die 

Keime vermehren sich bereits im Lebensmittel und beginnen dort mit der 

Toxinproduktion. Diese mikrobiellen Toxine sind häufig sehr stabil und wenig 

anfällig für Prozessfaktoren. Sie überstehen z. B. bei der Lebensmittelherstellung 

und -verarbeitung eingesetzte Verfahren wie Wärmebehandlung, Trocknung oder 

Säuerung und können sich dadurch gut im Nahrungsmittel halten. Wird nun ein 

solch kontaminiertes Lebensmittel verzehrt, gelangen die Toxine in den 

Organismus und können, sobald die notwendige infektiöse Dosis erreicht ist, ihre 

schädliche Wirkung entfalten (Märtlbauer & 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 verhältnismäßig kurz und 

kann je nach aufgenommener Toxinmenge von einigen Minuten bis zu wenigen 

Stunden dauern. Die Toxine müssen anders als bei der Lebensmittelinfektion nicht 

erst nach Magen-Passage und Erregerwachstum im Darm produziert werden, 

sondern können beinahe direkt nach (oraler) Aufnahme an ihrem jeweiligen 

Wirkungsort oder Zielorgan ansetzen (Märtlbauer & Becker, 2016). Ein Vergleich 

der klinischen Symptomatik der beiden durch B. cereus ausgelösten 

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

& Becker, 2016) 

 Emetisches Syndrom Diarrhö-Syndrom 

Inkubationszeit 0,5 - 6 h 8 - 16 h 

Krankheitsdauer 6 - 24 h 12 - 24 h 

Primäre Symptome Erbrechen Durchfall (meist 

wässrig) 

Sonstige Symptome Übelkeit, 

Leberschädigung, 

(Durchfall) 

Schmerzen 

(abdominal), 

(Erbrechen) 

Auslösende Toxine Cereulid Hbl, Nhe, CytK                       

 

 

1.3.2. Extraintestinale Erkrankungen 

Neben seiner Fähigkeit, durch die Produktion verschiedener Toxine 

gastrointestinale Probleme (v.a. lebensmittel-assoziiert) zu verursachen, ist 

B. cereus auch für einige weitere, extraintestinale Krankheitsbilder bekannt. In der 

Humanmedizin sind dabei Neugeborene sowie ältere, immunsupprimierte oder 

schwangere Personen besonders gefährdet, da die Abwehrfunktion des 

Darmepithels unausgereift, geschwächt oder gestört sein kann (Girisch et al., 2003; 

Bottone, 2010). Aber auch immunkompetente Personen können betroffen sein 

(Messelhäußer & Ehling-Schulz, 2018). Zu den extraintestinalen Krankheitsformen 

zählen lokale Erkrankungen wie Wund- oder Hautinfektionen (häufig 

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 Septikämien 

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; 



II. Literaturübersicht     8 

Senesi & Ghelardi, 2010; Ramarao & Sanchis, 2013; Märtlbauer & 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 ätiologisch auf eine Cereulid-Intoxikation 

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

 

1.3.3. Häufigkeit der durch B. cereus induzierten Erkrankungen 

Weltweit wurde B. cereus in den letzten Jahrzehnten zunehmend als Erreger 

gastrointestinaler Krankheitsfälle 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 Krankheitsausbrüche im Vergleich zu 

1999 (Märtlbauer & Becker, 2016). Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass 

B. cereus weltweit für 1,4 – 12 % aller Lebensmittelvergiftungsfälle ursächlich ist 

(Grutsch et al., 2018).  

Auch in aktuellen Studien werden B. cereus bzw. seine Toxine regelmäßig zu den 

häufigsten lebensmittelbedingten Erkrankungsursachen gezählt. Tabelle 2 gibt, 

ausgehend von den aktuellsten Ausgaben des EFSA Zoonose Reports, einen 

Überblick über 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 für B. cereus Toxine innerhalb dieser 

Gruppe Durch fünf große Ausbruchsgeschehen in Frankreich und Spanien 

rangierten die B. cereus Toxine im Jahr 2022 auf Platz Eins. Auch zwei Todesfälle 

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

Tabelle 2: Beteiligung bakterieller Toxine an lebensmittelbedingten Krankheitsausbrüchen im 

Verlauf der letzten fünf 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 Fälle in %. 

 

Jahr 2018 2019 2020 2021 2022 

(A) 18,5 19,3 17,2 17,0 19,8 

(B) 1,9 3,0 2,3 2,2 5,3 
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Zur Häufigkeit der durch B. cereus verursachten Erkrankungen in Deutschland 

liegen keine verlässlichen Daten vor. Entsprechend zuständige Behörden der 

Länder und der Bundeswehr meldeten zwischen 2009 und 2015 über BELA2 

jährlich zwei bis sechs lebensmittelassoziierte Ausbrüche durch B. cereus (BfR, 

2020). In den Jahren von 2015 bis 2018 wurden von Deutschland jährlich drei bis 

zehn Ausbrüche an die EFSA übermittelt (Rosner & Schewe, 2017; BVL, 2017, 

2018, 2019). Im europäischen Vergleich wurden im Zeitraum von 2007 bis 2014 

insgesamt 1127 B. cereus-bedingte Ausbrüche von europäischen Staaten an die 

EFSA gemeldet. Da schwere Verlaufsformen sehr selten sind, dürfte die 

Dunkelziffer und somit die tatsächliche Anzahl von Ausbruchsfällen sowohl in 

Deutschland als auch in Europa deutlich höher sein (BfR, 2020). Nicht selten 

kommt es zu Fehldiagnosen, da sich z. B. die Erbrechensform ähnlich darstellt wie 

eine Lebensmittelintoxikation mit Staphylococcus aureus Enterotoxinen oder eine 

virale Gastroenteritis, oder aber die Symptome der Diarrhö-Form denen einer 

C. perfringens Typ A Infektion gleichen. Da auch eher milde und selbstlimitierende 

Verläufe vorkommen, gehen Betroffene selten zum Arzt, der entsprechende 

Krankheitsausbruch wird also nicht erfasst. Für die Berichterstattung kommt 

erschwerend hinzu, dass es sich bei B. cereus nicht um einen nach §7 

Infektionsschutzgesetz (IfSG, 2023) meldepflichtigen bakteriellen Erreger handelt.  

 

1.4. Virulenzfaktoren 

B. cereus verfügt über ein vielfältiges Arsenal an Virulenzfaktoren und 

Pathogenitätsmechanismen. Mittels Proteomanalysen konnten bei diesem Keim 

bislang 377 Exoproteine nachgewiesen werden, 65 von ihnen wurden als 

mutmaßliche Virulenzfaktoren identifiziert (Duport et al., 2016). Einen Überblick 

über die vier wichtigsten Toxine und Toxinkomplexe mit humanpathogener 

Relevanz gibt Tabelle 3. Hauptverantwortlich für die emetische Form ist das 

zyklische Dodekadepsipeptid Cereulid. Das Peptid besteht aus der 

Aminosäuresequenz [D-O-Leu D-Ala L-O-Val D-Val]3 und ist extrem stabil 

gegenüber Hitze, Säuren und Verdauungsenzymen. Ist ein Lebensmittel damit 

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

 

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

Krankheitsausbrüchen 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 für Lebensmittelinfektionen mit dem Leitsymptom Diarrhö verantwortlich sind 

(siehe oben). Daher werden die für die Pathogenese verantwortlichen, hitzelabilen 

Enterotoxine, das Einzelprotein Zytotoxin K (CytK) sowie die beiden Drei-

Komponenten-Toxine Hämolysin BL (Hbl) und nicht-hämolytisches Enterotoxin 

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

Tabelle 3: Gegenüberstellung wichtiger Eigenschaften relevanter B. cereus Toxine (nach Agata et 

al., 1995; Stenfors Arnesen et al., 2008; Märtlbauer & Becker, 2016; Jessberger et al., 2020) 

 Emetisches Toxin Diarrhö-Toxine 

Struktur Zyklisches Peptid (1,19 kDa) 

Dodekadepsipeptid 

Hbl: 3 Proteine (38-43 kDa) 

Nhe: 3 Proteine (36-41 kDa) 

CytK: 1 Protein (34 kDa) 

Stabilität Thermostabil, stabil 

gegenüber 

Verdauungsenzymen 

Thermolabil (Inaktivierung 

bei 60 ºC), Abbau durch 

Verdauungsenzyme, z. B. 

