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Bakterielle Virulenzfaktoren

Die Amerikanische Faulbrut, eine
ernsthafte Bedrohung der Honigbiene
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American foulbrood is one of the most devastating honey bee diseases.
Although the causative agent, Paenibacillus larvae, only kills larval
stages, diseased colonies will eventually die from the lack of progeny.
Analysis of P. larvae virulence mechanisms revealed that P. larvae has
evolved means to combat microbial competitors, expresses an enzyme
able to degrade the peritrophic matrix (a chitin-containing protective
layer lining the midgut epithelium), and uses toxins and an S-layer protein
to attack and breach the midgut epithelium thereby killing the larva.
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B Viele Bliitenpflanzen sind in ihrer Ver-
mehrung auf die Bestaubung durch Tiere, vor
allem Insekten, angewiesen. Um bei land-
wirtschaftlich genutzten, insektenbestdubten
Kulturpflanzen einen hohen Ertrag zu
sichern, werden Bienen weltweit als Bestau-

ber in der Landwirtschaft eingesetzt, da von
Imkern gehaltene Bienenvolker relativ ein-
fach zu den jeweiligen Bestaubungskulturen
transportiert werden kénnen. Am haufigsten
kommt die Westliche Honigbiene (Apis mel-
lifera) zum Einsatz. Sie ist dadurch der wich-
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tigste Bestduber in vielen landwirtschaftlichen
und natiirlichen Okosystemen. Eine signifi-
kante Reduktion des Bienenbestands konnte
zu einer reduzierten Vielfalt bei Wildpflan-
zen und zu ErnteeinbuBen bei Obst, Gemdise,
Olsaaten oder in der Saatgutgewinnung fiih-
ren. Leider gibt es viele Infektionskrankhei-
ten, die den Honigbienen das Leben schwer
machen oder sogar zum Tod von Bienenvdl-
kern fithren konnen. Die Amerikanische Faul-
brut der Bienen (AFB) ist eine solche, oftmals
todlich verlaufende Erkrankung der Bienen.

Amerikanische Faulbrut der Bienen
und Paenibacillus larvae

Die AFB ist eine anzeigepflichtige Tierseu-
che, die tiberall auf der Welt vorkommt. Mit
200 bis 300 Ausbriichen pro Jahr allein in
Deutschland richtet sie groBen wirtschaft-
lichen Schaden in der Bienenhaltung an. Die
AFB wird von dem Gram-positiven sporen-
bildenden Bakterium Paenibacillus larvae ver-
ursacht [1]. Die Sporen dieses Bakteriums
sind ausschlieBlich fiir Bienenlarven und auch
flir diese nur in den ersten 36 Stunden nach
dem Eischlupf infektios. Infizierte Bienen-
larven sterben und werden von P. larvae voll-
standig zu einer fadenziehenden Masse zer-
setzt. Die in dieser Masse befindlichen Bak-
terien gehen in die Sporenform iiber, und die
Masse trocknet zum Faulbrutschorf ein. Die-
ser enthélt Milliarden von P. larvae-Sporen,
die die Ausbreitung der AFB im Volk und zwi-
schen Volkern gewahrleisten (Abb. 1). Der
Verlust der Brut und damit der Nachkommen
fihrt schlieBlich zum Zusammenbruch des
ganzen Volks.

<« Abb. 1: Deskriptive Pathogenese der Ameri-
kanischen Faulbrut in Larven. Nach Aufnahme
der Sporen keimt Paenibacillus larvae im Darm
der Larve aus. Die vegetativen Bakterien ver-
mehren sich zundchst massiv im Darmlumen.
Die invasive Phase beginnt mit der Zerstérung
der peritrophen Matrix. Durch die Uberwindung
des Darmepithels wandern die Bakterien in das
Haemocoel der Larve ein und zersetzen den
Kadaver, bevor sie erneut sporulieren.
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Die Spezies P. larvae wird mithilfe der repeti-
tive element PCR (rep-PCR) unter Verwendung
von enterobacterial repetitive intergenic consen-
sus(ERIC)-Primern in vier verschiedene Genoty-
pen (ERIC I-1V) eingeteilt, die sich u.a. in ihrer
Virulenz unterscheiden [1]. Diese vier Genotypen
wurden kiirzlich auch iber eine MLST(multilocus
sequence typing)-Analyse von fast 300 weltweit
gesammelten Isolaten bestétigt: Obwohl mit dem
neu etablierten MLST-Schema insgesamt 21
Sequenztypen (ST) differenziert werden konn-
ten, bilden die ST der Genotypen ERIC I, ERIC II
und ERIC III/IV jeweils eigene Gruppen [2]. Es
bestatigte sich, dass in den letzten Jahrzehnten
nur noch die beiden Genotypen ERIC I und II
regelmiBig bei AFB-Ausbriichen auf der ganzen
Welt isoliert wurden. In unseren Untersuchungen
zur molekularen Pathogenese der AFB haben
wir uns daher hauptsachlich auf diese beiden
praktisch bedeutsamen P. larvae-Genotypen
beschrankt.

