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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf Lactobacillus-Stamme, welche die Fahigkeit zur Anhaftung an Oberfla-
chen von Epithelzellen, insbesondere der menschlichen Schleimhaut, besitzen und die fiir die prophylaktische
und/oder heilende Behandlung von bakteriellen Stérungen verwendet werden kénnen, die durch pathogene
Bakterien, welche an den Epithelzellen in einer dhnlichen Weise anhaften, verursacht werden.

[0002] Die einheimische Mikrobiota ist eine der Hauptabwehrmechanismen, die den menschlichen oder tieri-
schen Korper gegentiber einer Besiedlung durch eindringende Bakterien schiitzen. Immunosupprimierte, an-
tibiotisch behandelte und parenteral ernahrte Patienten unterliegen dem Risiko von infektidsen Erkrankungen,
wie Sepsis, Meningitis oder Harnweginfekten, welche durch die Ausbreitung von Bakterien verursacht werden,
die hauptsachlich von der normalen fakalen Population abstammen. Ein Mechanismus bei diesem Vorgang
kann die bakterielle Translokation sein, welche als Durchtritt von lebensfahigen Bakterien durch den Ma-
gen-Darm-Kanal zu den mesenterialen Lymphknoten und anderen Organen definiert ist.

[0003] Die Blutvergiftung, Sepsis, ist eine weitere allgemein verbreitete, chirurgische Komplikation in Verbin-
dung mit der Abdominalchirurgie mit einer hohen Todesrate. Bakterien oder bakterielle Produkte kénnen eine
schlecht funktionierende Darmwand Uberwinden und andere, entfernte Organe, wie Lunge, Leber, Herz, etc.,
infizieren oder dort eine Funktionsstérung verursachen. Dies flhrt zu einer multiplen Organfehlfunktion oder
zu der sogenannten Intensiverkrankung. Diese Patienten werden heute durch die Verabreichung von Antibio-
tika behandelt sowie durch eine chirurgische Behandlung des Abszesses, sofern dieser lokalisiert werden
kann. Heutzutage werden Antibiotika vor einer Darmoperation routinemafig verabreicht, um das Risiko von
post-operativen Infektionen und der dadurch hervorgerufenen Erkrankungen zu reduzieren. Die Behandlung
mit diesen Antibiotika ist jedoch verbunden mit der Zerstérung der normalen Darmflora und mit einem Uber-
wachsen durch pathogenere Bakterien.

[0004] Diese Erkenntnisse haben zu einem verstarktem Interesse fir mikrobielle Arten gefiihrt, welche in vor-
teilhafter Weise die mikrobielle Balance des Wirtes beeinflussen kénnen, zum Beispiel durch die Produktion
von antimikrobiellen Komponenten oder durch kompetitives Wachstum. Lactobacillus gehért zu den am stéarks-
ten untersuchten Arten und in bestimmten Fallen wurde gezeigt, dass Lactobacillus einer Proliferation von Pa-
thogenen entgegenwirken kann.

[0005] Bakterien, die den Darm besiedeln, kdnnen in dem besiedelnden Wirt Krankheiten hervorrufen, wie
Diarrhoe in den Gedarmen, oder sie kdnnen sekundar normalerweise sterile Stellen besiedeln, wie die Harn-
réhre, wodurch eine Harnréhreninfektion verursacht wird. Ferner kénnen die Blutbahnen besiedelt werden,
was zu einer Sepsis fuhrt.

[0006] Pathogene Bakterien unterscheiden sich von solchen, die keine Krankheit hervorrufen, durch den Be-
sitz von sogenannten Virulenzfaktoren. Ein bedeutsamer Virulenzfaktor ist die Fahigkeit, sich an Kohlenhyd-
rat-Rezeptormolekile der Wirtszelle anzuheften. Dies ist ein wichtiger Schritt, da er sowohl eine Besiedlung
ermoglicht sowie die Abgabe von Toxinen und anderen inflammatorischen Substanzen in direkter Nahe zu den
Wirtszellen. Diese von anhaftenden Bakterien abgegebenen, toxischen Substanzen erreichen lokal sehr viel
héhere Konzentrationen, als sie auftreten wirden, wenn diese Substanzen abgegeben wirden, zum Beispiel
von Bakterien, die im Darmlumen vorhanden sind.