Trypsin 

Biologische 

Eigenschaften 

Zytotoxin, Ionophor, 

vermutlich Aktivierung von 

Rezeptoren des vegetativen 

Nervensystems 

Zytotoxine, porenbildende 

Toxine 

Toxinbildung Im Lebensmittel (v.a. Reis, 

Nudeln, stärkehaltige 

Lebensmittel) 

Vorrangig im Dünndarm 

(Toxinbildung im 

Lebensmittel für 

Erkrankung von 

untergeordneter Rolle, da 

Enterotoxine im Magen 

inaktiviert werden) 

Effektive Dosis ca. 8 g/kg Körpergewicht 

oder ca. 103-105 KbE/g 

Lebensmittel 

ca. 105-108 KbE/g 

Lebensmittel 
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1.4.1. Nicht-hämolytisches Enterotoxin (Nhe) 

Das nicht-hämolytische 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). Für diesen Keim konnte im 

Gegensatz zu anderen Stämmen keine Hämolyse auf Schafblutagar nachgewiesen 

werden, weshalb hier fälschlicherweise die Bezeichnung „nicht-hämolytisch“ als 

Charakteristikum eingeführt wurde. Nhe weist jedoch neben zytolytischer durchaus 

auch hämolytische Aktivität bei verschiedenen Säugetierspezies auf (Fagerlund et 

al., 2008). Der zytotoxische Effekt gegenüber Epithelzellen beruht auf dessen 

porenbildenen Eigenschaften. Nach Toxinkontakt kommt es zu einem Austritt der 

Laktatdehydrogenase und zu Verlust von zellulärem ATP (Haug et al., 2010). Nhe 

ist ein Toxinkomplex aus drei verschiedenen Protein-Komponenten. Alle drei 

Komponenten sind chromosomal im nheABC Operon codiert (Granum et al., 1999). 

Eine Studie zeigte jedoch auch die Möglichkeit von Plasmid-codierten, „Nhe-

ähnlichen“ Toxinen auf (Lapidus et al., 2008). Besagtes Operon findet sich bei 

99  % der bisher untersuchten B. cereus sowie B. thuringiensis Stämme, 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) ähneln sich 

von Größe und Struktur und sind nur gemeinsam in spezifischem 

Konzentrationsverhältnis und in spezifischer Bindungsreihenfolge wirksam 

(Granum et al., 1999). Nhe ist ein porenbildendes Toxin mit struktureller und 

funktioneller Ähnlichkeit zu Cytolysin A (Cly A) aus Escherichia coli. Die Nhe 

Poren besitzen eine große Leitfähigkeit, was zu osmotischen Effekten wie z. B. 

Anschwellen und letztendlich zu Lyse der Epithelzellen führt (Fagerlund et al., 

2008).  

 

1.4.2. Hämolysin BL (Hbl) 

Das zweite Drei-Komponenten-Toxin, das von enteropathogenen B. cereus gebildet 

wird, ist Hämolysin 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 später 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 

ähnlichen Größenrahmen 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 Fähigkeit zur Lyse von Schafserythrozyten; es zeigen 

sich charakteristische, ringförmige Hämolysezonen auf Schafblutagar mit 

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

 

 

 

 

 

 

In verschiedenen Tier- und Zellkulturversuchen konnten neben der 

namensgebenden hämolytischen Eigenschaft weitere Schadwirkungen festgestellt 

werden: Hbl ist zytotoxisch gegenüber Vero-Zellen, durch Erhöhung der 

Gefäßpermeabilität dermonekrotisch, sowie fähig zur Bildung okularer Nekrosen 

und Flüssigkeitsansammlungen im Darmschlingentest (Beecher & Wong, 1994; 

Beecher et al., 1995a, 1995b). Wichtig ist, dass nur die Kombination der drei 

einzelnen Komponenten biologische Aktivität zeigt. Wie auch bei Nhe sind die 

Proteine einzeln atoxisch und müssen in geeigneter Bindungsreihenfolge sowie in 

geeignetem Konzentrationsverhältnis vorliegen. Fagerlund und Kollegen 

verglichen außerdem hypothetisch erstellte Strukturmodelle von NheC und NheB 

mit denen von Hbl B und ClyA und postulierten aufgrund großer 

Übereinstimmungen, dass Hbl, Nhe und ClyA einer neuen Familie porenbildender 

Toxine angehören (Fagerlund et al., 2008).  

Wie auch die Gene für Nhe, liegen alle hbl-codierenden Gene auf einem Operon 

(Heinrichs et al., 1993; Ryan et al., 1997; Lindbäck et al., 1999). Das Operon 

besteht aus den Genen hblC, D, A und B, die die Proteine Hbl L2, L1, B und 

B`codieren (Ryan et al., 1997; Auger et al., 2012). Nicht alle Stämme besitzen das 

vollständige hblCDAB Operon, 40 - 70% weisen nur hblCDA auf (Dietrich et al., 

Abbildung 2: Durch Hbl verursachtes, diskontinuierliches Hämolysemuster 

Quelle: Nele Maxseiner, Clara-Sophie Jugert 
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2021). Beecher und Kollegen postulierten außerdem, dass bei manchen Stämmen 

zwei unterschiedliche homologe hbl Operons existieren. (Beecher & Wong, 2000). 

In der häufiger vorkommenden Variante ist zusätzlich noch hblB enthalten (Ryan 

et al., 1997). Lange galt es als Pseudogen, weil keine Aktivität bewiesen werden 

konnte (Agaisse et al., 1999; Lindbäck et al., 1999). Schließlich 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 enthält, trägt den Namen hbla (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 Größenordnung 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 für eine tödlich verlaufende 

Lebensmittelinfektion in Frankreich verantwortlich war (Lund et al., 2000). 

Stenfors und Kollegen konnten in späteren Untersuchungen noch fünf weitere 

B. cereus Stämme ausmachen, die Nhe produzierten und bei denen zusätzlich 

mittels PCR ein „CytK-ähnliches“ Toxin nachgewiesen werden konnte (Stenfors & 

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

CytK wird zu den β-porenbildenden Toxinen (β-barrel pore formin toxins) gezählt 

(Stenfors Arnesen et al., 2008). In diese Gruppe wird es aufgrund von 

Sequenzhomologien zu Toxinen von S. aureus (Leukozidin, α- und γ-Hämolysin; 

Lund et al., 2000; Menestrina et al., 2001; Stenfors Arnesen et al., 2008), 

C. perfringens (β-Toxin; Lund et al., 2000; Popoff, 2014) und B. cereus (Hämolysin 

II; Baida et al., 1999; Ramarao & Sanchis, 2013) eingeordnet. Für CytK sind 

hämolytische, zytotoxische (gegenüber Vero-Zellen) und dermonekrotische 

Eigenschaften nachgewiesen (Lund et al., 2000). Neben seinen porenbildenden 

Eigenschaften in Lipiddoppelmembranen zeigt es sich außerdem hoch toxisch 

gegenüber 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 originären cytK (cytK-1) auf und das entsprechende Protein (CytK-2) zeigt sich 

ebenfalls hämolytisch, 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 für die Pathogenität und 

Pathogenese der Diarrhö-Form ist, ist nach wie vor nicht vollständig geklärt 

(Castiaux et al., 2015). CytK-2 kann in vielen, auch Nhe und/oder Hbl 

produzierenden Stämmen 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; Guinebretière et al., 2013). 

Dieses wurde als neue Spezies, B. cytotoxicus, definiert (Guinebretière 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 vollständig aufgeklärt. 

