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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la o tulpind bacteriand selectatd apartindnd genului Cutibacterium,
specie acnes si la utilizarea medicald a acesteia §i la compozitii farmaceutice s1 nutritionale care contin
aceeasi tulpini.

Prezenta inventie Isi are originea In domeniul microbiologic si Isi giseste aplicatii in domeniul
farmaceutic, cosmetic si nutritional.

fn mod specific, inventia se referd fie la o tulpind selectatd de Cutibacterium acnes, fie la
postbiotice si fragmente de perete celular ale tulpinii care, prin componente microbiene structurale si/sau
prin producerea de substante, promoveazd cresterea celulelor fibroblaste. Tulpina conform inventiei,
fragmentele din peretele acesteia si postbioticele acesteia au activitati antiinflamatorii si antibacteriene. De
preferintd, tulpina bacteriand selectatd sau fragmentele din peretele sdu sunt pentru aplicare locald pentru
tratarea afectiunilor dermatologice, infectiilor sau afectiunilor pielii.

CADRUL INVENTIEI

Inflamatia este in esentd un rdspuns biologic la un stimul ddunitor sau o leziune a unui tesut al
organismului, care poate fi cauzati de cauze externe, cum ar fi contactul cu agenti iritanti sau
microorganisme. Inflamatia este consideratd ca un rdspuns protector al organismului care vizeaza
eliminarea cauzei leziunilor tisulare, curdtarea tesuturilor necrotice deteriorate de la insulta initiald si
procesul inflamator si initierea reparatiei tesuturilor. Acest rdspuns al organismului implicd celulele imune
si mediatorii moleculari.

In prezent, inflamatia este tratatd prin administrarea sistemicd sau topicd de medicamente
antiinflamatoare nesteroidiene sau steroidiene. In ciuda raspandirii pe scard largd a agentilor
antiinflamatori, rdmén unele riscuri reziduale ca inflamatia sd poatd persista dupd tratamentul cu
medicamente antiinflamatoare. In plus, tratamentul antiinflamator nu este lipsit de efecte secundare nici in
cazul aplicdrii topice, cat si al administrarii sistemice.

fn ultimii ani aparitia reactiilor adverse in cazul administrarii topice este crescutd din cauza
abuzului sau a utilizarii gresite a cremelor cu steroizi care vizeaza tratarea inflamatiei pielii.

De aceea, in prezent existd necesitatea de a avea noi produse previzute cu activitate
antiinflamatoare a céror folosire chiar si pentru o perioada indelungatd sd nu fie afectatd de efecte secundare
grave.

Probleme similare apar si in domeniul dermatologic si ginecologic, in cazul infectiilor cutanate
sau mucoase.

Abuzul de produse antibiotice de uz local pentru tratarea infectiilor cutanate a crescut numaérul
cazurilor de rezistentd la antibiotico-terapia locald, obligdind medicul s prescrie antibiotice de a doua
generatie.

Prin urmare, In prezent existd necesitatea de a avea noi produse previzute cu activitate
antiinflamatoare si/sau eventual chiar antimicrobiand, care si fie alternative la medicamentele disponibile
comercial.

Unul dintre scopurile prezentei inventii constd in furnizarea unui produs prevdzut cu activitate
antiinflamatoare i posibil antimicrobiand sau antifungicd a carui utilizare este substantial lipsita de efecte
secundare. De asemenea, este de dorit s se furnizeze un produs care este activ in controlul microbiotei
umane.

Un alt scop al inventiei constd in furnizarea unmui produs nesteroidian prevdzut cu activitate
antiinflamatoare, care vizeaza In mod specific aplicarea topica pe piele sau pe mucoase cum ar fi mucoase
vaginale.

Acesta din urmd este, In general, adresat Impotriva bacteriilor si/sau ciupercilor patogeni,
functiondnd, in functie de tintd, fie ca bactericid sau bacteriostatic, fie ca agent fungicid sau fungistatic.

Pe de altd parte, prin contrastarea agentilor patogeni, se realizeazd o restabilire mai rapida a
conditiilor de homeostazie prin normalizarea microbiomului rezident.

REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie provine din constatarea cd o tulpind bacteriand selectatd din genul
Cutibacterium, specia acnes, promoveazd proliferarea fibroblastelor si are capacitatea de a interfera cu
cresterea majorititii bacteriilor si ciupercilor comune, in special a celor care afecteaz pielea umand.

In special, tulpina bacteriand de Cutibacterium acnes selectati, asa cum este definita in
revendicarea 1, fragmente din peretele sdu celular sau postbiotice sau compozitia care le contine, asa cum
este definitd aici, prezinté o reglare a sistemului imunitar combinata cu un efect inhibitor imbunatatit asupra
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microorganismelor patogene ale pielii. Aceste efecte sunt In parte legate de o interferentd a tulpinii cu
atasarea agentului patogen la celulele gazda.

fn plus, inventatorii au constatat ¢a tulpinile bacteriene vii sau ucise sau o parte din ele, cum ar fi
fragmente din peretele lor conform inventiei, produc substante sau produse secundare care promoveazi
cresterea si migrarea celulelor fibroblaste. Aceastd proprietate sustine In continuare utilizarea tulpinii
selectate sau a substantelor produse prin aceasta ca agenti imunomodulanti si o face un candidat potrivit
pentru aplicatii in domeniul dermatologic sau ginecologic, in special in tratamentul infectiilor bacteriene
sau fungice ale pielii, in special cu Candida Albicans sau infectii bacteriene.

fn consecintd, prezenta inventie furnizeazi, intr-un prim aspect, o tulpind bacteriand din genul
Cutibacterium specia acnes depusid cu numérul de acces (sau numarul de Inregistrare) DSM 28251 la
Autoritatea Internationald de Depozit Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, sau la o variantd care este in esentd derivata din respectiva tulpin.

Intr-un aspect, inventia furnizeaza utilizari medicale ale tulpinii bacteriene Cutibacterium acnes
mentionate mai sus, depusi cu numarul de acces DSM 28251. In conformitate cu acest aspect, tulpina
inventiei este pentru administrare topicd sau sistemicé.

Administrarea sistemica inseamni o cale de administrare a unui medicament, nutritie incluzand
tulpina conform inventiei in sistemul circulator astfel Incét intregul organism este afectat. Administrarea
poate avea loc prin administrare enterald, orald sau administrare parenterald, de exemplu prin injectare,
perfuzie sau implantare.

Administrarea sau aplicarea topicd este calea preferatd de administrare a Cutibacterium acnes
DSM 28251 conform prezentei inventii. Cutibacterium acnes DSM 28251, postbiotic, fragmente de perete
celular si compozitii care contin aceleasi fragmente ale acestuia pot fi aplicate pe piele in orice forme
adecvate pentru aplicare locala.

In conformitate cu un alt aspect, inventia furnizeaza tulpini sau variante ale tulpinii bacteriene
DSM 28251 asa cum s-a identificat mai sus, care sunt derivate in esentd prin mutatie spontand, mutatie si
selectie induse, hibridizare si selectie sau alte metode de manipulare genetici si pot fi urmarite inapoi. Intr-
un alt aspect, inventia se referd la postbiotice ale tulpinii de mai sus si utilizari medicale sau nutritionale ale
acestora.

Tulpina bacteriand, conform prezentei inventii, poate fi izolata si selectatd din pielea sdndtoasi,
dintre multitudinea de tulpini care compun microbiomul pielii.

Conform incd unui alt aspect, inventia se referd la tulpina bacteriand Cutibacterium acnes, depusi
cu numdrul de acces DSM 28251 la Autoritatea Internationald de Depozit Leibniz-Institut DSMZ -
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, sau o variantd derivata in principal
din tulpina mentionatd, pentru utilizarea in prevenirea sau tratamentul unei boli sau infectii inflamatorii, in
special de piele sau mucoase.

De preferinta, tulpina bacteriand a inventiei 11 gédseste aplicatii In domeniul dermatologic si
ginecologic, de exemplu in tratamentul inflamatiei pielii sau mucoaselor sau al infectiilor cu bacterii,
ciuperci sau protozoare. In special, tulpina de mai sus este eficient in prevenirea si/sau tratarea infectiilor,
in special ale pielii.

Tulpina selectatd conform inventiei este eficientd in tratamentul ciupercilor, in special a drojdiilor
din genul Candida spp, In special Candida Albicans, sau dermatofite precum Malassezia spp, ambele fiind
printre cei mai comuni agenti cauzali ai infectiilor oportuniste ale corpului uman. in plus, tulpina selectata
conform inventiei este utilizatd in tratamentul infectiilor fungice care sunt rezistente la produsele
antifungice disponibile pe piata.

Inventia prevede, de asemenea, utilizarea proctologica a Cutibacterium acnes DSM 28251, in
special ucis termic, postbiotic sau fragment de perete al acestei tulpini, sau o compozitie topica a acesteia,
in special in tratamentul hemoroizilor sau al rhagadelor anale sau al cicatricilor cutanate.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o compozitie de acid hialuronic cu un fragment din peretele
bacterian al C.acnes DSM 28251, in special pentru utilizare in tratamentul ranilor, abraziunii, ulceratiilor
pielii, de exemplu ulcere de presiune. Un alt aspect al inventiei se referd la utilizarea cosmeticd a tulpinii
bacteriene identificate mai sus pentru ameliorarea unui aspect estetic al pielii, cum ar fi rogeata sau
cuperoza.

Conform unui alt aspect, inventia se refera la utilizérile nutritionale ale tulpinii identificate de mai
sus sau ale unui postbiotic obtinut prin aceasta.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Inventia va fi descrisd acum 1n detaliu si cu referire la figurile atasate, in care:

Figura 1 prezintd grafice cu bare care raporteaza valorile septului din Exemplul 1, calculate cu software-ul
imagine j;
Figura 2 prezintd grafice cu bare cu aria septului din Exemplul 1, calculate cu software-ul imagine j;
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Figura 3 prezintd grafice cu bare care ilustreazi efectele in vitro asupra curbei de crestere a S. aureus, E.
coli si C. albicans prin adaugarea In mediile de culturd a diferitelor concentratii de C. acnes DSM 28251
ucis termic.

Figura 4 ilustreaza prepararea supernatantului si a Staphylococcus aureus utilizat in testul din Exemplul 3.
Figurile 5A si 5B prezintd grafice care ilustreaza rata de supravietuire a larvelor de Galleria mellonella dupa
injectarea cu supernatanti din culturile S. aureus ATCC BAA1680 (At) si S.aureus ATCC 29213 (B) pre-
incubate cu formuldri testate timp de 1 ord conform Exemplului 4. Supernatanti+formaA" inseamna
supernatant incubat cu LimpiAD A, ,Supernatanti+formaD" pentru supernatant incubat cu formula
LimpiAD D, supernatant ,,Supernatanti+perete” incubat cu componente active LimpiAD, ,,Supernatanti”
pos control, ,Medium" pentru mediu de culturd singur (fard culturd bacteriand), ,.Ser fiziologic” pentru
tratament simulat.

Figurile 6A si 6B prezintd grafice care ilustreaza rata de supravietuire a larvelor de Galleria mellonella dupa
injectarea cu supernatanti din culturile S. aureus ATCC BAA1680 (A) si S. aureus ATCC 29213 (B) pre-
incubate cu formuldri testate timp de 4 ore, conform exemplului 4 Supernatanti+formaA” Inseamna
supernatant incubat cu formularea LimpiAD A (asa cum este definit In Exemplul 4),
»Supernatanti+formaD” pentru supernatant incubat cu LimpiAD D, supernatant ,,Supernatanti+perete”
incubat cu componente active LimpiAD, ,,Supernatanti” control poz., ,Mediu” numai pentru mediul de
culturd (fard culturd bacteriand), ,,Solutie salind” pentru tratament simulat.

Figura 7 prezintd expresia genelor tintd ,,normalizate” la control, exprimatd prin cresterea sau descresterea
orificiilor, asa cum este raportat In Exemplul 4.