[0007] Bakterien, welche eine Harnweginfektion verursachen, umfassen Escherichia coli, Enterobacter, Kleb-
siella und Proteus, die alle zu der Familie der Enterobacteriaceae gehoéren. Eine Mehrheit von diesen Bakterien
besitzen Fimbrien des Typs 1, was die Fahigkeit verleiht, sich an Mannose enthaltende Rezeptoren anzuhef-
ten, zum Beispiel an menschliche vaginale Epithelzellen sowie an das Harnschleimprotein, das Tamm-Horse-
fall-Protein. Bei Fimbrien des Typs 1 wurde gezeigt, dass sie einen Virulenzfaktor fur die Blasenentziindung
darstellen, was sowohl auf der erhéhten Fahigkeit in den Harntrakt aufzusteigen, wobei dies durch Bindung an
vaginale und periurethrale Epithelzellen ermdéglicht wird, als auch auf einem erhéhten irritativen Effekt beruhen
kann, der durch Bindung an Epithelzellen in dem Harntrakt hervorgerufen wird. [Somit sind nur Bakterien mit
Fimbrien des Typs 1 in der Lage, eine Cytokininreaktion, das ist eine Entziindung, in kultivierten Harnepithel-
zellen zu induzieren.]

[0008] Bakterien, welche eine Diarrhoe hervorrufen, umfassen Salmonella und Shigella, wobei aber die Diar-
rhoe bei jungen Kleinkindern auch mit einer ibermaRigen Besiedlung von Klebsiella oder Enterobacter im
Darm assoziiert ist. Es wurde bei der Maus gezeigt, dass Fimbrien des Typs 1 einen Virulenzfaktor fur durch
Salmonella verursachte Durchfallserkrankung darstellen. Es ist auch wahrscheinlich, dass Fimbrien des Typs
1 die Besiedlung von anderen Bakterien erleichtern und die Abgabe von toxischen Substanzen nahe dem Epi-
thel férdern, wodurch die Diarrhoe verursacht wird.

[0009] Die EP-A2 0 199 535 beschreibt eine biologisch reine Kultur von Lactobacillus acidophilus, ATCC Bei-
trittsnummer 53 103, welches vom menschlichen Stuhl isoliert wurde und in der Lage ist, sich an Schleimhaut-
zellen bei in vitro Tests anzuhaften. L. acidophilus kann den oberen Teil des Magen-Darm-Kanals gut Gberwin-
den. Es wurde jedoch noch keine in vivo Anhaftung gezeigt.

[0010] Die WO 89/05849 beschreibt Milchsaurebakterien, die aus dem Magen-Darm-Kanal von Schweinen
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isoliert wurden und unter anderem hinsichtlich der Anhaftung an gastro-intestinale Epithelzellen vom Schwein
in vitro sowie mit einer Toleranz gegenuber Saure und Galle selektiert wurden. Diese Bakterien kdnnen fur die
Fermentation von Milch verwendet werden, die dann Ferkel gegeben werden kann, um eine i. a. E. coli-Diar-
rhoe zu verhindern oder zu behandeln.

[0011] Die WO 93/01823 bezieht sich auf ein Verfahren fur die Isolierung von Stdmmen von Lactobacillus,
welche die Fahigkeit besitzen, sich in der menschlichen Darmschleimhaut in vivo zu etablieren und dort auch
nach oraler Verabreichung fur wenigstens 10 Tage zu verbleiben. Diese Anmeldung bezieht sich insbesondere
auf zwei neue Lactobacillus-Stamme, die gemaf dem Budapester Abkommen bei DSM — Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH -, Braunschweig, Deutschland am 2. Juli 1991, hinterlegt worden
sind, wobei es sich um

Lactobacillus plantarum 299 DSM 6595
Lactobacillus casei ssp. Rhamnosus 271 DSM 6594

handelt sowie um Varianten davon, welche fur die Prophylaxe oder die Behandlung von bakteriellen Infektio-
nen im Magen-Darm-Trakt verwendet werden kénnen, wodurch insbesondere die Anwendung von Antibiotika
bei chirurgischen Verfahren substituiert werden kann.