Bereits die Expression der für Nhe, Hbl und CytK codierenden Gene wird durch 

mehrere, Umweltreiz-abhängige Regulatoren gesteuert. Zu den relevanten 

Umgebungsfaktoren zählen unter anderem pH-Wert, Nährstoffangebot, 

Umgebungstemperatur, Sauerstoffgehalt und Redoxpotential. Auch die 

Wachstumsphase sowie allgemein der Energiestatus der Zellen können eine Rolle 

spielen (Dietrich et al., 2021). Für die Genexpression maßgeblich verantwortlich ist 

der pleiotrope Phospholipase C Regulator (PlcR; Agaisse et al., 1999; Gohar et al., 

2008; Grenha et al., 2013). PlcR ist Teil eines Quorum sensing Systems, durch das 

es B. cereus möglich ist, eine große Bandbreite an Virulenzgenen, z. B. nhe, hbl, 

cytK, smase, plcA, plcB und inhA2, in Abhängigkeit der Zelldichte zu regulieren 

(Dietrich et al., 2021; Prince & Kovac, 2022). PlcR wird zu Beginn der stationären 

Wachstumsphase durch das B. cereus Gruppen-spezifische Peptid PapR aktiviert. 

Dieses wird zunächst aus der Zelle ausgeschleust, via neutraler Protease NprB 

modifiziert und anschließend als Heptapeptid PapR7 durch die Permease 

OppABCDF in die Zelle reimportiert (Gominet et al., 2001; Grenha et al., 2013; 

Dietrich et al., 2021). Es vermittelt die Bindung von PlcR an sogenannte PlcR-

Boxen (konservierte, palindrome DNA-Sequenzen), die im Promotorbereich der 

Zielgene liegen, was deren Transkription aktiviert. Die Expression von PlcR ist 

positiv autoinduziert und wird bei Nährstoffmangel durch den 
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Transkriptionsregulator Spo0A reprimiert (Agaisse et al., 1999; Lereclus et al., 

2000; Gohar et al., 2008; Grenha et al., 2013).  

Zusätzlich 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 ändernde 

Nährstoffbedingungen folgen regulatorische Anpassungen: So hemmt z. B. das 

Katabolit-Kontrollprotein A (CcpA) die Enterotoxin-Genexpression je nach 

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

Darüber hinaus ist auch der Mechanismus der Toxinsekretion noch nicht 

vollständig geklärt sowie Stamm-spezifisch variabel. Die Aminosäuresequenzen 

der Nhe, Hbl und CytK Proteine beinhalten N-terminale Signalpeptide, was eine 

Sekretion über den sogenannten Sec-Translokations-Weg vermuten lässt 

(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 anschließend 

ausgeschleust (van Wely et al., 2001). Fagerlund und Kollegen konnten außerdem 

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 ähnlichen Effekt 

(Fagerlund et al., 2010). Im Gegensatz dazu zeigten Ghelardi und Kollegen, dass 

auch der Flagellen-Export-Komplex essentiell für die erfolgreiche Ausschleusung 

von Virulenzfaktoren, unter anderem Hbl, ist (Ghelardi et al., 2007; Salvetti et al., 

2007; Senesi & Ghelardi, 2010).  

 

2. Laktoferrin 

2.1. Hintergründe und molekulare Charakteristika 

Laktoferrin (Lf) ist ein eisenbindendes Glykoprotein und wird zur Gruppe der 

Transferrine gezählt (Drago-Serrano et al., 2017). Es kommt in Säugetieren vor und 

wird häufig als multifunktionelles Abwehrmolekül bezeichnet (Bruni et al., 2016; 

Rosa et al., 2017). Lf wird exokrin von Drüsenepithelzellen abgesondert (v. a. 

Milchdrüsenepithel) 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 Körperflüssigkeiten wie Tränen, 

Speichel, Flüssigkeiten des Urogenital- und Gastrointestinaltrakts, Nasen- und 

Bronchialschleimhaut sowie Plasma nachgewiesen werden. Die Konzentrationen 

schwanken im Speziesvergleich, die höchsten Werte sind in menschlichem 

Kolostrum zu finden. Bovines Kolostrum und humane Milch enthalten etwa 1-2 

mg/ml und bovine Milch in Abhängigkeit 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). Während Infektionen oder Entzündungen kann die Konzentration 

von Lf in verschiedenen Flüssigkeiten aufgrund der Rekrutierung von Neutrophilen 

ansteigen. Bemerkenswerterweise synthetisieren 106 Neutrophile bis zu 15 µg Lf. 

Gespeichert wird es unter anderem in den sekundären Granula polymorphkerniger 

Leukozyten (Masson & Heremans, 1968; Bennett & Kokocinski, 1978, 1979; Rosa 

et al., 2017).  

 

Tabelle 4: Laktoferrinkonzentrationen (hLf) in verschiedenen Flüssigkeiten und Sekreten (nach 

Masson et al., 1966; Masson & Heremans, 1968; Rosa et al., 2017). 

Vorkommen Konzentration (mg/ml) 

Kolostrum 8 

Milch 1,5-4 

Tränen 2 

Speichel 0,008 

Vaginalsekret 0,008 

Samenflüssigkeit 0,112 

Zerebrospinalflüssigkeit Nicht nachweisbar  

Plasma 0,0004 

Gelenksflüssigkeit 0,001 

 

 

Als Protein ist Lf hitzelabil und beginnt ab einer Temperatur von über 70 ºC zu 

denaturieren. Außerdem unterliegt es nach oraler Aufnahme verschiedenen 

enzymatischen und biochemischen Hürden, was Einfluss auf die Bioverfügbarkeit 

hat. Die absolute orale Verfügbarkeit von nativem Lf liegt bei unter 1% (Yao et al., 

2013). Trypsin und andere proteolytisch wirksame Enzyme sorgen dafür, dass Lf 

in verschieden große Fragmente mit unterschiedlich starker biologischer Aktivität 

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 Aminosäuren, 

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 Lebensmittelzusätzen 

und Nahrungsergänzungsmitteln berücksichtigt werden. Die Entwicklung 

pharmazeutischer Strategien zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit 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 

ähnliche globuläre Domänen (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; González-Chávez et al., 2009). Die 

Primärstruktur ähnelt sich unter den verschiedenen Säugetierspezies sehr (Moore et 

al., 1997; Baker & Baker, 2009; Lambert, 2012; Drago-Serrano et al., 2017; The 

UniProt Consortium, 2022; UniProt Knowledgebase, 2024). Die Sekundärstruktur 

ist hauptsächlich auf das Vorhandensein von Disulfidbrücken zwischen einzelnen 

Cysteinresten zurückzuführen (Moore et al., 1997; Steijns & van Hooijdonk, 2000). 

Die Tertiärstruktur zeigt, dass die Polypeptidkette in homologe N- und C-terminale 

Lappen gefaltet ist, die in N1:N2- und C1:C2-Domänen organisiert sind und 

kovalent durch eine dreigängige α-Helix verbunden werden (Moguilevsky et al., 

1985; Steijns & van Hooijdonk, 2000; Baker & Baker, 2009). Jeder Spalt zwischen 

den Domänen N1:N2 und C1:C2 kann ein Eisenion (Fe3+) binden. Ein Molekül Lf 

kann also mit insgesamt zwei Eisenionen beladen werden (Masson et al., 1966; 

Masson & Heremans, 1968, 1971; Testa, 2001, Baker & Baker, 2009). Die 

Tertiärstruktur von bovinem Lf (bLf) ist in Abb. 3 dargestellt. Die Eigenschaft, 

Eisen reversibel zu binden, bedingt drei verschiedene Ausprägungsformen des 

Moleküls: eisenfreies Lf (apo-Lf), mit nur einem Eisenion beladenes (monoferric) 

Lf und eisengesättigtes (diferric) Lf (holo-Lf) (Baker & Baker, 2009). Natürlich 

synthetisiertes Lf ist in den meisten Fällen nicht eisengesättigt und hat deswegen 

eine hohe Bindungsaffinität für Eisen (Redwan et al., 2014). 
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Abbildung 3: Tertiärstruktur von bovinem apo-Lf (eisenfrei) (A) und bovinem holo-Lf 