Figura 8 prezintd cinci grafice, fiecare ilustrand curbele de crestere comparative ale tulpinilor de
Staphylococcus aureus (trei tulpini diferite), Staphylococcus epidermidis si Candida albicans inoculate cu
supernatanti (plus control férad tulpini) din sapte tulpini cunoscute de Cutibacterium acnes si din tulpina
(comparativd) Cutibacterium acnes DSM 28251,

Figura 9 prezintd cinci grafice, fiecare ilustrdnd curbele de crestere comparative a trei tulpini de
Staphylococcus aureus, o tulpind de Staphylococcus epidermidis si o tulpind de Candida albicans fiecare
intr-un mediu inoculat cu sapte tulpini cunoscute diferite ucise termic de Cutibacterium acnes si cu tulpina
Cutibacterium acnes DSM 28251 (tulpind comparativd ucisi termic);

Figura 10 prezintd cinci grafice, fiecare ilustrdnd curbele de crestere comparative a trei tulpini de
Staphylococcus aureus, o tulpind de Staphylococcus epidermidis si o tulpind de Candida albicans fiecare
intr-un mediu inoculat cu fragmente de perete bacterian obtinute prin omogenizarea si dupd separarea in
gradient a sapte tulpini cunoscute diferite de Cutibacterium acnes si de tulpind Cutibacterium acnes DSM
28251 (fragment comparativ de perete bacterian).

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Intr-un prim aspect, inventia se referd la o tulpina apartinind genului Cutibacterium species acnes,
depusd cu numarul de acces DSM 28251 (ID 19-401) la Autoritatea Internationald de Depozit Leibniz-
Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, sau o variantd
derivatd 1n esentd din tulpina mentionata.

Inventia se referd, de asemenea, la un postbiotic asa cum este definit in revendiciérile 2, 3 si un
perete celular asa cum este definit in revendicirile 4, 5.

Tulpina bacteriand de mai sus este previzuti atat cu o activitate antiinflamatoare in vivo, cat si cel
putin cu o activitate antimicrobiand in vitro. Un perete celular sau un postbiotic din tulpina de mai sus sunt
furnizate si cu aceste activitati.

Activitatile de mai sus sunt dovedite prin testele experimentale efectuate de inventatori si raportate
in urmétoarele exemple. Aceste teste oferd o baza stiintifica pentru utilizarea tulpinii bacteriene identificate
mai sus ca agenti antiinflamatori, imunomodulatori si antimicrobieni, In special pentru aplicatii topice.

fn anumite aspecte ale inventiei, este furnizatd aici o compozitie, in special o compozitie
farmaceuticd sau nutritivd, care contine o tulpind/perete sau postbiotic aga cum este definit aici.

fn conformitate cu un alt aspect, inventia se refera la utilizarea tulpinii/peretelui/postbioticului
identificate mai sus ca medicament si la utilizari medicale ale acestora, 1n special aga cum sunt definite 1n
revendicdrile 9-13.

Proprietétile intrinseci ale tulpinii bacteriene selectate asigurd o actiune antiinflamatoare
permitand medicului si trateze o gama largd de boli, in special pe cele localizate pe piele sau pe mucoasa
corpului uman.

In plus, proprietatile antibacteriene si/sau bacteriostatice ale tulpinii selectate o fac utild in
tratamentul infectiilor, in special al infectiilor cutanate si ale mucoasei. Tulpina selectatd s-a dovedit a fi
eficientd impotriva bacteriilor comune, in special bacteriilor gram pozitive, in special bacteriilor coci, cum
ar fi Staphylococcus aureus, sau Impotriva Escherichia coli si a ciupereilor, de exemplu din genul Candida.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 4107293 T2 2024.09.30
5

Tulpina conform prezentei inventii este caracterizatd genotipic si este identificabild intr-o maniera
clard si definitd prin trasaturi specifice identificate In genom. Aceasta tulpind a evoluat spontan, fara nicio
interventie directd sau manipulare geneticd si are caracteristicile relevante pentru aplicare industriald.
Pentru a verifica si a stabili caracteristicile tulpinii DSM 28251 si pentru a exclude posibila suprapunere a
acestei tulpini cu tulpinile descrise in stadiul tehnicii, a fost realizatd o caracterizare a genotipului de cétre
DSMZ.

Intr-un aspect, inventia prevede utilizarea cosmetica a unei compozitii topice asa cum este definita
in revendicdrile 7, 8, in special pentru tratamentul cosmetic sau prevenirea pielii sensibile, a pielii rosii, a
cuperozei, a schiului uscat, In special a fetei unei fiinte umane.

fn anumite aspecte, inventia se referd, de asemenea, la o tulpind sau perete sau postbiotic al tulpinii
DSM 28251 C. acnes pentru utilizari medicale in tratamentul pentru:

. o boald ginecologici precum vaginita, infectia sau inflamatia vaginald, sau

. o tulburare proctologicd, de exemplu hemoroizi, ragade anale sau cicatrici ale pielii sau zona
perianald, sau

. réni, réni, abraziune, ulceratii ale pielii, de exemplu ulcere de presiune sau pentru vindecarea
rénilor.

Definitii in prezenta inventie:

. ,» Tulpina DSM 282517 este menitd sd includi o tulpind bacteriand din genul Cutibacterium, specia
acnes, depusd la 18 decembrie 2013 (referinta de identificare ULTIMO) si transformati intr-un depozit
conform Tratatului de la Budapesta la 22 decembrie 2019 cu numaérul de acces DSM 28251 la Autoritatea
Internationald de Depozit Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH; De obicei, Cutibacterium acnes este o bacterie gram-pozitiva.
. ~manipularea geneticd” este menitd si includi orice interventie tehnica care vizeaza directionarea
procesului de achizitie a unor caracteristici genetice specifice care sunt exprimate ca trasdturi fenotipice
corespunzitoare, In care interventiile tehnice cuprind (Sturley & Young, 1986): (i) incrucisarea unor tulpini
naturale, urmata de selectie; (i1) producerea de hibrizi urmata de selectie; (iii) transformare, adica inserarea
ADN-ului exogen in cromozomi sau In genomul mitocondrial sau alte elemente genetice, cum ar fi
plasmidele. (iv) Mutageneza aleatorie indusd, urmatd de obicei de selectia si/sau producerea de hibrizi
(Nevoigt 2008) poate fi addugatd ca mod suplimentar de manipulare;
) ,variantd derivatd” este menita sd includd o variantd de tulpind a tulpinii Cutibacterium acnes,
depusd la DSMZ cu numadrul de acces DSM 28251, care poate fi urmaéritd inapoi la aceasta prin profilarea
ADN-ului microsatelit sau datoritd unei trasaturi genetice distincte detectabile de secventierea genomului
si analizd comparativa.
. »mediu de crestere” (sinonime: mediu, mediu de crestere / bulion de culturd/ bulion de crestere)
se referd la un substrat care contine toti compusii (factorii) necesari unui microorganism, in special o
bacterie, cum ar fi o bacterie Gram+, pentru replicarea celulard, ceea ce duce la cresterea a numdrului de
celule individuale si a cresterii populatiei. Factorii necesari microorganismelor pentru cresterea lor in mediu
apartin in principal categoriilor: sursa de carbon, sursa similard de azot (constituitd atat din amoniac, cét si
din aminoacizi liberi, ultimul cunoscut si sub denumirea de FAN), vitamine si sdruri (oligoelemente).
Sursele tipice de carbon sunt melasa de trestie de zahar, melasa de sfecld, extractul de malt de orz si extractul
de malt de grau.

Compozitia celulelor nevitale/celulelor neviabile, a extractelor celulare, a lizatului celular este
strict legatd de proprietdtile metabolice si fiziologice unice ale tulpinii DSM 28251,
) ,Postbiotice” inseamnd produse bacteriene neviabile, inclusiv produse secundare metabolice
secretate de un microorganism, cum ar fi tulpina depusd la DSMZ cu numarul de acces DSM 28251, care
au activitate biologicd In gazda sau atunci cand sunt aplicate pe un tesut al corpului uman, cum ar fi pielea.

Postbiotica cuprinde, de asemenea, materiale ale tulpinii Cutibacterium DSM 28251, inclusiv
celule ucise termic, supernatantul celulelor lizate mecanic sau fragmente de perete celular. Postbioticele
oferd beneficii fiziologice gazdei si pot fi utilizate pentru a formula o compozitie pentru utilizdri medicale
sau cosmetice si pentru administrare orald si/sau topicd asa cum este descris aici.

Postbiotica tulpinii Cutibacterium DSM 28251 poate fi obtinutd conform unei proceduri generale
/ a unui proces general care include urmditoarele etape:
tulpina bacteriani este crescutd in mediu sau In bulion pentru a se obtine o suspensie.

Suspensia este centrifugata In eprubete, folosind tehnologia conventional.

La sfargitul centrifugdrii se obtine o stratificare a suspensiei. Pe fundul eprubetei se depun pelete
care contin celulele cu un strat superior care contine supernatantul, care este lichidul/mediul de cultura.

Supernatantul este apoi indepartat 1asand peletul depus pe fundul eprubetei, care este colectat si
spdlat cu apa. Peletul este apoi resuspendat Intr-o solutie fiziologicd (salind) pentru a obtine celulele si apoi
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centrifugat pentru a indeparta mediul de culturd ramas. Celulele suspendate In apa sunt tratate mecanic cu
un agitator mecanic, cum ar fi Ultratturrax (lizd mecanicd).

Odatd cu liza mecanicd a peretelui celular se elibereaza continutul celular si se obtine postbioticul
(supernatantul).

Realizdri specifice ale acestei proceduri sunt descrise in urmétoarea descriere detaliatd si In
Exemple.

. purtdtor” se referd la un excipient, vehicul, diluant sau adjuvant, care poate sau poate fi prezent
in compozitia inventiei.
. ,.produs nutritional” inseamnd un produs care imbunétiteste starea nutritionald si poate fi utilizat

pentru a sustine sau Iimbunitati activitatea functionald a unuia sau mai multor organe sau functionalitatea
corpului uman 1n limitele fiziologice.

) tulpina bacteriand selectatd” sau ,.tulpina” asa cum este mentionat aici inseamnd tulpina inventiei
depusd la DSMZ. cu numarul de acces DSM 28251.
. peretele celular” sau peretele tulpinii bacteriene (din inventie)” Inseamnd peretele celular al

tulpinii bacteriene Cutibacterium acnes depus cu numarul de acces DSM 28251.

Peretele tulpinii conform inventiei poate fi rupt in parti sau fragmente. Termenul , fragment”
inseamnd o parte a peretelui tulpinii DSM 28251 conform inventiei. Un fragment poate desemna, de
asemenea, un lizat celular al peretelui tulpinii DSM 28251.

Un fragment sau lizat de perete celular al tulpinii DSM 28251 poate fi obtinut prin metode
conventionale sau generale de distrugere a celulelor, de exemplu asa cum este dezviluit mai jos:
Bacteriile din bulion sau mediu de culturd sunt spalate si delipidate In mod obisnuit cu ajutorul unui
extractor Soxhlet. Bacteriile delipidate sunt apoi suspendate in apd si apoi supuse lizei mecanice, de
exemplu cu un agitator mecanic, de exemplu folosind un Ultratturrax si continutul este tratat cu sulfat de
amoniu pentru a precipita fragmentele peretelui bacterian.

Fragmentele pot fi apoi curdtate de exemplu prin spalare cu apd pentru a obtine fragmente de
perete.

Un procedeu specific pentru obtinerea unui fragment de perete al tulpinii de C. acnes DSM 28251
este descris in Exemplul 6.

O distrugere/rupere adecvati a tulpinii sau a peretelui acesteia poate fi realizata fie prin supunerea
tulpinii conform inventiei la metode mecanice/tratamente de lizd, fie prin metode nemecanice/tratamente
de lizd.

Dezmembrarea tulpinii prin metode/aparate mecanice

Metodele mecanice adecvate pentru dezmembrarea (lizarea) celulei de perete a prezentei tulpini
si obtinerea de fragmente de perete includ fie metode de forfecare solid, fie metode de forfecare fluida.

Forfecarea solida include utilizarea morii cu granule, X-press sau presa Hughes.

Forfecarea lichidd include metode de sonicare si de inaltd presiune, inclusiv presa Hughes sau
presa francez4 si/sau omogenizarea cu un omogenizator sau utilizarea unui omogenizator cu microfluidizor.