[0012] Die SE 463 598 bezieht sich auf eine Zubereitung fur die vermehrte Anhaftung von Bakterien an den
Magen-Darm-Kanal, wobei diese Zubereitung ein die Adhasion férderndes Protein, namlich das Adhasin, ent-
halt, das von Lactobacillus abstammt.

[0013] Die WO 90/09398 bezieht sich auf Produkte zur Hemmung der Adhasion, des Wachstums und/oder
des Uberlebens von Pathogenen. Diese Produkte sind Lactobacillus-Metabolite, welche Pathogene hemmen,
wie Escherichia coli, Clostridium, Salmonella, Campylobacter und Streptococcus-Stamme.

[0014] Die WO 93/09793 bezieht sich auf Lactobacillus- und Magermilch-Zusammensetzungen und Verfah-
ren zur Verhinderung von mikrobiellen Urogenitalinfektionen. Die Erfindung bezieht sich insbesondere auf die
Fahigkeit von bestimmten Stdmmen von hydrophoben oder hydrophilen Lactobacilli sich an uroepitheliale Zel-
len anzuheften, und der Wirkung von bestimmten antimikrobiellen Mitteln zu widerstehen, um so Urogenitalin-
fektionen zu verhindern. Der Mechanismus der Anhaftung umfasst hydrophobe oder hydrophile Interaktionen
zwischen nichtproteinartigen Zellwandanhaftungen an Lactobacillus und proteinartigen Anhaftungen in der
umgebenden Flussigkeit.

[0015] Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, dass bestimmte Stdmme von Lactobacillus sich an
Agarosekugelchen mit D-Mannosebeschichtung anheften, wobei diese Fahigkeit mit einer Fahigkeit zur Agglu-
tination von Erythrocyten in einer Mannoseempfindlichen Weise korreliert ist, sowie mit der Fahigkeit, sich an
die menschliche Dickdarm-Epithelzelllinie HT-29 in einer Weise anzuheften, die durch Methyl-a-D-mannosid
hemmbar ist. Eine Periodatbehandlung der HT-29 Zellen beseitigt die Mannose-empfindliche Anhaftung, womit
die Kohlenhydratnatur des zellgebundenen Rezeptors bestétigt ist. Eine Proteinase K -Behandlung der Bakte-
rien beseitigt auch die Anhaftung, was anzeigt, dass bei der Bindung Proteinstrukturen an der bakteriellen Zelt-
oberflache beteiligt sind. Es wird somit angenommen, dass der anheftende Teil von Lactobacillus, das Adhasin,
sich an Mannose enthaltende Rezeptoren an der Epithelzelloberflache anhaften. Diese Anhaftung scheint mit
der Fahigkeit von diesen Bakterien verbunden zu sein, pathogenen Bakterien entgegenzuwirken und die Wirts-
verteidigungsmechanismen zu stimulieren.

[0016] Diese Anhaftung foérdert insbesondere die Fahigkeit zur Reduktion der Translokation von pathogenen
oder potentiell pathogenen Bakterien durch das intakte Darmepithel, wobei die Anhaftung der potentiell patho-
genen Bakterien an die Epithelzelloberflache direkt gehemmt wird. Dadurch wird die Fahigkeit reduziert, toxi-
sche und inflammatorische Substanzen an die Schleimhaut abzugeben. Der inflammatorische Schaden fur
den Dann, der durch nicht-spezifische Reizstoffe verursacht wird, wird durch Schaffung einer Mikroumgebung,
die fur die Rekonstruktion der Schleimhaut férderlich ist, reduziert. Eine direkte Assoziierung mit den Epithel-
zellen kann auch die Fahigkeit des Bakteriums férdern, mit dem Immunsystem zu interagieren. Diese Lacto-
bacillus-Stamme kdénnen zum Beispiel die Aktivierung von Phagozyten férdern und antigen-prasentierende
Zellen stimulieren, was zu einer erhohten Immunitat fihrt.