(eisengesättigt)  (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 wachstumsfördernde Eigenschaften 

Lf ist ein Molekül mit einer großen Bandbreite an Eigenschaften, welche in Abb. 4 

zusammengefasst sind. Eine seiner Hauptaufgaben liegt in der Regulation des 

Eisenstoffwechsels. Da sowohl Eisenmangel als auch Eisenüberschuss schädlich 

für den Organismus sein können, 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 für späteren 

Bedarf zeitweise zu speichern (Kawakami et al., 1988; Andrews, 1999, 2000,; Rosa 

et al., 2017; Hao et al., 2019). Zahlreiche Arbeiten beschäftigen sich ausführlich 

mit den weiteren Funktionen von Lf. Für die antiviralen, antiparasitären, 

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 können, 

genauer erläutert.  
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Abbildung 4: Überblick über einige der Hauptfunktionen von Laktoferrin 

 

Die Fähigkeit Eisen zu binden verleiht Lf neben seinen physiologischen Funktionen 

eine seiner antimikrobiellen Eigenschaften. Eisen ist nicht nur in eukaryotischen 

Zellen wichtig, auch (pathogene) Mikroorganismen benötigen ein gewisses Maß an 

Eisen (v.a. für 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; Sánchez 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. 

Lipoteichonsäuren (Gram-positive Keime) sorgt es für Membranschäden oder 

sogar -zerstörung. Diese Interaktion ist auch für verschiedene Viren oder Pilz- und 

Parasitenzelloberflächen beschrieben. Ursache für die bakterizide Wirkung ist die 

Störung der Lipiddoppelschicht der mikrobiellen Zellmembran, was sich wiederum 

in der daraus resultierenden erhöhten Permeabilität und veränderten osmotischen 

Druckverhältnissen äußert. Der Austritt von Zytoplasma-Bestandteilen führt 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 erhöhte Dichte 

positiver Ladung an der Oberfläche von Lf sorgt außerdem für eine unspezifische 

Bindung von Biomolekülen oder für Zusammenlagerung von Proteinen, was 

ebenfalls zu einer Störung in der Zellmembran führen kann (Rahman et al., 2009; 

Ochoa & Sizonenko, 2017). Qiu und Kollegen konnten außerdem eine Protease-

ähnliche Aktivität 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 schwächte dadurch Virulenz und Kolonisationsvermögen des 

Keims (Hendrixson et al., 2003). 

Des Weiteren kann Lf die Adhäsion 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 Araújo & 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 

Adhäsine bindet und dadurch deren Interaktion mit der Zielzelle, insbesondere mit 

Rezeptoren an der Oberfläche, verhindert (Roseanu et al., 2010; Wakabayashi et 

al., 2010). Auch die These einer kompetitiven Bindung von Lf an Wirtszellen 

und/oder Komponenten mikrobieller Oberflächen 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 Adhäsion der Zellen meist eine wichtige 

Rolle. Einige Bakterien benötigen große Mengen an Eisen, um Biofilme ausbilden 

zu können. 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. für 

P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae und E. coli zeigen, dass Lf in der Lage ist, 

bereits bestehende Biofilme zu zerstören 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 Adhäsion der Mikroorgansimen oder aber 

durch Erhöhung der Motilität (Singh et al., 2002; Lesman-Movshovich et al., 2003).  

Außerdem 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 Antikörpern, auf die Reifung von B- 

und T-Zellen und auf die Erhöhung der Anzahl von natürlichen Killer-Zellen (Actor 

et al., 2009; Hao et al., 2019). Lf kann darüber hinaus Endotoxine bzw. LPS 

(Bestandteile der äußeren 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 gehören (Rosa et al., 2017) und 

lösen eine Reaktion bei Leukozyten und Thrombozyten aus (Beutler, 2002; Clark 

et al., 2007; Beutler & Moresco, 2008). Werden nun Endotoxine bereits durch Lf 

gebunden, können insgesamt weniger Bakterienbestandteile die Immunzellen 

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

Neben den zahlreichen antibakteriellen Eigenschaften von Lf sind aber auch 

wachstumsfördernde Effekte beschrieben, vor allem für 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 

Fällen sorgt apo-Lf für 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, während Lactobazillen nicht beeinträchtigt wurden (Tian et al., 2010; 

Chen et al., 2013a). Auch die eisengesättigte Form kann (positive) Auswirkungen 

auf ausgewählte 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-

Lf als auch apo-Lf wachstumsfördernd wirksam. Bifidobacterium longum hingegen 

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

Bovines Lf wird bereits seit Jahrzehnten als gesundheitsfördernd 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 

Europäischen Behörde für Lebensmittelsicherheit (European Food Safety 

Authority) als Inhaltsstoff von Lebensmitteln zugelassen (EFSA Panel on Dietetic 

Products & Allergies, 2012). Von der US-Behörde für Lebens- und Arzneimittel 

(U.S. Food and Drug Administration, FDA) ist bLf als Nahrungsergänzungsmittel 

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 für 2027 auf über 265 Millionen Euro geschätzt (Hancocks, 

2021).  

Viele Branchen haben den Wert von Lf erkannt und versuchen die positiven 

Eigenschaften für ihre Produkte zu nutzen. Dadurch findet sich (bovines) Lf in 

zahlreichen verschiedenen Produktkategorien: in Lebensmitteln (z. B. 

Säuglingsnahrung, Magermilchprodukten, Sportlernahrung und -drinks und 

Joghurt), Kosmetikprodukten (vor allem Hautpflegeprodukte), Produkten zur 

Mundhygiene (Mundspüllösungen und Zahnpasta), Nahrungsergänzungsmitteln 

und Nutrazeutika (Wang et al., 2019). Sogar Tierfutter kann Lf als Zusatz enthalten 

(Wakabayashi et al., 2006). Auch als Nahrungsergänzungsmittel ist es beliebt, von 

der Apotheke bis hin zu diversen Onlineshops ist es frei verkäuflich erhältlich. Als 

Nahrungsergänzungsmittel werden vor allem die positiven Auswirkungen auf den 

Eisenstoffwechsel, die immunfördernden und abwehrsystemsteigernden 

Eigenschaften sowie die antioxidativen und antimikrobiellen Effekte beworben. 

Vorrangig findet bLf Anwendung, da es relativ einfach und günstig herzustellen ist 

(Cao et al., 2023). Das Ausgangsprodukt Kuhmilch ist in großer Menge verfügbar 

und somit für die Gewinnung von Lf im großen Stil geeignet (Krolitzki et al., 2022). 

Gewonnen wird bLf hauptsächlich aus Magermilch und Molke (süß und sauer), die 

als Nebenprodukte in Molkerei und Käserei anfallen. Nach verschiedenen 

Aufreinigungsschritten wird das Lf durch Ultrafiltration aufkonzentriert, einer 

(geringen) Wärmebehandlung unterzogen und dann gefriergetrocknet, um ein 
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Pulver herzustellen. Verschiedene (Hitze-) Stabilitätsversuche mit 

unterschiedlichen pH-Werten und verschiedenen, oftmals mehrschrittigen 

Erhitzungsstufen wurden durchgeführt, um einen Kompromiss zwischen Sicherheit 

des Endprodukts und Erhalt der biologischen Aktivität zu finden (Wakabayashi et 

al., 2006, 2018). So ist die Ausbeute von ausreichend wirksamem Lf trotz seiner 

Hitzelabilität noch gegeben (FDA, 2016; Krolitzki et al., 2022). Molke wird 

normalerweise direkt zu rentablen Produkten weiterverarbeitet (z. B. Molkenpulver 

in humaner Ernährung oder als Zusatz in Tierfutter und Dünger). Nicht 

wärmebehandelte, vor allem saure Molke wurde früher häufig 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 außerdem möglich, 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 gerückt ist Lf während der COVID-19-Pandemie. 