Tehnica cu moard cu granule (sau abraziune) include de obicei agitarea unei suspensii de tulpind
cu granule de sticla.

In mod obisnuit, dezmembrarea peretelui celular cu o metoda de moard cu granule este realizata
intr-o moard cu granule care include o camerd de macinare invelitd cu un arbore rotativ care trece prin
centrul sdu. Arborele este echipat cu un agitator(agitatoare) care transmite energie cineticd granulelor din
camerd, fortandu-le sa se ciocneascd intre ele (Chisti st Moo-Young, 1986; Middelberg, 1995). Granulele
potrivite pot avea un diametru de 0,10-0,15 mm pentru dezmembrarea eficientd a bacteriilor. Aparatele
industriale mari pot folosi granule de 0,4-0,6 mm in diametru datoritd mecanismului de separare a
granulelor de suspensie (Kula & Shutte, 1987). Viteza de varf adecvati este de cel putin 10 m™! pentru
dezmembrarea bacteriilor (Kula & Shutte, 1987). Concentratiile celulare pot varia de la 40-50% greutate
umeda in bulionul introdus in camera.

Forfecdrile solide adecvate includ, de asemenea, metode de sonicare si de inaltd presiune, inclusiv
presa Hughes sau presa francezd, in care o suspensie inghetatd de celule este fortatd printr-o deschidere
micd prin presiuni mari (Engler, 1985).

Sonicarea include utilizarea ultrasunetelor, unde sonore de obicei cu o frecventd mai mare de 15-
20 kHz, care pot dezmembra peretele celular in suspensie. Puterea acusticd adecvatd, de exemplu, la
sonicarea a 5-30 ml dintr-o suspensie bacteriand 20% Intr-un mediu lichid conventional, foloseste 35-95 W
de putere acustici.

Alternativ, intreruperea mecanicd poate fi obtinutd Intr-un omogenizator cu supapd de inaltd
presiune prin trecerea unei suspensii celulare a tensiunii la presiune inaltd printr-o supapa de descircare cu
orificiu reglabil, restrans, asa cum este raportat de Engler, 1985. De obicei, un model de omogenizator de
baza cuprinde un pompa de deplasare care forteazd o suspensie de celule prin centrul unui scaun de supapa
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si peste fata scaunului. Reglarea fortei asupra supapei controleazi presiunea. Fluidul curge radial prin
supapd si loveste un inel de impact (Middelberg, 1995). Dezmembrarea rezultd din ruperea nespecificd a
peretelui celular.

Tipul de omogenizator exemplificator este modelul APV Manton-Gaulin (Middelberg, 1995). De
exemplu, temperatura este crescutd cu aproximativ 21°C la 10MPa intr-un omogenizator. Existd o influenta
puternicd a presiunii de functionare asupra procesului de dezmembrare in omogenizator. Prin operarea
omogenizatorului la presiuni mai mari, este posibild scdderea numérului de treceri ale suspensiei celulare
prin omogenizator pentru un anumit grad de dezmembrare (Chisti & Moo-Young, 1986; Bury si colab.,
2001).

Un omogenizator cu microfluidizor poate fi, de asemenea, utilizat ca echipament pentru obtinerea
peretelui celular fragmentat. In acest aparat, doud fluxuri de suspensie celulara sunt lovite cu viteza mare
de o suprafatd stationard, iar aportul de energie este disipat aproape instantaneu in punctul de impact,
ducand la dezmembrarea celulelor (Middelberg, 1995; Agerkvist & Enfors, 1990). Timpul de rezidenta al
suspensiei de tulpini in camera de dezmembrare a Microfluidizoarelor, care este cea mai fierbinte parte a
dispozitivului, este de 25-40 ms. Récirea in loc poate fi realizatd prin imersarea camerei de dezmembrare
intr-o baie de gheatd (Sauer si colab., 1989; Geciova, experientd personald). Fractia de celule dezmembrate
creste odatd cu cresterea presiunii si a numadrului de treceri.

Dezmembrarea tulpinii prin metode nemecanice

O metoda nemecanicd se bazeaza pe decompresia obtinuta prin introducerea unui gaz suberitic sau
supracritic sub presiune in celule care provoacd dezmembrarea dupd eliberarea presiunii aplicate prin
expansiune.

O altd dezmembrare nemecanicd a peretelui celular poate fi ob{inutd prin soc osmotic in care o
suspensie de tulpina celulard este diluatad Intr-un mediu/bulion lichid dupa echilibrare la presiune osmotica
ridicata in conditii conventionale.

O metoda alternativa pentru liza celulard este termoliza care implica tratamentul termic al celulelor
in conditii conventionale. O alta lizd celulard nemecanica poate fi obtinutd prin permeabilizare chimicd, in
special cu o substanti selectata dintre antibiotice, cum ar fi antibioticul beta-lactamic de exemplu penicilina,
agenti de chelare de exemplu EDTA, haotropi de exemplu uree, guanidind, etanol, detergenti de exemplu
seria Triton X, dodecil sulfat de sodiu, lauril sarcosinat de sodiu, solventi cum ar fi toluen, acetoni,
cloroform, hidroxizi cum ar fi hidroxid de sodiu, hipocloriti cum ar fi hipoclorit de sodiu si amestecuri ale
acestora.

Liza celulard a tulpinii poate fi, de asemenea, obtinutd prin lizd enzimatici, de exemplu prin
utilizarea unei proteaze si glucanaze pentru a ataca, la inceput, complexul manoproteic al peretelui celular
si apoi scheletul glucanului (Kitamura, 1982). Un produs adecvat pentru liza peretelui de tulpind este
produsul comercial Zymolase-20T (Seikagaku America, Inc., Rockville, MD). Lizozima poate fi de
asemenea utilizatd pentru liza straturilor de peptidoglican deoarece catalizeaza hidroliza legaturilor b-1,4-
glicozidice.

In conformitate cu un exemplu de realizare preferat, un fragment de perete al tulpinii C.acnes DSM
28251 poate fi obtinut prin tratarea tulpinii bacteriene cu sulfat de amoniu, de preferinti la o temperatura
mai micd decat temperatura camerei, de exemplu, 1n intervalul de la 10 la 2°C si In mod avantajos dupa
tratament suspensia este centrifugata si fragmentul precipitat este colectat.

fn mod avantajos, inainte de tratarea cu sulfat de amoniu, tulpina C.acnes DSM 28251 este uscati
s1 centrifugatd optional cu apa. Optional, dupd centrifugare, supernatantul rezultat din centrifugare este
incdlzit, de exemplu, 1a o temperatura de 40 pana la 95°C, de preferintd la 75-85°C si apoi récit, de exemplu,
cu apd rece, de preferintd la 3 pand la 15°C. Dupa aceea, etapa de precipitare se efectueazd prin incubarea
cu o solutie de sulfat de amoniu la o concentratie de la 20 pana la 60 % v/v, de exemplu la 2 pana la 10°C.
fn mod avantajos, dupd incubare suspensia obtinutd este centrifugatd si fragmentul precipitat poate fi
colectat. De exemplu, granula bacteriana este delipidata prin tratament Soxhlet utilizand solventi organici
selectati dintre eter-etanol, cloroform, metanol-cloroform si un amestec al acestora, apoi este uscat, de
exemplu, sub fluxul laminar de capotd. Dupa uscare, peletul se omogenizeaza prin 2 etape de tratament
Ultratturrax, de preferintd 1 minut fiecare, addugand apa distilatd, de preferintd in proportie de 1:2 p/V.
Dupa centrifugare, supernatantul este incalzit la 80°C si apoi ricit sub apéd rece, de preferintd la 3 péna la
15°C, si in final pe gheata. Ulterior, etapa de precipitare a fragmentului este realizata prin incubare cu 40%
v/v sulfat de amoniu rece timp de 24 de ore la 4°C. Dupd incubare, suspensia este centrifugata, iar
fragmentul precipitat a fost colectat si liofilizat.

In unele exemple de realizare, fragmentul de perete celular al Cutibacterium acnes depus cu
numirul de acces DSM 28251 este delipidat, adica tratat astfel incat fie sd indeparteze, fie sa reduca
considerabil componenta lipidicd a peretelui celular al bacteriei prin intermediul tehnicilor
chimice/biotehnologice. De exemplu, Cutibacterium acnes depus cu numarul de acces DSM 28251 este
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delipidat inainte de zdrobire pentru a produce fragmentele de perete celular. De obicei, fragmentele
delipidate ale peretelui celular al tulpinii conform inventiei cuprind zaharuri si lanturi peptidice, In mod
obisnuit legate Intre ele in glicopeptide care formeaza o plasa strAnsad. Zaharurile tipice ale peretelui celular
cuprind acid N-acetilmuramic si N-acetilglucozamina.

COMPOZITII FARMACEUTICE

Tulpina bacteriand DSM 28251 si tulpinile derivate in esentd ale acesteia sau un fragment sau un
postbiotic rezultat prin aceasta se dovedesc a fi extrem de avantajoase pentru aplicare industriald in
prepararea compozitiilor farmaceutice, in special pentru aplicare topica.

in conformitate cu un aspect, prezenta inventie se referd la o compozitic farmaceuticd care
cuprinde o tulpind bacteriand asa cum a fost definitd mai sus sau un fragment postbiotic care rezulta din
aceasta si un excipient acceptabil farmaceutic sau fiziologic. Purtitorul, diluantul sau excipientul adecvat
din punct de vedere fiziologic sau farmaceutic poate fi selectat pe baza ciii de administrare pentru care este
destinatd compozitia farmaceutica rezultata.

Compozitiile farmaceutice ale prezentei inventii cuprind orice compozitii obtinute prin
amestecarea unei tulpini aga cum este definitd aici, fragment al acesteia sau postbiotice ale acesteia conform
prezentei inventii i un purtitor acceptabil farmaceutic. Astfel de compozitii sunt adecvate pentru utilizare
farmaceuticd la un animal sau om.

Compozitiile farmaceutice ale prezentei inventii cuprind o cantitate eficientd terapeutic dintr-o
tulpind asa cum a fost definitd mai sus sau fragment/postbiotic al acesteia §i un purtdtor acceptabil
farmaceutic.

O compozitie farmaceuticd poate contine optional si alte ingrediente active. Termenul , purtédtor”
se referd la un vehicul, excipient, diluanti sau adjuvant cu care este administrat ingredientul activ sau
terapeutic. Orice purtitor si/sau excipient adecvat pentru forma de preparat doritd pentru administrare este
avut in vedere pentru utilizare cu tulpinile/peretele/postbioticele dezviluite aici.

Purtdtorul poate lua o mare varietate de forme in functie de forma de preparat doritd pentru
administrare, de exemplu orald sau parenterald, inclusiv intravenoasd. La prepararea compozitiilor pentru
forma de dozare orald, poate fi folosit oricare dintre mediile farmaceutice uzuale, cum ar fi, de exemplu,
apd, glicoli, uleiuri, alcooli, agenti de aromatizare, conservanti, agenti de colorare si altele asemenea, in
cazul preparatelor lichide orale, cum ar fi, de exemplu, suspensii, elixiruri si solutii, sau purtdtori cum ar fi
amidon, zaharuri, celulozd microcristaling, diluanti, agenti de granulare, lubrifianti, lianti, agenti de
dezintegrare si altele asemenea, in cazul preparatelor solide orale, cum ar fi, de exemplu, pulberi, capsule
si tablete tari si moi, cu preparatele orale solide fiind preferate preparatelor lichide.

fn anumite variante de realizare, tulpina/peretele/postbioticul din prezenta inventie poate fi
combinat ca ingredient activ Intr-un amestec intim cu un purtitor farmaceutic adecvat si/sau excipient
conform tehnicilor conventionale de combinare farmaceutica.

Compozitiile includ compozitii adecvate pentru administrare parenterald, inclusiv subcutanata,
intramusculara si intravenoasd, pulmonar, nazala, rectald, topica sau orald. Calea adecvatd de administrare
in orice caz dat va depinde partial de natura si severitatea starilor care sunt tratate si de natura ingredientului
activ. O cale exemplificativd de administrare este calea orald. Compozitiile pot fi prezentate convenabil in
forma de dozare unitard si preparate prin oricare dintre metodele binecunoscute in domeniul farmaciei.
Compozitiile preferate includ compozitii adecvate pentru administrare orald, parenterald, topici,
subcutanatd sau pulmonard, sub formi de inhalare nazald sau bucald. Compozitiile pot fi preparate prin
oricare dintre metodele binecunoscute in domeniul farmaciei.