[0017] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Verwendung von Lactobacillus plantarum mit einem Manno-
se-spezifischen Adhasin fir die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Hemmung der
Bindung von pathogenen Bakterien, welche Mannose-spezifische Adhasine exprimieren, an Epithelzellober-
flachen. Dadurch wird die Fahigkeit, toxische und inflammatorische Substanzen an die Schleimhaut abzuge-
ben, reduziert.

[0018] Mannose-spezifische Adhéasine sind in einer Reihe von gram-negativen Bakterien beschrieben, wie
bei Mitgliedern der Enterobacteriaceae-Familie, wie E. coli-, Klebsiella-, Shigella- und Salmonella-Arten, Pseu-
domonas echinoides, Vibrio cholerae und Vibrio parahaemolyticus.

[0019] Der optimale Rezeptor fir das Mannose-spezifische Adhasin von E. coli wurde identifiziert und es ist
bekannt, dass er die Sequenz Mannose-a1-4-Mannose-3 enthalt, die in Glycoproteinen von Saugetieren auf-
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tritt. Die exakte Rezeptorstruktur der Mannosespezifischen Adhasine von anderen Enterobakterien-Arten ist
bisher noch nicht identifiziert worden. Ferner wurde noch nicht die Rezeptorstruktur des Mannosespezifischen
Adhasins von Lactobacillus plantarum -Stammen identifiziert. Es wird jedoch angenommen, dass der Rezeptor
eine Man-a1-2-Man -Seguenz enthalt. Es ist wahrscheinlich, dass Mannose-spezifisches L. plantarum einen
ausgepragteren Hemmeffekt auf Bakterien ausiibt, die an Mannose enthaltende Rezeptoren binden, im Ver-
gleich zu der Wirkung auf Bakterien, die an andere Rezeptorstrukturen binden.

[0020] Die Erfindung bezieht sich auf die Verwendung von Lactobacillus plantarum 299y, Hinterlegungsnum-
mer DSM 9843, das sowohl ein Mannose-spezifisches Adhéasin als auch die Fahigkeit hat, die menschliche
Schleimhaut zu besiedeln, zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung eines
Harnweginfekts durch Hemmung der Anhaftung von pathogenen Bakterien, die Fimbrien vom Typ 1 exprimie-
ren; insbesondere eines zu Klebsiella, Enterobacter, Proteus oder Escherichia coli gehérenden Bakteriums, an
menschliche Harnréhren-Epithelzellen.

[0021] Verwandte Stamme von Lactobacillus plantarum sind:

Lactobacillus plantarum 299 DSM 6595
Lactobacillus plantarum 79

Lactobacillus plantarum 105

Lactobacillus plantarum 107.

[0022] Die Erfindung bezieht sich auch auf die Verwendung von Lactobacillus plantarum 299v, Hinterlegungs-
nummer DSM 9843, in Kombination mit einem herkémmlichen Trager zur Herstellung einer pharmazeutischen
Zusammensetzung zur Hemmung der Bindung von pathogenen Bakterien, die Mannose-spezifische Adhasine
exprimieren, an die Epithelzelloberflache fur die prophylaktische oder heilende Behandlung von bakteriellen
Stérungen.