Forschergruppen weltweit untersuchen seine potentiell nützlichen Eigenschaften 

bei einer Infektion mit SARS-CoV-2. Die immunmodulatorische Wirkung von Lf 

konnte in einigen Fällen den Cytokinsturm, der eine häufige Folge des akuten 

Atemnotsyndroms (acute respiratory distress syndrome, ARDS) mit begleitenden 

Organschäden ist, abmildern (Kell & Pretorius, 2018; Mehta et al., 2020). 

Außerdem scheint Lf um dieselben Rezeptoren konkurrieren zu können, die auch 

SARS-CoV-2 belegt. Die Verdrängungsreaktionen bzw. vorzeitige Belegung der 

Rezeptoren könnte die Virusbindung und damit die Infektion behindern (Kell et al., 

2020). Auf diesem Gebiet ist jedoch weitere Forschung nötig, diverse 

Untersuchungen zu diesem Thema laufen. Auch die Reduktion von frei 

verfügbarem Eisen sowie die antiinflammatorischen und antiviralen Eigenschaften 

von Lf können sich positiv auf den Zustand eines an SARS-CoV-2 erkrankten 

Patienten auswirken (Kell et al., 2020).  



III. Zielsetzung der Arbeit     24 

III. ZIELSETZUNG DER ARBEIT 

Es ist ein regelmäßig beobachtetes, aber bislang ungeklärtes Phänomen, dass 

B. cereus zwar sehr häufig in Milch und Milchprodukten nachgewiesen wird, es 

jedoch verhältnismäßig selten zu Krankheitsausbrüchen bedingt durch diese 

Lebensmittel kommt. Im Rahmen eines vorangegangenen Projekts wurden erstmals 

verschiedene Lebensmittel- und vor allem Milchkomponenten identifiziert, die sich 

hemmend auf die Aktivität 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 Aktivität im Vordergrund. Durch 

die Untersuchung verschiedener enteropathogener B. cereus Isolate sollten in 

diesen Tests auch Stamm-spezifische Unterschiede ermittelt werden. Außerdem 

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. Überstände aus 

Wachstumstests wurden in EIAs hinsichtlich der Toxinproduktion und in WST-1 

Zytotoxizitätsassays hinsichtlich der toxischen Aktivität gegenüber Vero-Zellen 

untersucht. Eine Transkriptomanalyse mittels RNA Sequenzierung sollte 

Aufschlüsse 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 

ermöglichen.  
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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 

diätetischen Zwecken als beliebtes Nahrungsergänzungsmittel (Superti, 2020). Lf 

wird eine unterstützende 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 Bakterienoberflächen und die Induktion von 

Membranschäden (vgl. Kapitel 2.2). Auch hinsichtlich steigender 

Antibiotikaresistenzen rückte Lf daher in das Interesse der Forschung, gerade in 

Bezug auf neuartige antimikrobielle Medikamente zur Bekämpfung von Virus-, 

Bakterien- und Pilzkrankheiten und als Nutrazeutikum (Jahani et al., 2015). Doch 

kann ein genereller antimikrobieller Effekt von Lf gegen eine bestimmte 

Bakterienspezies tatsächlich postuliert werden? In diesem Zusammenhang stellte 

sich außerdem die Frage, ob auch pathogene Keime einen Nutzen aus Lf ziehen 

können. 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 (siehe Kapitel 2.2.). Antibakterielle 

Aktivität wurde bereits für 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 zunächst ein hemmender Einfluss auf 

die getesteten Keime zu erwarten. In Agardiffusionstests zeigten sich allerdings 
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sowohl für B. cereus, als auch für B. thuringiensis, weitere Bacillus spp., E. coli, 

S. aureus und S. uberis deutliche Stamm-spezifische Unterschiede innerhalb der 

getesteten Spezies. Insgesamt konnte für 24 % der Isolate keine 

Wachstumsinhibition verzeichnet werden, für 31 % eine mäßige, sowie für 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 Fähigkeit von Lf, Eisen zu binden, als auch die direkte Interaktion mit 

der Bakterienoberfläche als ursächliche Faktoren diskutiert werden (Custer & 

Hansen, 1983; Sato et al., 1999b; Almaas et al., 2006; Jahani et al., 2015; Bruni et 

al., 2016). Einschränkend ist bei diesen Arbeiten anzumerken, dass oft nur ein oder 

eine geringe Anzahl an Isolaten für die Untersuchungen verwendet wurde. 

Basierend auf einem großen Stammset von 46 B. cereus Isolaten konnte in den 

eigenen Untersuchungen der wachstumshemmende Effekt von Lf größtenteils 

verifiziert werden: Die Mehrzahl der getesteten B. cereus Stämme zeigte nach Lf-

Zugabe verringertes Wachstum in mMOD Minimalmedium (vgl. Publikation I). 

Dieses Medium enthält unter anderem FeCl2, um den Bakterien das für Wachstum 

und Überleben notwendige Eisen zur Verfügung zu stellen (Glatz & Goepfert, 

1977). In einem eisenfreien Kontrollansatz wurde kein bzw. nur minimales 

Wachstum verzeichnet, was auf Eisen-Reste aus der Vorkultur zurückgeführt 

werden konnte (vgl. Publikation II). Dies deckt sich mit der Literatur. Eisen ist ein 

essentieller Bestandteil für bakterielles Wachstum (Arnold et al., 1980; Sánchez 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 Referenzstämmen noch einmal die hohe 

Variabilität dieser Prozesse auf: 1 mg/mL Lf hatte keinen Einfluss auf Stamm 

INRA C3, sowie nur wenig auf Stamm F837/76  (Referenzstamm für Hämolysin 

BL nach Beecher & Macmillan, 1991). Der Zusatz von 10 mg/mL Lf inhibierte 

INRA C3 deutlich, während das Wachstum von F837/76 hier sogar verbessert 

wurde. Stamm NVH 0075-95 (Referenzstamm für Nhe nach Lund & Granum, 

1996) wurde hingegen bei beiden Lf Konzentrationen fast komplett in seinem 

Wachstum gehemmt (vgl. Publikation II). Die gewählten Lf Konzentrationen 

orientierten sich an den physiologischen Mengen in Körperflüssigkeiten, die mit 1-
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4 mg/ml in Milch und Tränen 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 

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

Die Ergebnisse dieser Arbeit lieferten außerdem 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, 

während sich im Medium Konzentrationen an frei verfügbarem Eisen von 3-4 

µg/ml nachweisen ließen (vgl. Publikation II). Der Anstieg an frei verfügbarem 

Eisen ist durch die Verwendung von holo-Lf (eisengesättigt) zu erklären. Für die 

Versuche in dieser Arbeit wurde bewusst auf gereinigtes Lf für Forschungszwecke 

verzichtet, stattdessen wurden kommerziell verfügbare Lf-basierte 

Nahrungsergänzungsmittel eingesetzt, welche meist auf holo-Lf basieren. Im 

Gegensatz dazu verringert apo-Lf durch seine eisenbindende Fähigkeit die 

Verfügbarkeit von freiem Eisen und wirkt dadurch bakteriostatisch (Berkhout et al., 

2003; Zarzosa-Moreno et al., 2020). Verschiedene Bakterien können sich solchen 

Mangelsituationen aber durchaus anpassen. So können sie z. B. Siderophore 

sekretieren, kleine niedermolekulare Verbindungen, welche Eisen mit sehr hoher 

Affinität binden und anschließend mit Hilfe spezieller Membranrezeptoren in die 

Zelle transportieren (Orsi, 2004; Hayrapetyan et al., 2016). Grundsätzlich können 

Siderophore Eisen aus verschiedensten Quellen sequestrieren, z. B. auch aus 

Transferrinen (Abergel et al., 2008). Für die B. cereus Gruppe sind zwei 

verschiedene Siderophore beschrieben: Bacillibactin und Petrobactin (Wilson et al., 

2006). Während Petrobactin vorrangig bei B. anthracis vorkommt (Koppisch et al., 

2005), scheint bei B. cereus Bacillibactin von größerer Bedeutung zu sein (Segond 

et al., 2014). Für gewöhnlich 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 Affinität 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 für 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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Bakterienoberfläche gebunden und mittels ATP-abhängiger, Membran-assoziierter 

Transporter in die Zelle eingeschleust (Köster, 2001). B. cereus kann für sein 

Wachstum verschiedene Eisenquellen nutzen, vorrangig aus Verbindungen, die in 

roten Blutzellen vorkommen. Hämoglobin, Hämine und andere Hämproteine 

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 für den B. cereus Stamm ATCC 14579 auch Ferritin als Eisenquelle 

(Daou et al., 2009). Für Lf gingen Sato und Kollegen davon aus, dass B. cereus Lf-

gebundenes Eisen nicht als Eisenquelle nutzen kann (Sato et al., 1999b). In früheren 

Arbeiten zeigten sie außerdem, dass B. cereus nicht in Medium, das Transferrin 

enthält, wachsen kann (Sato et al., 1998). Sie schlussfolgerten deshalb, dass B. 

cereus keine Siderophore für Lf und Transferrin ausbilden kann (Sato et al., 1999b). 