Compozitiile farmaceutice pot fi sub forma de tablete, pilule, capsule, solutii, suspensii, emulsii,
pulbert, supozitoare si formuldri cu eliberare sustinuta.

Daci se doreste, tabletele pot fi acoperite prin tehnici apoase sau neapoase standard. In anumite
exemple de realizare, astfel de compozitii §i preparate pot contine cel putin 0,1 procente de tulpina.
Procentul de tulpind activd/perete/postbiotic in aceste compozitii poate fi, desigur, variat si poate fi in mod
convenabil intre aproximativ 0,1 procente pana la aproximativ 60 procente, 0,5 pand la 20% din greutatea
unitdtii. Cantitatea de tulpind activa/perete/postbiotic in astfel de compozitii utile terapeutic este astfel incét
se va obtine o dozd activd terapeutic. Tulpina/peretele/postbioticul poate fi de asemenea administrat
intranazal ca, de exemplu, picaturi lichide sau spray.

Tabletele, pilulele, capsulele si altele asemenea pot contine, de asemenea, un liant cum ar fi guma
tragacant, salcdm, amidon de porumb sau gelatind; excipienti cum ar fi fosfat dicalcic; un agent de
dezintegrare cum ar fi amidon de porumb, amidon de cartofi, acid alginic; un lubrifiant cum ar fi stearat de
magneziu; i un agent de Indulcire cum ar fi zaharoza, lactozd sau zaharind. Cand o forma de unitate de
dozare este o capsuld, aceasta poate contine, 1n plus fatd de materialele de tipul de mai sus, un purtitor
lichid, cum ar fi un ulei gras. Diferite alte materiale pot fi prezente ca acoperiri sau pentru a modifica forma
fizicd a unitdtii de dozare. De exemplu, tabletele pot fi acoperite cu selac, zahédr sau ambele. Un sirop sau
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elixir poate contine, In plus fatd de ingredientul activ, zaharoza ca agent de indulcire, metil si propilparabeni
ca si conservanti, un colorant si un agent de aromatizare, cum ar fi aroma de cirese sau portocale. Pentru a
preveni descompunerea in timpul tranzitului prin portiunea superioard a tractului gastrointestinal,
compozitia sd fie o formulare acoperitd enteric.

fn cadrul inventiei, utilizrile topice sunt preferate. In consecintd, in anumite exemple de realizare
preferate, compozitia este pentru aplicare locald. In aceasti cerere, compozilia care contine
tulpind/perete/postbiotic asa cum este definitd aici poate fi aplicata pe pielea fiintelor umane.

Compozitiile pentru administrare topicd includ, dar nu se limiteaza la, unguente, creme, lotiuni,
solutii, paste, geluri, batoane, lipozomi, nanoparticule, plasturi, bandaje si pansamente pentru rani. in
anumite variante de realizare, formularea topica cuprinde un amplificator de penetrare.

Compozitiile pentru administrare pulmonara includ, dar nu se limiteaza la, compozitii de pulbere
uscatd constand din pulbere dintr-o tulpind/fragment/postbiotic si pulberea unui purtétor si/sau lubrifiant
adecvat. Compozitiile pentru administrare pulmonard pot fi inhalate din orice dispozitiv adecvat pentru
inhalare de pulbere uscatd, cunoscut unei persoane de specialitate in domeniu.

De obicei, compozitia pentru utilizare locald poate contine o cantitate din tulpina bacteriana
identificatd mai sus de la 0,00001% péna la 10%, de la 0,0001 pand la 3%, de la 0,1 pand la 2% greutate
fata de greutatea totald a compozitiei.

Compozitia pentru aplicare topicd poate fi sub forma solida, semisolida sau fluida. Formularile
adecvate In forma solidd includ creme, geluri, alifii, paste, unguente, creme, plasturi.

Compozitia pentru aplicare locala sub forma fluida poate fi sub forma de lotiuni, geluri, suspensii,
emulsii.

in cazul formelor de formulari fluide sau semi-fluide, tulpina bacteriand poate fi diluatd ntr-un
purtdtor in forma lichidd acceptabild fiziologic, cum ar fi api, alcool, solutie hidroalcoolica sau de gliceril
sau amestecatd cu alte lichide adecvate pentru aplicare locala.

Cu titlu de exemplu, compozitiile conform inventiei sub formd lichidd pot fi preparate prin
dizolvarea sau dispersarea tulpinii bacteriene sau a unui produs secundar al acesteia in apd si/sau alcool.
Compozitia lichida poate fi tamponatd pentru a atinge un interval de pH selectat in mod convenabil de la 5
la 7 pentru a fi compatibil cu pH-ul pielii si apoi filtratd si ambalatd in recipiente adecvate, cum ar fi sticle
sau flacoane.

Intr-o varianta de realizare, formularea pentru aplicarea locala este sub forma de cremd sau emulsie
care contine tulpina bacteriand purtatd Intr-un excipient adecvat.

Conform altor variante de realizare, compozitia inventiei este in formd pentru administrare
sistemica, in special pentru administrare orala. In aceste cazuri, compozitia contine fulpind bacteriand asa
cum s-a definit anterior si unul sau mai multe vehicule sau / mai multi excipienti adecvati pentru
administrare sistemicd.

Administrarea compozitiilor se realizeazd conform unui protocol i la o doza suficientd pentru a
reduce boala tinta la subiect.

in unele exemple de realizare, in compozitiile farmaceutice ale prezentei inventii, principiul sau
principiile active sunt in general formulate in unitdti de dozare. Unitatea de dozare poate contine de la
0,00001 la 1000 mg dintr-o tulpind/perete/postbiotic per unitate de dozare pentru administrare zilnica.

fn unele realizari, cantitatile eficiente pentru formularea topicd vor depinde de severitatea bolii,
tulburdrii sau stérii, de terapia anterioara, de starea de sdnatate a individului si de raspunsul la medicament.
fn unele exemple de realizare, doza este in intervalul de la 0,001% in greutate pana la aproximativ 60% in
greutate din formulare.

Cand sunt utilizate 1n combinatie cu unul sau mai multe alte ingrediente active,
tulpina/peretele/postbioticul prezentei inventii si celdlalt ingredient activ pot fi utilizate In doze mai mici
decét atunci cand fiecare este utilizat separat.

In ceea ce priveste formuldrile cu privire la orice varietate de cai de administrare, metodele si
formuldrile pentru administrarea medicamentelor sunt dezvéluite In Remington's Pharmaceutical Sciences,
Editia a 17-a, Gennaro si colab. Eds., Mack Publishing Co., 1985, si Remington’s Pharmaceutical Sciences,
Gennaro AR ed. Editia a 20-a, 2000, Williams & Wilkins PA, SUA, si Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, 21st Edition, Lippincott Williams & Wilkins Eds. , 2005, si in Ansel's Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, editia a 8-a, Eds. Lippincott Williams & Wilkins, 2005.

fn anumite exemple de realizare, compozitia conform inventiei pentru administrare orala este un
produs nutritiv, sau dietetic, sau nutraceutic.

Exemple de exemple de realizare si proceduri preferate ale prezentei inventii sunt descrise mai jos
pentru a ilustra inventia.

EXEMPLUL 1
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Migrare potentiald in vitro a celulelor fibroblaste umane stimulate cu supernatant derivat dintr-o
culturd de tulpind bacteriand Nr. acces DSM 28251.

Scopul studiului

Unul dintre mecanismele de actiune a supernatantului unei culturi de tulpini bacteriene Nr. de
acces DSM 28251 este atribuit unui efect postbiotic. Termenul post-biotic se referd la produse secundare
metabolice ale microorganismelor, in special bacterii si/sau probiotice. De obicei, postbioticele sunt
produse prin activitatea metabolicd sau procesele fermentative ale bacteriilor, cum ar fi probioticele
(microorganisme vii care exercitd efecte benefice pentru gazde atunci cand sunt administrate In cantitéti
adecvate).

Postbioticele joacd un rol extrem de important in reglarea sdnatétii si mentinerea unei microbiote
sdndatoase.

Unul dintre scopurile acestui studiu este de a evalua efectul postbiotic asupra migrarii celulelor
fibroblastice ale pielii umane imortalizate, pentru a evalua daca cu supernatantul derivat dintr-o culturd de
tulpind bacteriand Nr. de acces DSM 28251 se favorizeaza migrarea acestei linii celulare.

Probe testate

Supernatant derivat dintr-o culturd de tulpind de bacterii cu nr. de acces DSM 28251,
Materiale si metode
Bacterii

Tulpina de bacterii cu nr. de acces DSM 28251 a inventiei a fost crescutd in mediu de bulion de
infuzie Brain Heart (BHI) peste noapte la 37°C si apoi pentru a evalua efectul postbiotic, supernatantul din
cresterea bacteriand a fost centrifugat si ulterior filtrat (0,45 pm) pentru a elimina celulele bacteriene.
Inainte de utilizare, o alicota a fost placata pe BHI Agar si incubata timp de 24 de ore la 37 ° C pentru a
verifica absenta cresterii microbiene.

Linie celulard

Celulele fibroblastice netumorigenice ale pielii umane au fost (mentinute in baloane de culturd de
25 cm2 1n mediu Eagle modificat de Dulbecco (DMEM) suplimentat cu 1% L-glutamind 200 mM,
penicilind (100U/mL), streptomicind (100 png/mL) si 10% FBS. Celulele, dupd spalare cu DPBS, au fost
detasate la temperatura camerei cu 0,25% solutie de tripsind-EDTA 1X si vor fi observate la microscop
inversat pand cand stratul celular va fi dispersat (de obicei in 5 minute). Celulele au fost placate in pu-Dish
(diametru 35 mm) care contine insertia de culturd (cod. 81176 Ibidi, Giemme, Italia). Insertia de cultura
constd din doud godeuri; cAnd ambele godeuri sunt umplute cu celule aderente un gol lipsit de celule (canal)
de aproximativ 500 um este creat dupd indepartarea insertiei de culturd. Suspensia de celule se pastreazi la
37°C 1n 5% CO2 in DMEM suplimentat cu 1% L -glutamina 200 mM, penicilind (100U/mL), streptomicina
(100 ug/mL) si 10% FBS. Dupa 24 de ore de atasare adecvati a celulei, insertia de culturd va fi indepértata
cu ajutorul unei pensete sterile si p-Dish-ul a fost umplut cu mediu (2 mL).

Experiment celular pentru analiza migratiei

Celulele au fost tratate cu supernatant, filtrat anterior, derivat dintr-o culturd de bacterii Aileens
diluate 1:10 si 1:100 cu DPBS (Solutie salind tamponatd cu fosfat a lui Dulbecco / Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline). In plus, fibroblastul tratat cu BHI diluat 1:10 si 1:100 cu DPBS s-au utilizat ca martor.

Celulele vor fi mentinute incd 24 de ore. Gradul de migrare a celulelor va fi fotografiat de Digital
Microscope Eyepiece si masurat folosind software-ul de analizd a imaginii, Image J (V 1.45s, furnizat de
Institutul National de Sanitate, SUA). Fiecare imagine va fi ulterior transformatd in negativ folosind o
functie a software-ului si apoi mésuratd. Experimentele au fost efectuate In trei exemplare, iar rezultatele
au fost exprimate ca medie + SE. Testul T Student va fi utilizat pentru semnificatia statisticd. Valorile
p>0.,05 vor fi considerate semnificative statistic.

Rezultate

Rezultatele obtinute aratd cd supernatantul din tulpina bacteriana nr. de acces DSM 28251 diluat
1:10 si 1:100 cu DPBS promoveaza migrarea celulelor (figura 1 si 2). In plus, BHI diluat 1:10 si 1:100 cu
DPBS nu interfereazad cu migrarea fibroblastelor.