[0023] Zwei Faktoren scheinen fur die Ausibung der dkologischen Wirkungen von Lactobacilli wichtig zu
sein. Der erste Faktor ist die Fahigkeit, den Darm zu besiedeln. Dies bedeutet ein Uberleben in hoher Zahl tiber
einen bestimmten Zeitraum nach der letzten Verabreichung von lebenden Bakterien. Diese Eigenschaft mag
fur die Fahigkeit von Lactobacilli wichtig, aber nicht ausreichend sein, das Wachstum und die Proliferation von
pathogenen Bakterien zu unterdriicken. Der zweite Faktor ist die Fahigkeit, direkt an Darmepithelzellen zu bin-
den. Dies mag einer der Faktoren sein, welche die Besiedlung férdern, wobei er aber keine Voraussetzung fur
die Besiedlung ist. Die Fahigkeit zur Anhaftung an das Epithel garantiert nicht, dass der Stamm zur Besiedlung
in der Lage ist.

[0024] Pathogene, enterische Bakterien, welche Mannose-spezifische Fimbrien vom Typ 1 exprimieren, ge-
hdéren insbesondere zu Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Salmonella und Shigella spp., z. B. Klebsiella pneu-
moniae, Salmonella typhimurium und Shigella flexneri und Escherichia coli.

[0025] Die Fahigkeit zur direkten Anhaftung an Epithelzellen kann fir die Lactobacillus-Stdmme wichtig sein,
um die Translokation und die Induktion einer Schleimhautentziindung durch pathogene Bakterien zu reduzie-
ren, da die Lactobacilli die 6kologische Nische nahe am Epithel besetzen. Eine direkte Verbindung mit dem
Epithel befahigt die Lactobacilli auch, die Mikroumgebung zu verandern, welche direkt die Darmepithelzellen
beeinflusst. Dadurch wird die Reparatur nach einer Schadigung, die durch irritierende Mittel hervorgerufen
wird, geférdert.

[0026] Herkémmliche Trager fur eine pharmazeutische Zusammensetzung fir die prophylaktische oder hei-
lende Behandlung von bakteriellen Stérungen im Dann sind beispielsweise physiologisch akzeptable Substra-
te, die von dem fraglichen Bakterium fermentiert werden, sowie Nahrungsmittel von verschiedener Art, insbe-
sondere auf Basis von Starke oder Milch, aber auch inerte feste oder fliissige Substanzen, wie Kochsalzlésung
oder Wasser. Ein mogliches Substrat sollte flissige oder feste Fasern enthalten, die in dem Magen-Darm-Ka-
nal nicht resorbiert werden und die bei der Fermentation durch Lactobacillus Carbonsduren bilden. Ein Beispiel
fur ein geeignetes, Starke enthaltendes Substrat stellen die Getreide dar, wie Hafer und Weizen, Mais, Wur-
zelgemuse, wie Kartoffeln, und bestimmte Friichte, wie grine Bananen.

[0027] Ein bevorzugtes Substrat fir die Zusammensetzung gemaf der Erfindung, welches der Zusammen-
setzung auch einen guten Nahrungswert verleiht, ist eine Nahrlésung auf Basis von Haferschleim, wie dies
zum Beispiel beschrieben ist in der WO 89/08405.

[0028] Die Fig. 1 ist ein Dendrogram, welches die Ahnlichkeit in Prozent zwischen den verschiedenen, getes-
teten Stdmmen von Lactobacillus zeigt, die durch das REA-Verfahren auf Basis des Pearson-Produktmo-
ment-Korrelationskoeffizienten und von UPGMA charakterisiert wurden.