Hayrapetyan und Kollegen konnten jedoch zeigen, dass von insgesamt 22 

getesteten Stämmen sechs Transferrin, drei Ferritin und zwei Lf nutzen konnten 

(Hayrapetyan et al., 2016).  Die Autoren postulierten deswegen eine hohe Stamm-

Spezifität 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 

ähnliches Bild. Ein Großteil der getesteten Isolate wurde nach entsprechender 

Zugabe von Lf im Wachstum gehemmt, während einige wenige Stämme sogar 

verstärktes Wachstum zeigten. Besonders deutlich wurde dies durch die 

Wachstumssteigerung des Stammes F837/76 unter 10 mg/ml Lf (vgl. Publikation 

II). Außerdem zeigte sich dieses Isolat als besonders resistent gegenüber mehreren 

getesteten Lf-Produkten (vgl. Publikation I) und gehört damit zu den eher 

selteneren Vertretern der Spezies B.  cereus, die Lf als Eisenquelle und zum 

Wachstum nutzen können. 

Der zweite Mechanismus zur Reaktion auf Eisenmangelsituationen besteht in einer 

verstärkten Ausprägung bestimmter Rezeptoren an der äußeren Membran, die an 

Lf binden und diesem Eisen direkt entziehen können. Ein ähnlicher Effekt ist für 

Transferrin beschrieben (Orsi, 2004). Daran sind z. B. spezifische Transporter vom 

ABC-Typ beteiligt, die entweder komplex gebundenes oder freies Eisen mit hoher 

Affinität binden und bewegen können (Brown & Holden, 2002; Daou et al., 2009). 

Das Genom von B. cereus codiert für 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 Zitronensäure gebildet 

werden, welche sich z. B. in Milch findet (Fukushima et al., 2012). B. cereus kann 

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

Ein verstärktes Wachstum unter Lf-Einfluss ist bislang hauptsächlich für 

probiotische Mikroorganismen beschrieben (Vega-Bautista et al., 2019) und stärkt 

den Verdacht, dass verschiedene, evtl. sogar pathogene Bakterien Lf (zum 

Wachstum und/oder im Eisenstoffwechsel) nutzen können. Innerhalb der 

beschriebenen Bakterienspezies scheint es hierbei aber ebenso starke Stamm-

spezifische Unterschiede zu geben (vgl. Kapitel 2.2). Zusätzlich wurde eine 

selektive Hemmwirkung von Lf beobachtet: das Wachstum wurde bei vielen 

Pathogenen gehemmt, vergleichend bei verschiedenen Probiotika wie z. B. 

Lactobacillus Stämmen hingegen nicht. In Untersuchungen mit Lactobacillus 

fermentum und Lactobacillus reuteri Kulturen schienen diese die hemmende 

Aktivität von Lf gegenüber den Pathogenen sogar noch zu verstärken (Tian et al., 

2010; Chen et al., 2013a). Die Hypothese, dass Lf gleichzeitig pathogene Keime 

hemmen kann ohne körpereigene Magen-Darm-Flora zu beeinträchtigen, könnte im 

Bereich der Antibiotika-Forschung ein interessanter Ansatz sein. In den meisten 

Fällen haben antimikrobielle Wirkstoffe auch einen negativen Effekt auf die 

gastrointestinale Balance, was zu unerwünschten Wirkungen beim Anwender 

führen kann.   

Die Frage nach den Mechanismen, die dieser stark unterschiedlichen Auswirkung 

von Lf auf Vertreter ein und derselben Spezies zugrunde liegen, ist noch nicht 

abschließend geklärt. Ebenso gibt es viele offene Fragen hinsichtlich der 

bakteriellen Gegenmaßnahmen als Reaktion auf Lf-Exposition. Zumindest für 

Probiotika sind zu dieser Fragestellung bereits einige Mechanismen beschrieben 

(Vega-Bautista et al., 2019). Einige probiotische Stämme können Lf-bindende 

Proteine an ihrer Membranoberfläche 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 können (Kim 

et al., 2002). Auch für L. acidophilus, B. breve, und B. infantis konnten ähnliche 

Beobachtungen gemacht werden. Hier zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der 

wachstumsfördernden Aktivität und der Expression Lf-bindender Proteine (Kim et 

al., 2004). Diese Mechanismen scheinen unabhängig von der Eisensättigung des Lf 
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zu sein. Das gesteigerte Wachstum mancher Probiotika könnte 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 könnte zu verstärktem Wachstum mancher 

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

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die Ausführungen in diesem Kapitel 

unterstreichen noch einmal, dass keinesfalls von einer allgemein gültigen 

antimikrobiellen oder wachstumsfördernden Aktivität von Lf gegenüber 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 für Lebensmittel und Nahrungsergänzungsmittel reglementiert ist, zeigt 

die Realität häufig 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 „fördernd 

für Probiotika“ kann nicht mehr als allgemeingültig angesehen werden.  

 

2. Auswirkungen von Laktoferrin auf Toxinproduktivität 

Während 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 erläutert. Im 

Verlauf dieser Arbeit konnten nicht nur hinsichtlich des Wachstumsverhaltens, 

sondern auch bezüglich der Enterotoxinproduktion interessante neue 

Beobachtungen gemacht werden. Es zeigten sich auch hier wieder deutliche 

Stamm-spezifische Unterschiede. Für 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 ausgewählten 

Referenzstämmen wurde außerdem ersichtlich, dass nicht zwingend ein 

Zusammenhang zwischen Wachstumsinhibition durch Lf und gesteigerter 

Toxinproduktion besteht. Außerdem wirkten sich verschiedene Lf-haltige 

Nahrungsergänzungsmittel unterschiedlich auf die Enterotoxinbildung aus. 

Besonders bei Produkten, die außer reinem bLf keine sonstigen Zusatzstoffe 
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enthielten, wurden die höchsten NheB Titer detektiert (vgl. Publikation II). 

Diese Beobachtungen decken sich mit der aktuellen Literatur. Es ist bekannt, dass 

B. cereus auf verschiedene Stresssituationen und Umweltfaktoren mit gesteigerter 

Toxinproduktion reagiert. Diese können z. B. Nährstoffmangel 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 können einen Einfluss auf die 

Enterotoxinproduktion haben (Da Riol et al., 2018). Somit ist es durchaus plausibel, 

dass die Mehrzahl der getesteten B. cereus Stämme auch auf Lf-Exposition mit 

gesteigerter Enterotoxinproduktion reagierte. Ob dieser Effekt nun aufgrund einer 

Stresssituation (Eisenmangel konnte in Publikation II ausgeschlossen werden), der 

direkten Interaktion von Lf mit der Zelloberfläche, oder sogar durch verbesserte 

Umweltbedingungen (erhöhtes Eisenangebot durch holo-Lf) zustande kommt, 

muss in Folgearbeiten geklärt werden. Diese Arbeit lieferte erste Hinweise darauf, 

dass Stamm-spezifisch mehrere dieser Szenarien zutreffen könnten. 