EXEMPLUL 2

Activitatea tulpinii bacteriene ucise termic depusd sub Nr. de acces DSM 28251 cu DSMZ asupra
cresterii microorganismelor patogene umane.
Material si metode

Tulpina bacteriand a fost crescutd In mediu de infuzie Brain Heart (BHI) o/n la 37°C si apoi ucisa
la céldura la 60°C timp de 1 ora.

Cultura a fost spilatd cu apd pentru a spila mediul §i cultura fird mediu a fost diluatd la 10°C7,
108 i 10° CFU/ml atat in in mediu Muller Hinton (MH), ¢t si Sabouraud. 10° celule/ml inocul de S. aureus
ATCC 29213 51 E coli ATCC 11775 au fost crescute In trei exemplare in volumul final de 150 ul din fiecare
dilutie Muller Hinton a culturii ucise la caldur intr-o placd cu 96 de godeuri. In mod similar, 10° celule/ml
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inocul de C. albicans au fost cultivate in trei exemplare in dilutii 107, 106 si 10° Sabouraud ale culturii
bacteriene ucise. Ca martori, au fost produse triplicate ale tuturor dilutiilor in ambele medii, precum si
martori pentru cresterea tulpinilor cu 103 celule/ml inocul de S. aureus si tulpini de E.coli si C. albicans in
volumul final de 150 ul de mediu Muller Hinton si Sabouraud, respectiv. Densitatea opticd (0.D.) la
lungimea de undd de 600 nm a fost méasuratd pentru fiecare godeu inainte de (TO) si dupd 3, 6, 20 si 24 de
ore (T3, T6, T20, T24) de incubare la 37°C. Cresterea ca tendintd a valorilor O.D. observate pentru fiecare
tulpind In mediul addugat prin tulpina ucisd la cdldurd a fost comparatd numai cu cea din mediul Muller
Hinton sau Sabouroaud.

Capacitatea tulpinii bacteriene Nr. de acces DSM 28251 de a interfera sau inhiba cresterea
microbiand a bacteriilor si ciupercilor intdlnite in mod obisnuit in pielea umand (vezi Tulpinile bacteriene
testate) a fost testatd cu o metoda spectrofotometrica descrisa de Hall si colab.

Inhibarea cresterii microbiene a fost evaluata In placi de polistiren cu 96 de godeuri. Dilutiile in
serie ale amestecului tindalizat (107 la 103 CFU/ml) au fost inoculate cu microorganismele testate, impreuna
cu microorganismele singure (martor) si mediu (martor). Toate tulpinile microbiene au fost testate conform
ghidurilor CLSI (Clinical Standard Laboratory Institute) [3,4].

La intervale definite (3, 6, 20 si 24 de ore 1) a fost efectuata o citire spectrofotometricé la 600 nm.
Rezultatele au fost furnizate ca si curbe de crestere (microorganism singur) si curbe de inhibitie
(microorganism si concentratii tindalizate). Fiecare experiment a fost efectuat de opt ori si repetat de trei
ori, rezultatele au fost exprimate ca medie =+ SD.

Tulpini bacteriene testate:

. Staphylococcus aureus
° Candida albicans
° Escherichia coli

Rezultatele sunt raportate in Figura 3 anexata.

Dupa cum se evidentiaza in Figura 3, addugarea tulpinii bacteriene Nr. de acces DSM 28251 a
inventiei la culturile de S aureus Incetineste Intr-o doza dependentd faza logaritmica de crestere.

Rezultate similare se gisesc cu C. albicans.

Aceste date experimentale sustin un efect inhibitor pentru tulpina bacteriand Nr. de acces DSM
28251 conform inventiei.

Test comparativ cu mediul de culturd singur (adica fara tulpina 28251).
EXEMPLUL 3
Teste cu formulari care contin tulpina DSM 28251 a inventiei asupra cresterii de C. albicans
Material si metode
Formulari testate

A) o formuld de baza (fard tulpina DSM 28251 )

B) o formula cu 1% tulpind DSM 28251

C) o formuld cu 2,5 % tulpind DSM 28251

D) o formuld cu 2,5% tulpina DSM 28251 (2x C40)

Formula de bazd a formuldrii contine api, triglicerid caprilic/capric, unt de glicerina
butyrospermum parkii.

Procedura

Fiecare formulare a fost inclusa In mediul de agar (20%) 1n pléci cu 4 sectoare. Cele 4 sectoare au
fost folosite pentru placarea diferitelor dilutii fungice (10-5 10-8 CFU/ml), aceleasi dilutii au fost placate
pe medii fara formuldri, ca martor. Dupd inoculare, plicile cu formularea au fost incubate la 37° timp de
48 de ore. Cresterea fungicd in mediul cu formuldri a fost verificatd fatd de control. Mai mult, au fost
inregistrate pH-ul mediului singur si formule/mediu, pentru a verifica o posibild interferentd cu starea de
virulent la cea de tranzitie de non-virulentd a C. albicans.

Rezultate

La martor, s-a observat o formare evidenta a numeroase colonii cu morfologia tipicd alba si tulbure
(2x109 CFU/ml).

Din constatérile microscopice, observim morfologiile celulare caracteristice microorganismului
patogen cu producerea de hife fungice.

Pentru toate formuldrile testate se observa formarea unei patine opace cu formarea esuatd a hifelor,
doud caractere care sunt asociate cu trecerea agentului patogen din starea de virulentd la cea de non-
virulenta.

Mai mult, pH-ul mediului de culturd singur (S) este similar cu formulele medii de pH; prin urmare,
modificarea pH-ului nu pare sé fie implicatd in comutarea fenotipica.

B L=



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 4107293 T2 2024.09.30
12

Concluzii

La C. albicans s-a observat o variatie a morfologiei coloniilor: in absenta formularilor s-au
observat coloniile tipice cu aspect ldptos, in timp ce in prezenta formuldrilor s-a obtinut o patind omogena
si translucidd. Aceastd variatie a fost confirmati si la nivel microscopic, fard formuléri. Microorganismul a
fost observat atét ca drojdie, cat si ca mucegai (prezenta hifelor), in timp ce in prezenta formulelor doar ca
drojdie.

Aceastd observatie este o dovadd a activitdtii inhibitoare asupra cresterii Candida albicans a
formularilor care contin tulpina selectatd a inventiei.

EXEMPLUL 4

Actiunea inhibitoare a unei formuldri care contine tulpina DSM 28251 (LimpiAD) impotriva
toxinelor/catabolitilor produsi de S. aureus: test Galleria mellonella in vivo si test de exprimare a genelor
Introducere

Actiunea potentiald a formulei si a principiului activ ca agenti capabili sd reducd efectele S. aureus
au fost testate toxine pe o tintd biologicd specificd. S. aureus este unul dintre cele mai cunoscute
microorganisme in etiologia si dezvoltarea dermatitei atopice. Unul dintre principalele sale mecanisme de
patogenezd este producerea unei game largi de toxine.

Formula testatd LimpiAD contine apd, triglicerid caprilic/capric, unt de glicerina butyrospermum
parkii.

In acest scop, a fost efectuat un test in vivo folosind Larvele de Galleria mellonella. Molia de ceard
mai mare Galleria mellonella (G. mellonella) este un organism model care este deja validat pentru
experimente de infectie bacteriand si pentru teste de toxicitate farmacologicd. Reprezintd un instrument
esential pentru screening-ul preliminar al noilor compusi si o evaluare rapida si fiabild a activitatii inhibitorii
potentiale si, prin urmare, ar trebui sd reducd numdérul de experimente necesare folosind modele de
mamifere [6].

Larvele de G. mellonella oferd mai multe optiuni pentru livrarea usoard a agentului patogen, cum
ar f1 aplicarea topicd, administrarea orald si injectarea. Microorganismul poate f1 injectat direct in hemocelul
larvarului si, prin urmare, larvele primesc o cantitate cunoscutd de agenti patogeni.

Un alt avantaj al modelului G. mellonella este posibilitatea de a evalua expresia genelor legate de
imunitate si stres. Astfel, pentru a investiga actiunea dispozitivului pe larvele G. mellonella inoculate cu
supernatantul de S aureus, s-a efectuat testul qPCR pentru a evalua efectul LimpiAD asupra imunitatii si
genelor de stres ale G. mellonella. Au fost selectate gene care joacd un rol crucial in raspunsurile imunitatii
insectelor la infectie: fagocitoza, reglarea citokinelor, adeziunea celulard si inhibitorul de metaloproteinaza.
Material si metode
Tulpini microbiene testate si conditii de culturd

Staphylococcus aureus ATCC BAA1680 si Staphylococcus aureus ATCC 29213 au fost crescute
in bulion de perfuzie Brain Hearth si incubate in conditii termice la 37°C peste noapte.

Prepararea supernatantelor: culturile peste noapte ale ambelor tulpini de Staphylococcus au fost
centrifugate la 5000 rpm timp de 5 minute. Celulele bacteriene reziduale au fost indepértate prin sterilizare
pe filtru (0,22 um) si diluate in solutie salind Intr-un raport (1:2).

Supernatantii diluati au fost amestecati (1:5 g/v) cu trei formuldri diferite (Tabelul 1):

. LimpiAD A (formula de bazi, fard componenta activi);
. LimpiAD D (cu 2,5% componenta activa);
. componenta activa singura.

Dupa 1 ora si 4 ore de incubare a formulérilor, supernatantele au fost recuperate prin centrifugare
si utilizate pentru a inocula Larvele de Galleria mellonella. Larvele tratate injectate cu supernatante (fard
formulare) si mediul de culturd singur (bulion de infuzie BrainHearth) Intr-un raport de 1:2 au fost utilizate
ca martori (Figura 25).

Pentru a evalua supravietuirea larvelor infectiei cu larve de G. de mellonella : larvele au fost
selectate pe baza greutitii si marimii si impértite in grupurile experimentale enumerate n Tabelul 1. Larvele
au fost inoculate prin injectare folosind un distribuitor repetat previzut cu o seringd de insulind (BD,
Wellington) si un ac ultrafin de 1 ml prin ultimul proleg al larvelor. Dupd inoculare, larvele pentru fiecare
conditie au fost incubate Intr-o cutie Petri la 35°C si s-a observat supravietuirea In urmatoarele 96 de ore.

Tabelul Nr. 1 Substante testate si numarul de larve de G. Mellonella injectate pentru fiecare grup

Substante testate Nr. de larve
Supernatant ATCC BAA 1680/292134+LimpiAD A (1h) 20
Supernatant ATCC BAA 1680/29213+LimpiAD A (4h) 20
Supernatant ATCC BAA 1680/29213+LimpiAD D (1h) 20
Supernatant ATCC BAA 1680/29213+LimpiAD D (4h) 20
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Supernatant ATCC BAA 1680/29213+componenta activa (1h) 20
Supernatant ATCC BAA 1680/29213+componenta activa (4h) 20
Supernatant ATCC BAA 1680/29213 pozitiv CNTR  1:2 20
CNTR negativ (BHI) 1:2 20
Solutie salind 20

Eseul expresiei genice: gqPCR

Trei larve de supravietuire pentru fiecare grup (Martor, solutie salind; Infectat, supernatant ATCC
BAA1680; Tratat cu supernatant ATCC BAA1680 S aureus) au fost recuperate la 96 de ore dupa tratament.
ARN a fost extras In reactiv TRI (Sigma Aldrich) urmand protocolul producatorului. Extractele de ARN au
fost cuantificate spectrofotometric apoi transcrise invers in ADNc folosind un amestec de sinteza
ReadyScript™ de ADNc (Sigma Aldrich)

Functia si secventele denumirilor primerilor utilizate In expresia genelor sunt enumerate in
Tabelul 2. Pliurile expresiei genei 1n raport cu o gend de referintd EF1, au fost determinate in probele
normalizate de citre Rotor-Gene Q - QIAGEN, cu PowerSYBR®(AppliedBiosystems). Conditiile de ciclu
au fost 95°C 5 min, apoi 42 de cicluri de: 95°C 5 sec, recoacere 10 sec, 72°C 20 sec. O atingere initiald a
valorii de 1°C pe ciclu de la 65°C pentru primele 5 cicluri, a dus la o amplificare optima pentru toti locii.
Toate experimentele au fost efectuate in trei exemplare pentru trei masuratori diferite [7].