Isolierung der Lactobacillus-Stamme

[0029] Die Stamme von Lactobacillus wurden aus der menschlichen Schleimhaut isoliert. Biopsien von ver-
schiedenen Teilen vom Dickdarm wurden mittels Enteroskopie durchgefiuihrt und Stlicke der Darmschleimhaut
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vom Dinndarm, das heif3t vom Jejunum und von lleum, wurden mit chirurgischen Vertahren entfernt. Die
Schleimhautproben wurden sofort in ein Spezialmedium gegeben (0,9% NaCl; 0,1% Pepton; 0,1% Tween 80
und 0,02% Cystin; alle Werte beziehen sich auf Gewichtsprozent/VVolumen), in einem Ultraschallbad fiir 3 Mi-
nuten homogenisiert und fiir 1 Minute gerihrt, bevor sie auf Rogosa Agar (Difco Laboratorien, Detroit, Michi-
gan, USA) angeordnet wurden. Die Platten wurden anaerob bei 37°C fur 2 Tage (Gas Pak Anaerobic System,
BBL) inkubiert. Eine von drei Kolonien wurde zufallig von jeder Platte gepickt und als Reinkulturen finf- bis
neunmal auf Rogosa-Agar angezogen und als dichte Kulturen in einem gefrorenen Puffer bei —80°C gehalten.
Durch dieses Verfahren wurden die Stamme Lactobacillus plantarum 299 und 299v sowie 105, 275 und 386,
Lactobacillus fermentum 8704 : 3, Lactobacillus reuteri 108, 8557 : 1, 8557 : 3, Lactobacillus rhamnosus 271
und Lactobacillus agilis 294 isoliert. In ahnlicher Weise wurden Lactobacillus-Stamme aus Ratten- und Schwei-
nedarmen isoliert, das heif3t Lactobacillus reuteri R2LC und 1063, 1068 beziehungsweise 1044.

[0030] Die Lactobacillus-Stamme wurden auf folgende Weise auch isoliert aus Nigerian ogi oder pito. Die Ur-
sprungsprobe wurde in einem Ultraschallbad fir 5 Minuten behandelt und auf einem Vortex fiir 2 Minuten ge-
mischt, verdiinnt und dann auf Rogosa-Agar (Difco) fur 3 Tage bei 37°C inkubiert. Zufallig gepickte Bakterien-
kolonien wurden getestet. Durch dieses Verfahren wurden die Stdmme Lactobacillus plantarum 79 und 107,
125, 98, 53, 97M2, 97, 101, 120 und 44 erzielt.

[0031] Lactobacillus-Stamme wurden auch aus Silage isoliert, das heil3t, Lactobacillus plantarum 36E, 256
und ATCC8014. So5 ist eine Lactobacillus plantarum -Starterkultur, die erzielt wurde von Sockerbolaget, Arl6v.
Lactobacillus reuteri BR ist der kommerzielle Stamm, der in der BRA-Milch (Arla Ekonomisk Férening, Stock-
holm, Schweden) verwendet wird.

Identifizierung der Stdmme

[0032] ATCC 149177 und DSM 20016 sind die Typenstamme fiir Lactobacillus plantarum und Lactobacillus
reuteri. Ein Typenstamm definiert die Art und sollte mit einem " markiert werden. Alle anderen Stamme mit einer
DNA : DNA Homologie von mehr als 70 % zu einem bestimmten Typenstamm werden dann als zu dieser be-
stimmten Art angehdrig betrachtet.

[0033] In dem International Journal of Systematic Bacteriology (1995) 45: 670-675, Johansson, M-L, et al.
wird die Klassifizierung von isolierten Stammen mittels der Restriktionsendonukleaseanalyse der chromoso-
malen Gesamt-DNA beschrieben. Bei dem erzielten ,Fingerprint" werden genetische Gruppen oder Cluster ge-
bildet, welche die Ahnlichkeit in dem Gesamtmuster beim Vergleich wiedergeben. GemaR diesem Analysever-
fahren konnten die Lactobacillus plantarum -Stdmme in die verschiedenen genetischen Gruppen 1a, 1b, 1c
aufgeteilt werden, wie dies in der Fig. 1 zu erkennen ist. Die Stimme im Cluster 1 ¢ haben alle eine Ahnlichkeit
zu L. plantarum 299 von > 50 und die Stamme 299v, 107, 105 und 79 haben eine Ahnlichkeit von > 70%.
[0034] Die Stamme 299 und 299y, die beide aus einer gesunden menschlichen Darmschleimhaut isoliert wur-
den, wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zeltkulturen GmbH am 02. Juli 1991 be-
ziehungsweise am 16. Marz 1995 hinterlegt und erhielten die Hinterlegungsnummern DSM 6595 (299) und
DSM 9843 (299v).