CBP49 - ein zentraler Virulenzfaktor von
Paenibacillus larvae

Junge Larven infizieren sich mit dem Erreger,
indem sie Sporen-kontaminiertes Futter auf-
nehmen. Nach dem Auskeimen der Sporen im
Mitteldarm der Larve vermehren sich die vege-
tativen Bakterien zundchst massiv im Darmlu-
men, ohne dass eine Schadigung des Darmepi-
thels erkennbar ist [3]. Wahrend dieser nicht-
invasiven Phase der Infektion dient den Bakte-
rien hauptsachlich das Larvenfutter als Nah-
rungsquelle. Fiir die Beseitigung eventuell kon-
kurrierender Bakterien oder Pilze aus dem nor-
malen Mikrobiom der Larven synthetisiert P. lar-
vae mehrere antimikrobiell wirksame Substan-
zen, mit denen sich die Nische ,Larvendarm’
offenbar sehr erfolgreich gegen Nahrungskon-
kurrenten verteidigen lasst [4-6]. Die invasive
Phase, in deren Verlauf P. larvae in die Leibes-
hohle der Larve eindringt und die Larve totet
und zersetzt, beginnt mit dem Abbau der Chi-
tin-haltigen peritrophen Matrix (PM), die als Bar-
riere gegentiber Pathogenen und Parasiten dient.
In Larven, die mit P. larvae infiziert sind, kann
in histologischen Priparaten teilweise ein voll-
standiger Abbau der PM beobachtet werden. Da
P. larvae in der Lage ist, Chitin, den Hauptbe-
standteil der PM, zu verstoffwechseln [7], lag der
Schluss nahe, dass die PM von P. larvae gezielt
zerstort wird, um diese mechanische Immun-
barriere der Larven zu liberwinden und den
Angriff auf das Epithel zu ermoglichen.

Fiir die Degradation der PM sezerniert P. lar-
vae ein Chitin-bindendes und -abbauendes Pro-
tein (PICBP49) [8]. Die Identifizierung von
PICBP49 gelang tiber einen Chitin-Bindungsas-
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Toxinen, die aus einer enzyma-

tisch aktiven A-Domidne und
einer Bindungs- und Transloka-
tionsdomédne, der B-Domaéne,
bestehen. Plx1 hat groBe Ahn-
lichkeit mit dem von Lysinibacil-
lus sphaericus exprimierten Toxin
MTX1 bzw. den von verschiede-
nen KohlweiBlingen (Pieridae,
Lepidoptera) exprimierten Pieri-
sin-dhnlichen Toxinen. In silico-
Analysen ergaben Hinweise, dass
beide Toxine ADP-Ribosylie-
rungsaktivitat besitzen und Plx1
wahrscheinlich DNA oder RNA
als zelluldres Zielmolekiil adres-

[ siert, wahrend Plx2 eventuell das

Signalmolekiil Rho inaktiviert
und so zur Depolymerisierung
des Aktinzytoskeletts fiihrt [11].
Expositionsbioassays mit Genin-
aktivierungsmutanten fiir Plx1
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(Aplx1) und Plx2 (Apix2) besta-
tigten, dass beide Toxine fiir die
Virulenz von P. larvae ERIC I ent-

A Abb. 2: Modell zur molekularen Pathogenese der Amerikanischen Faulbrut. Paenibacillus larvae (griin) sezer-

niert im Darm von Bienenlarven antimikrobiell wirksame Substanzen (1, Sechsecke) und PICBP49 (2, Sterne),
um mikrobielle Konkurrenten auszuschalten und die peritrophe Matrix (rosa) abzubauen (2). P. larvae ERIC |
greift die Zellen (hellgrau mit blauen Kernen) mit Toxinen (lila Ellipsen) an (3.1). P. larvae ERIC Il heftet sich mit-
hilfe der S-/ayer (gelbe Umrandung) an das Darmepithel an (3.2). Die Bakterien iiberwinden anschlieBend das
Darmepithel auf dem parazelluldaren Weg, indem sie die Zellzwischenrdume nutzen und an den Zellen vorbeige-
hen. Die in 3A und 3B gezeigten mikroskopischen Aufnahmen stammen von Fluoreszenz-in situ-Hybridisierun-
gen infizierter Larven (rot: Darmepithelzellen; blau: Zellkerne; griin: P. larvae) [3]. In 3.1a sind abgerundete Epi-
thelzellen, die sich dadurch 6ffnenden Zellzwischenraume und der Ubergang von P. larvae in das Haemocoel

der Larven zu erkennen. 3.2b verdeutlicht die Anheftung von P. larvae an das Darmepithel.