Tabelul 2. Prlmerll utilizati pentru a anallza expresia genelor in Larve de Gallerm mellonella

;Primer Proces :Func‘gle Prlmer inainte :aner nvers
EFl gFactoml de éintreginere gAACTCCTTACAGTGAATCC :
5 talungire 1 -Alfa i ATGTTATCTCCGTGCG

| AG

Impi  Metaloproteinaza iGenatintai :TAGTAAGCAGTAGCATAGTCC |
5 é § é i GCCATCTTCACAGTAG
CA

‘Glut  Raspuns la stresul {Gena tinti | CCACACTGTGAGGCAACATT |

f  oxidativ, § § { GTTTGCTTAGCACGG?
g : s i CACA

Cytk ‘Reglarea {Gena tinti { CGAGCTAAAGACAGGCGATT |

i citokinelor : TCACCTGCGGTTGAAT
? ? f | CATA

‘Phag ‘Fagocitozi ‘Genatinta | ATTGCTAGCCAGGTTCAGGA

i : : ; | AGCTATTTGGCGGAA/

| CTCA

Prepararea supernatantului si a S. aureus utilizate in test sunt ilustrate In Figura 5.
Supravietuirea larvelor

In comparatie cu grupurile de control, supernatantii care au fost pre-incubati timp de o ord cu
formulele de testare au fost mult mai putin letali.

Astfel cresterea supravietuirii a larvelor de S. aureus ATCC BAA1680 a atribuit actiunea
componentelor active.

fn mod similar, dupa 4 ore de incubare, activitatea formulei de bazd A a fost confirmata la un nivel
mai mic, In timp ce formula D a confirmat cea mai mare supravietuire a larvelor .

In ceea ce priveste tulpina de S. aureus ATCC 29213, a fost confirmati si activitatea mai scazuta
pentru formula de bazd A fatd de celelalte formule testate. In acest caz, componentele active au produs o
crestere mai mare de supravietuire a larvelor respectand formula D, atét In pre-tratamente de 1 ord, cat si
in 4 ore.

In total, aceste rezultate au sugerat ¢ respectiv componentele active ar putea interfera cu
patogeneza asociatd toxinelor/catabolitilor produsi de S. aureus ATCC BAA1680. Mai mult, actiunea ar
putea fi apreciatd deja dupa 1 ord de incubare atét pentru tulpini, cét si pentru tulpina de S. aureus ATCC
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29213 intensitatea interferentei a rezultat mai mare cu cit este mai prelungita interactiunea presupusi cu
toxinele/catabolitii din supernatanti (Fig. 27-28).

fn schimb, gena 18-wheeler a fost hipo-exprimatd (99,98%) in grupul infectat, comparativ cu
grupul tratat. Preincubarea LimpiAD, prin urmare, a crescut semnificativ expresia acestei gene implicate In
adeziunea si migrarea celulelor.
Testul expresiei genelor

Expresia celor doud gene legate de stresul metabolic IMPI si GLUT nu a fost modificata
semnificativ in comparatie cu controlul in ambele grupuri, asa cum se evidentiazd in Fig. 7. Prin urmare,
LimpiAD nu modifica expresia acestor gene. Expresia celor doud gene legate de imunitatea inndscutd a fost
exprimatd diferit in grupul infectat decat in grupul tratat. Citokinele inflamatorii care regleazd gena CITOK
(cascada NF-kappa B) au fost supra-exprimate (93,8%) in grupul infectat comparativ cu grupul tratat. Prin
urmare, LimpiAD a redus expresia citokinelor proinflamatorii.

Tabelul 3. Expresia genel G. mellonalla’s in urma tratamentului cu leplAD/lnfectat

% din expresie Tratat/infectat 'Exprlmare

S

IMPI 6,56 % Ipo-exprimat

GLUT 6,56 % Supraexprimat
CITOK 93,08% Ipo-exprimat
;18 wheeler 99,08 iIpo-exprimat
Concluzie

Infectiile cu tulpini patogene de Staphylococcus aureus sunt considerate un factor daunitor in
dermatita atopicd deoarece aceste microorganisme, producidtoare de cataboliti, stimuleaza eliberarea de
citokine inflamatorii si contribuie la deteriorarea barierei epidermice si la manifestarea simptomelor
caracteristice bolii.

Rezultatele obtinute sugereazi ca respectiv componentele LimpiAD reduc efectul catabolitilor
produsi de S. aureus asupra supravietuirii larvelor de G. mellonella injectate.

Mai mult, tratamentul cu LimpiAD a redus expresia citokinelor proinflamatorii si a crescut
expresia genei 18-wealer implicatd In adeziunea si migrarea celulelor. Datele obtinute din exprimarea
stresului metabolic si a genelor de imunitate oferd dovezi suplimentare cu privire la mecanismul de actiune
al dispozitivului LimpiAD.

EXEMPLUL 5
Test Comparativ in vitro

Un test comparativ cu C. acnes DSM 28251 tindalizat fatd de alte tulpini de cutibacterium privind
cresterea microorganismului patogen al pielii.
Scopul testului

Activitatea inhibitoare a bacteriilor ucise termic tulpina de C. acnes DSM 28251 asupra bacteriilor
care colonizeaza pielea a fost comparatd cu activitatea a patru tulpini diferite din aceeasi specie (tulpini de
Cutibacterium cu aceeasi compozitie de peptidoglican) si o tulpind de C. granulosum care sunt foarte
apropiate din punct de vedere evolutiv (proximitate filogenetica).

Scopul acestui studiu a fost de a evalua dacd tulpina de C. acnes DSM 28251 are proprietiti
deosebite sau Imbundtatite in comparatie cu alte specii cu proximitate filogenetica.

In acest scop, patru tulpini de Cutibacterium spp. (Trei Cutibacterium acnes si una Cutibacterium
granulosum) care diferd de tulpina DSM 28251, fie prin filotip, fie prin distanta filogenetica, au fost alese
sl testate (tulpina testatd).

In studiu au fost incluse si doua tulpini de C. acnes (DSM 30738 si 30753) ale caror caracteristici
nu sunt cunoscute, desi apartin aceleiasi specii ca si tulpina DSM 28251 din aceastd inventie.

TULPINI TESTATE (Cutibacterium genus)

Cutibacterium spp.  Compozitie Distanta filogeneneticd de la
Peptidoglican C acnes DSM 28251
(tip filotip murein) (omologie 16% 165 ADNr)
C.acnes DSM 28251 A3y LL-Dpm-Gly I
1.C.acnes ATTC 11828 A3y LL-Dpm-Gly II 99,9%
2.C.granulosum A3y LL-Dpm-Gly NA* 94,0%

DSM 20458
ATTC 11829
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3. C.acnes DSM A3y LL-Dpm-Gly | 99,9%
4. C.acnes DSM A3y LL-Dpm-Gly | 99,9%
5. C.acnes DSM Nav* Nav* Nav*
6. C.acnes DSM Nav* Nav* Nav*
NA*: neatribuit. Clasificarea filotipurilor este disponibild doar pentru tulpini de C. acnes.

Nav*: nu este disponibil
MICROGANISME PATOGENE ALE PIELEI

Activitatea inhibitorie a celor sase tulpini de Cutibacterium de mai sus a fost testatd impotriva
urmétoarelor cinci microorganisme care sunt agenti patogeni ai pielii bine cunoscuti si reprezentati pe scara

larga:

) S. aureus ATCC 29213

) S. aureus ATCC BAA-1680

° S. aureus DSM 20491

. S. epidermidis ATCC 12228

) Candida albicans ATCC 90028

MATERIALE SIMETODE
Prepararea bacteriilor ucise termic (Cutibacterium)

Cutibacterium testat au fost distrusi prin tindalizare (sterilizare fractionatd).

Toate tulpinile de Cutibacterium au fost crescute in bulion BHI (Brain Heart Infusion) cu
suplimentare de 20% la o temperaturd de 37°C pani la faza exponentiald maxima de crestere verificatd prin
citire spectrofotometricd (O.D. 600 nm). Ulterior, mediul a fost indepartat prin centrifugare si prelucrat
pentru testarea supernatantului. Peletul bacterian a fost spdlat in solutie salind (NaCl 0,9%) pand la
indepértarea completd a oricarui supernatant rezidual si apoi diluat la o concentratie de 0,5McFarland
(1,5x10%CFU/ml).

Inoculul titrat a fost supus tindalizarii.

Procesul de tindalizare a implicat incdlzirea la 80°C timp de 30 de minute pentru a distruge formele
vegetative, urmatd de o pericadd de incubare la 37°C timp de 24 de ore pentru a promova germinarea
celulelor vegetative ramase care nu au fost ucise de tratamentul termic, apoi materialul a fost din nou adus
la 80°C timp de 30 de minute. Intregul ciclu termic a fost repetat de 3 ori. O parte alicotd din materialul
tindalizat a fost Insdmantatd pe Columbia Blood Agar si incubatd la 37°C in aerobiozd timp de 24 de ore
pentru a verifica absenta cresterii microbiene si implementarea corectd a procesului. Celulele bacteriene
tindalizate au o capacitate de replicare si enzimaticd inactivatd, mentinand In acelasi timp structura si
peretele celular, deci intacte din punct de vedere fiziologic si, din acest motiv, active imunologic.
Evaluarea activitatii tulpinilor ucise asupra cresterii microorganismelor patogene

Capacitatea tulpinilor de C. acnes ucise termic de a interfera si/sau inhiba cu/asupra cresterii
tulpinilor de Staphylococcus testate si a unei tulpini de C. albicans a fost evaluatd folosind o metoda
spectrofotometrica.

Tulpinile ucise termic au fost testate folosind acelasi mediu de crestere (bulion BHI, suplimentat
cu 20% in concentratie) prin urmatoarea procedurd:
Bacteriile ucise termic au fost diluate anterior la concentratia finala de 10° CFU/ml si apoi inoculat cu
microorganismele patogene ale pielii dupa cum urmeaza.

In triplu exemplar, 100 ul de culturi active de tulpini de S. aureus ATCC@ BAA-1680™, S. aureus
DSM 20491, S. aureus ATCC® 29213™, §. epidermidis ATCC@ 12228™ si C. albicans ATCC® 90028™
testate au fost inoculate in godeurile fiecdrui fragment. Fiecare tulpind bacteriani a fost crescutd anterior in
mediu BHI la 37°C pani la stadiul de crestere exponentiald si celulele au fost colectate prin centrifugare la
3000 rpm timp de 5 minute. Peletul a fost resuspendat in mediu BHI proaspét pentru a obtine suspensii cu
o concentratie de 1 x 10° CFU/ml.

Aceste suspensii au fost utilizate ca inocule 1n godeurile placii cu 96 de godeuri.

Placile cu 96 de godeuri au fost preparate in trei exemplare, fiecare cu controale experimentale,
adicd tulpinile inoculeaza singure fard niciun fragment adaugat si ,,martorii” experimentului (mediu BHI
cu fiecare fragment) pentru calibrarea spectrofotometrica.

Densitatea opticéd la 600 nm (O.D. 600 nm) a fost masuratd utilizdnd sistemul VICTOR Multilabel
Plate Reader (PerkinElmer) si a fost consideratd ca valoare de crestere la momentul zero (TO) pentru fiecare
tulpind si tratament. Mésurdtorile ulterioare au fost efectuate dupd 2, 4, 6, 8, 18, 20, 22 si 24 de ore in timpul
perioadei de incubatie. Valorile O.D. au fost normalizate fatd de martori si controale si apoi analizate pentru
a evalua tendinta de crestere a diferitilor germeni cu/fard (CTR) fragmentele de perete. Rezultatele au fost
raportate ca valoare medie + S.D. (Deviatia standard), iar curbele de crestere au fost obtinute prin analiza
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de regresie neliniard utilizand o functie Sigmoidald adecvata cresterii bacteriene. Analizele au fost efectuate
cu software-ul Graph Pad Prism versiunea 7.0a.
REZULTATE

Curbele de crestere ale microorganismului patogen al pielii in prezenta si absenta (controlul)
bacteriilor ucise termic ale Tulpinilor de Cutibacterium sunt prezentate in figura 9. O primd evaluare
calitativd AUC arata cd ucisd termic C. acnes DSM 28251 are un efect inhibitor imbunétatit asupra cresterii
microbiene pentru toate microorganismele patogenice testate ale pielii.