Um zunächst auch auf Transkriptomebene einen umfangreichen Überblick über die 

Reaktion von B. cereus auf Lf-Exposition zu erhalten, wurden im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit RNA Sequenzierungen am Beispiel des Referenzstammes 

INRA C3 durchgeführt. 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 über die Induktion einer 

Eisenmangelsituation hinausgeht. Hierzu konnten bereits Hayrapetyan und 

Kollegen anhand des B. cereus Stammes ATCC 10987 nach künstlich induziertem 

Eisenmangel eine verstärkte Expression von Genen verschiedener Eisentransporter 

beobachten (Hayrapetyan et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit wurden nach Lf-

Exposition Gene, die an Flagellen, Motilität, Chemotaxis, Sporulation, 

Genregulation, Hitze- und Kälteschock, Transport sowie Virulenz beteiligt sind, 

reprimiert. Verstärkt exprimiert wurden hingegen Gene, die an Sporulation und 

Sporenauskeimung, Nährstoffaufnahme, speziell aber nicht ausschließlich 

Eisentransport und -verwertung, sowie Resistenz beteiligt sind (vgl. Publikation II). 

Bereits früher konnte gezeigt werden, dass B. cereus auf sich verändernde 

Umweltbedingungen mit einer massiven Änderung des Transkriptoms reagiert. 

Nach Kontakt des Stammes F837/76 mit der intestinalen Mucusschicht, 

repräsentiert durch porcine gastric mucin (PGM), kam es beispielsweise zur 
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differentiellen Regulation von über 1000 Genen, die unter anderem für 

Enterotoxine und weitere mutmaßliche Virulenzfaktoren sowie für Proteine 

kodieren, die an der Adhäsion 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 hbl Operons codieren, reprimiert 

wurden. Dies deckt sich mit Ergebnissen weiterer eigener Untersuchungen, bei 

denen in EIAs keine verstärkten Hbl Titer in den dazugehörigen Kulturüberständen 

detektiert werden konnten. Ebenso stimmt dies mit der verminderten Expression 

des Gens für das PlcR-aktivierende Protein PapR (siehe oben) überein. Die 

beobachtete, verstärkte Menge an NheB in Kulturüberständen nach Lf-Exposition 

ist aber allein mit den Daten der Transkriptomanalyse nicht vollständig zu erklären. 

Es muss aber angemerkt werden, dass die Enterotoxinproduktion in B. cereus nicht 

ausschließlich 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 für weitere Virulenzfaktoren codieren, wurden reprimiert (vgl. 

Publikation II). Hierzu zählen 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 können bei Pflanzen, 

Säugetieren, Insekten, Bakterien, Protozoen, Hefen und Schimmelpilzen 

vorkommen. Bei fast allen Organismen handelt es sich um intrazelluläre Enzyme, 

Bakterien ist es jedoch möglich, diese Enzyme zu sekretieren (Griffith & Ryan, 

1999). Bakterielle PI-PLCs sind wasserlösliche 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 Pathogenität einiger Bakterienspezies beteiligt (Griffith & Ryan, 1999; 

Roberts et al., 2018). 

In einer früheren Arbeit wurde vermutet, dass die Repression von Genen, die für 

Virulenzfaktoren codieren, möglicherweise eine Folge der Sequestration des Eisens 

und der dadurch limitierten Verfügbarkeit des Elements für (pathogene) 

Mikroorgansimen ist (García-Montoya et al., 2012). Dies konnte in der 



V. Diskussion   67 

vorliegenden Arbeit (zumindest für B. cereus nach holo-Lf-Exposition) widerlegt 

werden. Während in einem eisenfreien Kontrollansatz im Vergleich zum 

Minimalmedium lediglich 60 Gene differentiell reguliert wurden, die hauptsächlich 

in Eisentransport, -aufnahme und -verwertung involviert sind, förderte die Präsenz 

von Lf die differentielle Regulation von insgesamt 278 Genen, darunter etliche, die 

für 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 können 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 wachstumsfördernden 

Wirkung von Lf auf Probiotika wie Bifidobacterium und Lactobacillus beschrieben 

(Vega Bautista et al., 2019). 

Auch durch seine enzymatische Aktivität kann Lf einen Einfluss auf 

Pathogenitätsmechanismen 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-Aktivität 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 Fähigkeit, Proteine zu spalten trägt 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-Aktivität des Lf abgespalten werden können (Hendrixson et al., 2003; 

Ochoa et al., 2003). Das NheB Protein von Referenzstamm F837/76 beispielsweise 

hat insgesamt nur vier Arginin-Anteile. Außerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, 

dass mit steigenden NheB Titern im EIA auch die Zytotoxizität im Zellkulturtest 

zunimmt. Dies deutet also auf das Vorliegen von vollständigem, komplett 

funktionsfähigem Nhe Toxin hin (vgl. Publikation II). Der experimentelle Beweis 

hierfür steht allerdings noch aus. 

Neben der Toxingenexpression und der Toxinstabilität wurde in einigen Arbeiten 
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auch bereits ein Einfluss von Lf auf die messbare zytotoxische Aktivität der 

B.  cereus Enterotoxine beschrieben. Da Riol und Kollegen konnten zeigen, dass 

die Zugabe verschiedener Milchprodukte die toxische Aktivität von drei B. cereus 

Stämmen gegenüber CaCo-2-Zellen verringert. Bei der Untersuchung der einzelnen 

Bestandteile zeigte vor allem Lf die stärkste hemmende Wirkung. Die Ergebnisse 

deuteten außerdem darauf hin, dass Hbl durch die Präsenz von Lf stärker 

beeinträchtigt wird als Nhe (Da Riol et al., 2018). Dieses Phänomen konnte auch in 

der vorliegenden Arbeit mittels Transkriptom- und EIA-Analysen bestätigt werden 

(siehe oben und Publikation II). Interessanterweise konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass die hemmende Wirkung von Lf auf die Toxinaktivität weniger auf 

einer Beeinträchtigung der Zielzellbindung basiert, sondern vielmehr auf einer 

Blockierung der Interaktion der Toxinkomponenten untereinander. Zusätzliche EIA 

Daten bestätigten die Fähigkeit 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 müssen, um die Porenbildung und damit die 

zytotoxische Wirkung zu induzieren. Diese Komponenten sind einzeln atoxisch und 

können nur in Kombination eine entsprechende Wirkung entfalten. Maximale 

zytotoxische Aktivität in vitro wird für Nhe bei einem Konzentrationsverhältnis von 

NheA:B:C = 10:10:1 und für 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 eigenständig und 

unabhängig voneinander in der Lage, an eukaryotische Zielzelloberflächen zu 

binden (Heilkenbrinker et al., 2013; Lindbäck et al., 2010). Sie können jedoch 

bereits in Lösung sehr affine und stabile Komplexe bilden, die wiederum selbst in 

der Lage sind, Transmembrankanäle in der Zielzellmembran, sog. Vorporen, zu 

generieren. Dieser Zustand ist allerdings reversibel (Zhu et al., 2016). Entscheidend 

für die Ausbildung der kompletten Pore ist die Anlagerung von NheA an 

zellgebundene NheB/NheC-Oligomere. Durch die vervollständigte Pore kommt es 

dann wie bereits oben beschrieben zu osmotischen Dysbalancen in der Membran 

und schließlich zur Lyse der Zielzelle (Lindbäck 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 Größe von 

etwa 1-2 nm auf (Jessberger et al., 2020). Neuere Studien untersuchten die 

Bindungsaktivität mittels CRISP-CAS9 Knockout Screening und konnten LITAF 

(LPS-induced TNF-α factor) als primären Hbl Rezeptor identifizieren (Liu et al., 

2020). Es wurde somit erstmals bewiesen, dass für die Ausbildung der vollen 

Toxizität zelluläre Rezeptoren notwendig sind. Der Nachweis einer direkten 

Bindung von Lf an diese Rezeptoren wäre Beweis für eine unmittelbare 

Beeinträchtigung 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 beeinträchtigte Lf Dosis-

abhängig die Bindung von LT sowie auch der Untereinheit B des CT (CT-B) an 

Gangliosid GM1, einen wichtigen Rezeptor an der Oberfläche von Darmzellen 

(Kawasaki et al., 1992, 2000; Rivera et al., 2013). Diese Erkenntnisse lassen sich 

allerdings nicht vollständig mit B. cereus vergleichen, denn sowohl LT als auch CT 

gehören zur Gruppe der AB5 Toxine (Merritt & Hol, 1995), die sich in ihrer 

Wirkungsweise fundamental vom porenbildenden Mechanismus der B. cereus 

Enterotoxine unterscheiden. Neben Auswirkungen auf die Bindungsfähigkeit der 

Toxine konnte in vitro beobachtet werden, wie Lf den Zellschaden sowie 

morphologische Veränderungen durch CT an (CHO)-K1 Zellen (Chinese Hamster 

Ovary Cells) reduziert (Kawasaki et al., 1992). Ebenso wurde eine protektive 

Wirkung von Lf sowie verringerte Zytotoxizität durch C. difficile Toxin B an 

Darmepithelzellen von Ratten (IEC-6 Zellen) gezeigt (Otake et al., 2018).  