say und eine anschlieBende massenspektro-
metrische Analyse des isolierten Proteins. Die
Protein- und Gensequenzen klassifizierten
PICBP49 als neues Mitglied einer zu den lytic
polysaccharide monooxygenases (LPMO) geho-
renden Familie von Enzymen, den auxiliary
activities 10 (AA10), die kristallines Chitin
tiber eine Kupfer-abhdngige oxidative Reak-
tion abbauen [9]. Entscheidend fiir die funk-
tionelle Charakterisierung von PICBP49 als
Schliisselfaktor der AFB-Pathogenese war das
von uns entwickelte Protokoll zur genetischen
Manipulation von P. larvae [10], das es uns
ermoglichte, CBP49-Geninaktivierungsmu-
tanten (Acbp) zu konstruieren und in Larve-
nassays im Vergleich zum Wildtyp (Wt) zu
testen. Diese Assays ergaben, dass die PM nur
in den mit P. larvae Wt infizierten Larven
degradiert wird, nicht aber in den mit P. lar-
vae Acbp infizierten [8]. Weitere Versuche
zeigten, dass PICBP49 auch entscheidend fiir
die Virulenz von P. larvae ist. Dieselbe Spo-

renkonzentration, die etwa 80 Prozent der
mit P. larvae Wt infizierten Larven totet, totet
lediglich drei bis vier Prozent der Larven,
wenn die Geninaktivierungsmutante P. lar-
vae Acbp zur Infektion eingesetzt wird [8].
Nach diesen Ergebnissen ist P. larvae nur
dann in der Lage, die PM der Larven zu degra-
dieren und die Larven zu téten, wenn
PICBP49 exprimiert wird. In Abwesenheit der
Expression von PICBP49 ist P. larvae nahezu
avirulent. Der Abbau der PM ist demnach ein
entscheidender Schritt in der Pathogenese
der AFB, und PICBP49 ist ein Schiisselfaktor
fiir die Virulenz von P. larvae.

PIx1 und PIx2 - die Toxine von
Paenibacillus larvae ERIC |

Vergleichende Genomanalysen von P. larvae
ERIC I'und II fiihrten zur Identifizierung von
zwei Toxinen, Plx1 und Plx2, die nur von Ver-
tretern des Genotyps ERIC I exprimiert wer-
den [11]. Beide Toxine gehdren zu den AB-

scheidend sind, da die Infektion
mit den jeweiligen Mutanten zu
einer signifikant reduzierten Lar-
venmortalitidt im Vergleich zu Lar-
ven, die mit den Wildtyp-Bakte-
rien infiziert worden waren, fiihr-
te [11].

SplA - das S-layer-Protein
von Paenibacillus larvae
ERICII

Vergleichende Proteomanalysen von P. larvae
ERIC I'und II zeigten, dass Vertreter des Geno-
typs ERIC II ein S-layer-Protein (SplA) expri-
mieren, das im Proteom von ERIC I nicht
nachweisbar ist. AnschlieBende Genanalysen
bestdtigten, dass eine Insertionsmutation in
splA dazu fiihrt, dass SplA in P. larvae ERIC 1
nicht exprimiert wird [12]. Die funktionelle
Charakterisierung von SplA gelang wieder
iiber die Verwendung von Geninaktivie-
rungsmutanten (AsplA) in verschiedenen Bio-
assays. So zeigten Adhédsionsassays mit Pri-
marzellen aus dem Darm von Bienenpuppen,
dass SplA die Adhdsion von P. larvae ERIC 11
an Darmzellen vermittelt. Lediglich der Wild-
typ von P. larvae ERIC II heftet sich in vitro an
die Darmzellen an, wihrend sowohl bei der
Mutante P. larvae ERIC II AsplA als auch bei
dem natiirlicherweise SplA-defizienten ERIC-
I-Stamm keine Adhésion nachgewiesen wer-
den konnte [12]. Expositionsbioassays besta-
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tigten die Rolle von SplA als wichtiger
Virulenzfaktor fiir P. larvae ERIC II: Die
mit P. larvae ERIC II AsplA infizierten Lar-
ven hatten eine um etwa die Halfte ver-
ringerte Mortalitdt gegeniiber den mit dem
entsprechenden Wildtyp infizierten Tie-
ren [12].

Hemmstoffe gegen Toxine und den
Chitinabbau als neue
Therapieansatze?

Mit der Identifizierung der von P. larvae
synthetisierten, antimikrobiell wirksamen
Substanzen, des von P. larvae exprimierten
PM-abbauenden Enzyms PICBP49, der
P. larvae ERIC I-spezifischen Toxine PIx1
und Plx2 sowie des P. larvae ERIC Il-spe-
zifischen S-layer-Proteins SplA haben wir
die ersten Bausteine fiir das Verstdndnis
der molekularen Pathogenese der AFB
zusammengetragen (Abb. 2). PICBP49
sowie die Toxine Plx1 und PIx2 bieten sich
fiir die Entwicklung spezifischer Inhibito-
ren an. Dies wiederum konnte in neuarti-
ge Therapieansdtze und -strategien gegen
den von P. larvae ausgelosten Bienentod
miinden. Insofern wiirde sich die alte Weis-
heit, dass man eine Krankheit verstehen
muss, um sie behandeln zu konnen, auch
fiir die AFB bewahrheiten.
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