Urmitorul Tabel 2a raporteazd o evaluare cantitativd a AUC pentru fiecare derivat fatd de toate
microorganismele testate. Aceste valori confirmd ceea ce este ardtat in Figura 9 in care bacteriile ucise
termic obtinute din C. acnes DSM 28251 aratd o influentd/activitate inhibitorie remarcabild asupra cresterii
tuturor microorganismelor cutanate testate.

Tab 2a. Valorile ariei sub curbd (AUC) si erorile standard relative (albastru deschis) ale curbelor de crestere
prezentate in figura 2 cu/fard bacterii ucise termic (de control). Scala de culori pentru fiecare tulpind indica
1ntervalul valorilor AUC de la valoarea AUC minord (rosu Inchis) la valoarea AUC majord (verde inchis).

.DSM ATCC DSM DSM DSM DSM DSM |Control |
28251 11828 20458 (1897 (16379 (30738 130753

'S. aureus ATCC Suprafata 11,92 (1518 1454 1326 113,02 (1411 [1472 1555
20213 totala |

Eroare 10,61 1025 1018 028 627 633 013 057

:Std.
'S, aureus ATCC :Suprafata 12,38 11501 113,39 112,71 11340 114,54 15,55
BAA-1680 ‘totald f
' ‘Eroare 0,40 042 1039 031 1048 054 10,58
§Std :
'S. aureus DSM Suprafata i9,16 10,86 110,15 i9,55 110,86 11,04 111,38
20491 ‘totald : :
': Eroare 10,56 023 10,14 025 016 032 (0,19 025
. :Std. 5
S epidermidis éSuprafaga
ATCC 1228 totald |
‘: EEroare
§Std
.C. albicans ATCC :Suprafata
190028 totald : :
: §Eroare 0,60 1647 089 021 036 1021 1035 0,58
:Std. ‘

Reducerea procentuald a cresterii in comparatie cu conditiile de control este prezentatd in
urmitorul Tabel 2b. Aceste date confirma rezultatele discutate mai sus, evidentiind activitatea Tmbunétatita
a C. acnes DSM 28251 ucisa termic fatd de tulpinile comune de C. acnes.

Tab 2b. Procent de crestere in scddere fatd de starea de control (fard inocul de bacterii ucise termic). Scala
de culori pentru fiecare tulpind indicd intervalul de scddere: de la scddere majord (rosu Inchis) la scddere
minord (verde Inchis) a cresterii (%).
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.DSM  ATCC  iDSM  \DSM DSM  DSM  DSM
28251 11828 120458 11897 16379 30738 30753

'S. aureus ATCC29213

'S. aureus ATCC BAA- !
11680 :

R SN R AR RN R RE R SRR RN RS

S.aureus DSM 20491 119,135 10,439 4,148 10415 15719 4148 2,560
'S. epidermidis ATCC:15834 7,004 15392 11,578 113,734 19,875 {11,464
11228

\C. albicans ATCC 31207 118979 16,746 120946 |19.617 20362 26,582
190028 : : %

EXEMPLUL 6

Testul comparativ din Exemplul 5 a fost repetat folosind postbiotice/supernatanti din toate
tulpinile de C. acnes (in loc de tulpinile ucise termic din Exemplul 5).

Scopul testului

Activitatea inhibitorie a postbioticelor/supernatantilor obtinute(i) din aceleasi sase tulpini de
Cutibacterium din Exemplul 5 pe aceleasi microorganisme patogene ale pielii din Exemplul 5 au fost
comparate.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua daci un postbiotic din tulpind C. acnes DSM 28251 are o
activitate inhibitoare Imbunatatitd asupra microorganismului patogen al pielii in comparatie cu postbioticele
din specia C acnes din Exemplul 5.

MATERIAL SI METODE

Prepararea postbioticului de C. acnes DSM 28251.

Supernatantii bacterieni obtinuti anterior din tulpini de Cutibacterium au fost supuse la filtrare
(filtre de 0,22 um) pentru a indeparta orice reziduuri celulare; sterilitatea a fost confirmata prin absenta
cresterii bacteriene dupd inocularea pe Columbia Blood Agar si incubarea la 37°C 1n aerobiozd timp de 24
de ore dintr-o alicotd din fiecare supernatant investigat.

Pentru a exclude orice interferentd datoratd producerii de substante acide tipice unor tulpini de
Cutibacterium spp., pH-ul fiecdrui supernatant a fost mésurat cu atentie si, daca este necesar, neutralizat cu
o solutie de hidroxid de sodiu 1M.

Evaluarea spectrofotometricd a activititii postbioticelor asupra cresterii microorganismelor
patogeni.

Capacitatea postbioticului care provine din tulpinile de C. acnes la care se face referire in Exemplul
5 de a interfera si/sau inhiba cu/asupra cresterii acelorasi tulpini de Staphylococcus si a unei tulpini de C.
albicans raportate in Exemplul 5 a fost evaluata utilizand o metoda spectrofotometrici.

Postbioticele au fost testate folosind acelasi mediu de crestere din Exemplul 5 (bulion BHI,
suplimentat cu 20% in concentratie) prin urmétoarea procedura:
Supernatantii au fost diluati intr-o proportie de 1:10 in bulion BHI si apoi incubati cu microorganisme
cutanate testate.

In trei exemplare, 100 ul de culturi active de microorganisme patogene ale pielii S. aureus
ATCC@ BAA-1680™, S. aureus DSM 20491, S. aureus ATCC® 29213™, §. epidermidis ATCC® 12228™
si C. albicans ATCC® 90028 ™au fost inoculate in godeuri. Fiecare tulpini bacteriani a fost crescutd anterior
in mediu BHI la 37°C péan4 la stadiul de crestere exponentiald si celulele au fost colectate prin centrifugare
la 3000 rpm timp de 5 minute. Peletul a fost resuspendat in mediu BHI proaspét pentru a obtine suspensii
cu o concentratie de 1 x 10° CFU/ml.

Aceste suspensii au fost utilizate ca inocule 1n godeurile placii cu 96 de godeuri.

Placile cu 96 de godeuri au fost preparate in trei exemplare, fiecare cu controale experimentale,
adicd tulpini inocul singure, si ,,martorii” de experiment (mediu BHI cu fiecare fragment) pentru calibrarea
spectrofotometrica.

Densitatea opticéd la 600 nm (O.D. 600 nm) a fost masuratd utilizdnd sistemul VICTOR Multilabel
Plate Reader (PerkinElmer) si a fost consideratd ca valoare de crestere la momentul zero (TO) pentru fiecare
tulpind si tratament. Mésurdtorile ulterioare au fost efectuate dupd 2, 4, 6, 8, 18, 20, 22 si 24 de ore in timpul
perioadei de incubatie. Valorile O.D. au fost normalizate fatd de martori si controale si apoi analizate pentru
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a evalua tendinta de crestere a diferitilor germeni cu/fard (CTR) fragmente de perete. Rezultatele au fost
raportate ca valoare medie + S.D. (Deviatia standard), iar curbele de crestere au fost obtinute prin analiza
de regresie neliniard utilizand o functie Sigmoidald adecvati cresterii bacteriene. Analizele au fost efectuate
cu software-ul Graph Pad Prism versiunea 7.0a.

REZULTATE

Curbele de crestere ale microorganismului patogen al pielii in prezenta si absenta (controlul)
postbioticului tulpinii C. acnes DSM 28251 sunt prezentate In Figura 8.

O prima evaluare calitativd a AUC (Aria de sub curbd) arati ca probioticul (supernatantul) obtinut
din tulpind C. acnes DSM 28251 are cea mai mare actiune inhibitoare asupra cresterii microbiene pentru
majoritatea microorganismelor patogene testate.

Tabelul 1a prezinta evaluarea cantitativd AUC pentru fiecare supernatant. Aceste valori confirma
ceea ce s-a demonstrat in Figura 1. Intr-adevar, postbioticul/supernatantul de C. acnes DSM 28251 inhiba
cresterea tuturor bacteriilor cutanate testate mai mult decat ceilalti supernatanti testati, cu singura exceptie
a C. albicans ATCC 90028 (care este inhibat de derivatul DSM 30738).

Tabelul 1a

TCC iDSM DSM DSM DSM DSM  Control
(11828 120458 (1897 16379 {30738 30753
: LATCC
11829

'S. aureus ATCC {Suprafata (1,86 524 13,35 13,916 (329 411 363 1458
29213 totald f

Eroare 20,07
Std. :

'S. aureus ATCC {Suprafata 32,]6 £5,96 3,89 3,36 4,16 4,09 14,61
;BAA-1680 totala { 5

Eroare ;0,34 i0,81 0,06 10,52 0,61 0,52 1,02
Std. : :

'S. aureus DSM |Suprafata :1,86 1334 1335 1327 351 357 7,57
20491 totald |

Eroare 0,07 0,15 052 0,53 0,138 10,387 10,575 1,12
Std.

'S, epidermidis | Suprafata 3,74
ATCC 12228 totald |

Eroare
Std.

.C. albicans ATCC i Suprafata :
190028 totalda |

Eroare 10,67
Std. :

Tab la. Valorile ariei sub curbd (AUC) si erorile standard relative (albastru deschis) ale curbelor
de crestere prezentate In figura 1 cu/fara supernatant bacterian (de control). Scala de culori pentru fiecare
tulpind indica intervalul valorilor AUC: de la valoarea AUC minord (rosu inchis) la valoarea AUC majora
(verde Inchis).

Procentul de reducere a cresterii contra conditiilor de control obtinute de supernatantii testati sunt
prezentate in Tabelul 1b. Aceste date confirmé, de asemenea, rezultatele discutate pana acum, subliniind in
continuare faptul cd activitatea supernatantului DSM 30738 pe tulpina de C. albicans ATCC 90028 este
doar putin mai mare si, prin urmare, este comparabild cu cea a supernatantului C. acnes DSM 28251.

Tab 1b. Procent de crestere in scddere fatd de starea de control (fard inocul de supernatant). Scala de culori
pentru fiecare tulpind indicd intervalul de scddere: de la scddere majord (rosu inchis) la scddere minora
(verde inchis) a cresterii (%).
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.DSM ~ ATCC  DSM DSM  \DSM  DSM  DSM
28251 (11828 120458 1897 16379 130738 30753

S. aureus ATCC 29213

'S. aureus ATCC BAA- !
11680 :

N S AR SRR SRR R RN SRR R AR RRE AR RE RS SRR RE RN RS

S.aureus DSM 20491 17544 13570 5592 5579 (56,82 53,63 52,88
'S. epidermidis ATCCi78,12 127,50 638 7093 176,16 162,86 168,52
12228 : % %

\C. albicans ATCC 7252 12665 22,00 (72,54 7146 7640 7443
190028 s : s

REZULTATE

O prima evaluare calitativd AUC aratd ci postbioticul/supernatantul de C. acnes DSM 28251 are
un efect inhibitor imbunitatit asupra cresterii microbiene pentru toate microorganismele patogenice testate
ale pielii.

EXEMPLUL 7

Testul comparativ din Exemplul 5 a fost repetat folosind fragmente de perete celular din toate
tulpinile testate de C. acnes (in loc de tulpinile ucise termic din Exemplul 5).

Scopul testului

Scopul acestui test a fost sd compare activitatea inhibitorie a fragmentelor de perete ale acelorasi
sase tulpini de Cutibacterium din Exemplul 5 pe aceleasi microorganisme patogene ale pielii din Exemplul
5.

Scopul acestui studiu a fost acela de a evalua dacd un fragment de perete din tulpina de C. acnes
DSM 28251 are o activitate inhibitoare imbunitititd asupra microorganismului patogen al pielii in
comparatie cu fragmentul de perete bacterian al speciilor comparative de C. acnes din Exemplul 5.
MATERIAL SI METODE
Prepararea fragmentelor de perete ale C. acnes DSM 28251 si ale tulpinilor C acnes comparative.