Kawasaki und Kollegen konnten zusätzlich beweisen, dass Lf sogar selbst an CT 

bindet. Dabei stellten sie fest, dass eine Deglykolisierung der terminalen 

Sialinsäure-Reste von Lf durch Sialidase diesen inhibitorischen Effekt aufhob 

(Kawasaki et al., 1992). Sialidasen katalysieren die Abspaltung von terminalen 

Sialinsäuren 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 Nährstoffgewinnung 

und im Verdau (Kim et al., 2011). Vor allem Bakterien im Magen-Darm-Trakt, aber 

auch verschiedene pathogene Keime können Sialinsäure für ihren Stoffwechsel 

nutzen (Juge et al., 2016). Der enzymatische Abbau von Sialinsäure-Resten könnte 
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sich also als nützlicher Abwehrmechanismus gegen Lf erweisen. Für 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 gegenüber Lf. Auch ist Lf nur partiell 

resistent gegenüber proteolytischen Enzymen (Custer & Hansen, 1983). Diese 

finden sich im Sekretom von B. cereus und könnten der Widerstandsfähigkeit 

verschiedener Stämme gegenüber Lf zu Gute kommen. Es konnten bereits 

Proteasen mit Aktivität gegenüber Hämoglobin, Kasein, Insulin und Albumin für 

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 Aktivität von Lf auf, sondern auch mögliche Reaktionen und 

Gegenmaßnahmen von pathogenen Keimen, vor allem Toxinbildnern. Dies sind 

neue, bislang wenig beachtete Aspekte in der weit verbreiteten Verwendung von Lf 

als beliebtes Nahrungsergänzungsmittel 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 Störung der 

Zellmembranpermeabilität ist das Molekül auch in der Lage, die Adhäsion an 

Wirtszellen oder auch die Biofilmbildung zu verhindern. Seine 

immunmodulatorischen Eigenschaften können bakteriellen 

(Lebensmittel)Infektionen ebenfalls entgegenwirken. Durch die Protease-Aktivität 

von Lf werden zudem Toxine und Virulenzfaktoren degradiert und nicht zuletzt 

zeigt es auch genregulatorische Fähigkeiten. Nicht minder vielfältig sind die 

bakteriellen Kompensationsmechanismen nach Lf-Exposition. Diese Arbeit zeigt 

beispielsweise, dass Lf von B. cereus Stamm-spezifisch sogar als 

Wachstumsförderer genutzt werden kann, und dass - trotz verminderter 

Genexpression von verschiedenen Virulenzfaktoren und Teilen des PlcR Regulons 

– bei einigen Stämmen die Produktion der Enterotoxinkomponente NheB und damit 

auch die Zytotoxizität in Abhängigkeit von Lf gesteigert wird.  

Welchen Effekt Lf allerdings auf die Lebensmittelinfektion mit enteropathogenen 

B. cereus im Ganzen hat, kann hier noch nicht abschließend beantwortet werden. 

Diese Toxiko-Infektion wird auch als multifaktorieller Prozess bezeichnet, da von 
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der Aufnahme des kontaminierten Lebensmittels bis zur tatsächlichen Ausprägung 

des Diarrhö-Syndroms etliche Schritte erforderlich sind (Jessberger et al., 2020). 

Offene Fragen sind beispielsweise, ob die Anwesenheit von Lf das Überleben von 

B. cereus Sporen in der Magenpassage sowie die anschließende Sporenauskeimung 

beeinflusst. Hierzu sind weitere Untersuchungen geplant bzw. teilweise bereits 

begonnen worden. Dass diverse Milchprodukte hier einen protektiven Effekt auf 

B. cereus Sporen ausüben, konnte bereits in einer vorherigen Arbeit gezeigt werden 

(Da Riol et al., 2018). Der Einfluss von Lf auf Flagellen, Motilität sowie Adhäsion 

an Darmepithelzellen - essentielle Faktoren bei der Produktion von lokal hohen 

Mengen an Enterotoxinen - muss ebenfalls noch experimentell abgeklärt werden, 

genauso wie die Stabilität der Enterotoxine nach Lf-Exposition. Wenn diese 

Aspekte abschließend untersucht sind, können enteropathogene B. cereus Vorreiter 

für die Aufklärung 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 große Bedeutung: Der Keim ist 

Lebensmittelintoxikationserreger, Lebensmittelinfektionserreger, Erreger lokaler 

und systemischer Infektionen bei Mensch und Tier und Verderbserreger. 

Laktoferrin (Lf) hat eine Vielzahl nützlicher Eigenschaften und ist besonders durch 

seine antimikrobielle Aktivität in das Interesse der Forschung gerückt. 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 Aktivität von Lf und Lf-basierten Nahrungsergänzungsmitteln nicht 

grundsätzlich für 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 ausgewählte B. cereus Referenzstämme, welche allerdings nicht auf 

Eisenmangel zurückzuführen war. Auffällig war, dass diese sowie weitere 20 von 

28 getesteten B. cereus und B. thuringiensis Isolaten eine erhöhte 

Enterotoxinproduktion sowie eine erhöhte zytotoxische Aktivität aufwiesen. Die 

spezifische Reaktion von B. cereus auf Lf-Exposition wurde mittels RNA 

Sequenzierung im Detail untersucht. Während in einem Eisen-freien Kontrollansatz 

60 Gene differentiell reguliert wurden, führte die Präsenz von Lf zu einer 

differentiellen Regulation von 278 Genen, welche unter anderem in Motilität und 

Chemotaxis, Sporulation und Auskeimung, Transport, Genregulation, 

Nährstoffaufnahme, Eisentransport und -verwertung sowie Resistenz involviert 

sind. Durch Lf wird also Stamm-spezifisch eine umfangreiche transkriptionelle 

Reaktion in B. cereus ausgelöst, die weit über die Reaktion auf Eisenmangel 

hinausgeht, und über einen bislang nicht vollständig geklärten Mechanismus zu 

verstärkter Toxinproduktion und -sekretion und damit zu erhöhter zytotoxischer 

Aktivität führt. 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, 

unerwünschten Effekte von Lf auf die Enterotoxinproduktion und Zytotoxizität von 

B. cereus müssen in weiteren Untersuchungen abgeklärt 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 Lf 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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Abbildung 1:  B. cereus, Kolonie, vegetative Bakterien (vorwiegend in 

Ketten). Raster-Elektronenmikroskopie. Maßstab = 10 μm        

Quelle: Nadja Jeßberger 

 

Abbildung 2:  Durch Hbl verursachtes, diskontinuierliches 

Hämolysemuster auf Schafblutagar Quelle: Nele Maxseiner, 

Clara-Sophie Jugert 

 

Abbildung 3: Tertiärstruktur von bovinem apo-Lf (eisenfrei) (A) und 

bovinem holo-Lf (eisengesättigt) (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. 

  

Abbildung 4:  Überblick über einige der Hauptfunktionen von Laktoferrin 
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