Tulpina de C. acnes DSM 28251 si tulpinile de Cutibacterium ATCC@ 11829, DSM 16379,
DSM 30738, DSM 30753 si DSM 1897, au fost crescute la 37°C in mediu BHI suplimentat cu 20% in
concentratie.

Cultivarea s-a desfdsurat in sisteme discontinue si de scalare de la volume de 5 la 1000 ml si s-a
prelungit pand la obtinerea unei mase celulare consistente (adica 2 zile in volumul mai mare de inocul).
Peletele bacteriene obtinute au fost apoi colectate si supuse procedurii standardizate pentru a obtine
fragmentul de perete de interes, asa cum este descris in continuare. In continuare, fragmentele izolate vor
fi mentionate cu codul de catalogare al tulpinilor de derivatie.

Mai exact, izolarea fragmentelor de perete a fost realizatd dupd cum este descris In continuare.

Peleta bacteriani a fost supusa anterior procedurii de delipidare prin tratament Soxhlet folosind un
solvent organic (de exemplu, eter-etanol, cloroform, metanol-cloroform, amestecuri ale acestora) solventi
ulterior; apoi s-a uscat sub fluxul laminar de capotd. Dupd uscare, peletul a fost omogenizat prin 2 etape de
tratament Ultratturrax (20 secunde pana la 10 min fiecare), addugand apa distilata (in proportie de 1:2 p/V).
Dupa centrifugare, supernatantul a fost Incélzit la 80°C si apoi récit sub apa rece, de preferintd la 3 pana la
15°C, si in final pe gheatd. Ulterior, etapa de precipitare a fragmentelor a fost efectuatd incuband cu 15-
40% v/v sulfat de amoniu rece timp de 24 de ore la 4°C. Dupa incubare, suspensia a fost centrifugatd, iar
fragmentul precipitat a fost colectat si liofilizat.

Specimenele liofilizate au fost In final sterilizate prin procedurd ad-hoc in mai multe etape (-80°C
ultra-congelare, 80°C supraincilzire, 1 ord sterilizare U.V.). In cele din urmd, au fost folosite pentru a
configura experimentul, dupd cum este descris mai jos.

Evaluarea spectrofotometrici a activitatii postbioticelor asupra cresterii microorganismelor
patogene.

Activitatea fragmentelor de perete care provin din tulpinile de C. acnes (vezi mai sus) de a interfera
si/sau inhiba cu/asupra cresterii acelorasi tulpini de Staphylococcus si a unei tulpini de C. albicans raportate
in Exemplul 5 a fost evaluata utilizdnd o metodd spectrofotometrica.
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Fragmentele de perete au fost testate folosind acelasi mediu de crestere din Exemplul 5 (bulion
BHI, suplimentat cu 20% in concentratie) prin urmitoarea procedurd: Fragmentele de perete au fost
pulverizate si emulsionate In mediu de crestere BHI la concentratia finald de 10 mg/ml. S-au addugat alicote
de 100 pl la godeurile placilor cu fund plat cu 96 de godeuri.

In triplicat, 100 ul de culturi active de microorganisme patogene ale pielii S. aureus ATCC@
BAA-1680™, S. aureus DSM 20491, S. aureus ATCC@ 29213™, S. epidermidis ATCC@ 12228™ si C.
albicans ATCC@ 90028™au fost inoculate in godeurile fiecirui fragment. Fiecare tulpini bacteriani a fost
crescutd anterior In mediu BHI la 37°C péani la stadiul de crestere exponentiald si celulele au fost colectate
prin centrifugare la 3000 rpm timp de 5 minute. Peletul a fost resuspendat in mediu BHI proaspét pentru a
obtine suspensii cu o concentratie de 1 x 105 CFU/ml.

Aceste suspensii au fost utilizate ca inocule In godeurile placii cu 96 de godeuri.

Placile cu 96 de godeuri au fost preparate in trei exemplare, fiecare cu controale experimentale,
adicd tulpinile inoculeazd singure fard niciun fragment adaugat si ,,martorii” experimentului (mediu BHI
cu fiecare fragment) pentru calibrarea spectrofotometrica.

Densitatea opticéd la 600 nm (O.D. 600 nm) a fost masuratd utilizdnd sistemul VICTOR Multilabel
Plate Reader (PerkinElmer) si a fost consideratd ca valoare de crestere la momentul zero (TO) pentru fiecare
tulpind si tratament. Mésurédtorile ulterioare au fost efectuate dupa 2, 4, 6, 8, 18, 20, 22 si 24 de ore In timpul
perioadei de incubatie. Valorile O.D. au fost normalizate fatd de martori si controale si apoi analizate pentru
a evalua tendinta de crestere a diferitilor germeni cu/fard (CTR) fragmente de perete. Rezultatele au fost
raportate ca valoare medie + S.D. (Deviatia standard), iar curbele de crestere au fost obtinute prin analiza
de regresie neliniard utilizand o functie Sigmoidald adecvata cresterii bacteriene. Analizele au fost efectuate
cu software-ul Graph Pad Prism versiunea 7.0a.

REZULTATE (fragmente de perete C. acnes)

Curbele de crestere ale bacteriilor cutanate cultivate cu si fard (CTR) ale diverselor fragmente de
perete testate sunt prezentate in Figura 10. Pe baza unei evaludri calitative preliminare a parametrului ,,Area
de sub curba” (AUC) se evidentiazd cum pentru majoritatea germenilor de piele testati, fragmentul DSM
28251 produce cea mai mare actiune inhibitorie asupra cresterii microbiene.

In schimb, in urmitorul tabel 3a sunt raportate rezultatele unei evaludri cantitative a aceluiasi
parametru AUC pentru toti germenii cutanati testati. Valorile AUC calculate confirmi ipoteza formulata
prin evaluarea calitativd. Fragmentul de perete celular al bacteriei DSM 28251 a demonstrat un efect
inhibitor mai mare asupra cresterii bacteriilor decét celelalte fragmente testate.

Aprofundand estimarea inhibitiei cresterii, valorile prezentate in Tabelul 3b reprezinta procentele
de reducere a cresterii (%) fatd de starea de control a fiecdrei tulpini care este consideratd ca fiind 100%
din rata de crestere in conditiile experimentale specifice. Compararea reducerilor procentuale de crestere a
fost in concordantd cu concluzia discutatd mai sus despre efectul inhibitor mai mare al fragmentului de
tulpind DSM 28251.

Desi fragmentul obtinut din tulpina de C. acnes DSM 30738 demonstreaza valori apropiate de
inhibitie In comparatie cu fragmentul DSM 28251, procentul de inhibitie al acestuia din urma rezultand
intotdeauna mai mare, de asemenea cu o performantd mai bund mpotriva tulpinii de S. aureus ATCC
BAA-1680 (82, 43% pentru DSM 30738 vs 94,95% pentru DSM 28251).

Fila 3a. Valorile ariei de sub curba (AUC) si erorile standard relative (albastru deschis) ale curbelor de
crestere sunt prezentate in figura 3 cu/fard fragmente de perete bacterian (de control). Scala de culori pentru
fiecare tulpind indicd intervalul valorilor AUC: de la valoarea AUC minord (rosu inchis) la valoarea AUC
majord (verde Inchis).

£ .DSM  {ATCC DSM  DSM DSM DSM DSM Control
: 128251 111828 20458 (1897 (16379 30738 30753
: : TATCC
111829

'S. aureus ATCC iSuprafata 10,20 1,13 1223 1663 1289 1070 319 1173
29213 totald : :

EEroare

Std.

S aureus ATCC Suprafata i
iBAA-1680 §total€1 :
: lEroare
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s .DSM {ATCC .DSM  DSM DSM DSM DSM Control|
f 128251 (11828 20458 {1897 116379 (30738 (30753
s : LATCC
| : : 111829
'S. aureus DSM Suprafata (0,36 147 {135 1540 2,14 039 272 1126
20491 totala : %
" Eroare 1035 (0,16 0,16 032 028 015 024 023
iStd. ‘
epidermidis  Suprafaa 10,15 127 2,014 221 1,07 (015 121 6,03

ATCC 1228 {totald

éEroare
i Std.

C albicans ATCC
190028

Suprafata
itotala

10,03

1,20

EEroare
:Std.

10,10

§035

10,35

1,20

0,12

0,28 0,33

0,22

Tab 3b. Procent de crestere in scddere fatd de starea de control (fard inocul de fragment). Scala de culori

pentru fiecare tulpind indicd intervalul de scddere: de la scddere majord (rosu inchis) la scddere minora

(verde inchis) a cresterii (%).

DSM
28251

iS. aureus ATCC 29213 |

ATCC
11828

DSM
130738

S aureus BAA-1680

ES.am%usDSh42049l

iS. epidermidis ATCC
;12228

c ATCC 199,63

albicans

190028
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(§7) Revendicari:

1. O tulpind bacteriand, care este Cutibacterium acnes depusa sub depozit nr. de acces DSM 28251
la Autoritatea Internationald de Depozit Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH.

2. Un produs postbiotic care cuprinde celule ucise termic sau supernatantul celulelor lizate
mecanic sau fragmente de perete celular din tulpina bacteriand conform revendicarii 1.3. Produs postbiotic
conform revendicdrii 2, In care celulele lizate sunt obtinute prin liza mecanicd a peretelui celular.

4. Fragment al peretelui celular al tulpinii bacteriene conform revendicérii 1.

5. Tulpina bacteriand conform revendicédrii | caracterizata prin aceea ciacste inactivatd,
preferabil prin tindalizare.

6. Tulpina bacteriand conform revendicarii 1 sau produsul postbiotic conform revendicdrii 2 sau
un fragment de perete celular conform revendicérii 4 pentru utilizare ca medicament.

7. O compozitie care cuprinde o cantitate eficientd de Cutibacterium acnes depusa sub depozit nr.
de acces DSMZ 28251 conform revendicdrii 1, sau un produs postbiotic al acestuia conform revendicérii 2
sau un fragment al peretelui celular al acestuia conform revendicérii 4 §i un purtétor acceptabil fiziologic.

8. Compozitie conform revendicirii 7 in care compozitia este o compozitie topicd, de preferinta
sub formd de cremd, spuma, unguent, pastd, pulbere, gel, solutie, ovul, dus sau emulsie.

9. Compozitie conform revendicdrii 7 pentru utilizare ca medicament.

10. Compozitie conform revendicarii 7 pentru utilizare in tratamentul unei boli sau infectii
inflamatorii sau alergice.

11. Compozitie conform revendicarii 7 pentru utilizare in tratamentul topic al unei boli inflamatorii
sau alergice a pielii sau mucoasei.

12. Compozitie pentru utilizare conform oricédreia dintre revendicérile 10-11 In prevenirea sau
tratamentul unei infectii bacteriene sau fungice ale pielii sau mucoaselor.

13. Compozitie pentru utilizare conform revendicdrii 12, in care boala de piele este eczema,
dermatitd atopicd, acnee, dermatitd seboreicd, rozacee, psoriazis, eritem, eruptie cutanati.

14. Compozitie pentru utilizare conform revendicérii 12 pentru tratamentul unei infectii fungice a
pielii sau mucoasei, in special infectia cu Candida.

15. Compozitie conform revendicdrii 7 sau 8 pentru utilizare in tratamentul unei boli ginecologice
care este o infectie vaginald, o inflamatie.

16. Compozitie pentru utilizare conform revendicdrii 15 in care boala ginecologicd este vaginita.
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17. Comporzitie conform revendicdrii 7 sau 8 pentru utilizare proctologicd in tratamentul
hemoroizilor, rahadelor anale sau cicatricilor cutanate.

18. Compozitie conform revendicirii 7 sau 8 pentru utilizare in tratamentul ranilor, ranilor,
abraziunii, ulceratiilor pielii sau ulcerelor de presiune sau pentru vindecarea ranilor.

19. Un produs postbiotic care este supernatantul total care poate fi obtinut printr-un proces
fermentativ al tulpinii bacteriene conform revendicarii 1.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FiG. 4
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FIGURILE 5A 816 8
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FIGURILE 6A Si 6B

Efecte preincubare {4h) de supernalanti de {2 § aureus {BAAIES0) cu
formulele din test
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