Phéanotyuische Identifizierung

[0035] Die Stamme 299, 299v, 79, 105 und 107 sind Gram-positive, Katalase-negative Stabchen, die auf Ro-
gosa-Agar bei pH 5,5 wachsen und die Milchsaure anaerob aus Glucose bilden kénnen. Die Fahigkeit der
Stdmme zur Fermentation von verschiedenen Kohlenhydraten ist in der Tabelle 1 gezeigt. Die Tests wurden
mit APl 50 CH gemalf den Anleitungen des Herstellers durchgefiihrt.

[0036] Die Stamme konnten phanotypisch als Lactobacillus plantarum identifiziert werden.
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Tabelle 1
Fermentationsmuster der Stamme von L. plantarum 299, L. plantarum 299y, L. plantarum 107, L. plantarum
105 und L. plantarum 275 auf API 50 CH bei 30°C und 37°C.

L. planta- L. planta- L. planta- L. planta- L. planta-

rum 299 rum 229v rum 107 rum 105 rum 79

30°C 37°C 30°C 37°C 30°C 37°C 30°C 37°C 30°C 37°C
Glycerin - - - - - - - - - -
Erythrit - - - - - - - - - -
D-Arabinose - - - - - - - - - -
L-Arabinose  + + o+ o+ + + + + +
Ribose + + + + + + + +
D-Xylose - - - - - - - - - -
L-Xylose - - - - - - - - - -
Adonit - - - - - - - - - -
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B-Methyl-
xylosid

Galactose
D-Glucose
D-Fructose
D-Mannose
L-Sorbdse
Rhamnose
Duicitol
Inositol
Mannit
Sorbitol

a-Methyl-D-
mannosid

a-Methyl-D-
glucosid

N-Acetyl-
glucosamin

Amygdalin
Arbutin
Aesculin
Salicin
Cellobiose
Malitose
Lactose
Melibiose
Saccharose
Trehalose
Inulin
Melezitose
D-Raffinose
Starke
Glycogen
Xylitol
B-Gentiobiose
D-Turanose
D-Lyxose

+

+

+

+

+ + + o+

+ +

+

+ + 4+ + + o+ + + o+ o+
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+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
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D-Tagarose - - - - - - - - - -
D-Fucose - - - - - - - - - -
L-Fucose - - - - - - - - - -
D-Arabitol - - + - + - + - + -
L-Arabitol - - - - - - - - - -
Gluconat + + + + + + + + + +

2-Keto- - - - - - - - - - -
gluconat

5-Keto- - - - - - - - - - -
gluconat

Plasmidprofil

[0037] Die Stamme wurde hinsichtlich ihres Gehaltes an Plasmiden gemal} dem Verfahren getestet, das be-
schrieben ist von Chassy et al (1976). Lactobacillus plantarum 299, 299v, 79 und 105 hatten identische Plas-
midprofile, das heil3t finf Plasmide von 4, 9, 15, 21 und > 30 MDa. Lactobacillus plantarum 107 hatte drei Plas-
mide von 4, 15 und 21 MDa.

Kultivierung von Lactobacillus plantarum 299

— Ein Inokulum aus einem Gefrierschrank von —-80°C wurde hinzugegeben zu 50 ml Lactobacillus Carrying Me-
dium (LCM, Efthymiou & Hansen, J. Infect. Dis., 110: 258-267, 1962) oder zu Rogosa,

— es wurde fur 40 Stunden bei 37°C inkubiert,

— 50 ml wurden inokuliert in 500 ml LCM, fir etwa 40 Stunden bei 37°C wurde inkubiert, 500 ml wurden in 5
Liter inokuliert,

— fiir etwa 25-30 Stunden bei 37°C wurde inkubiert,

— bei 10.000 Umdrehungen pro Minute wurde fir 10 Minuten zentrifugiert,

— es wurde einmal in einer physiologischen Salzl6sung gewaschen,

— das Pellet wurde in etwa 1 Liter der physiologischen Salzlésung geldst.

[0038] Diese Menge war ausreichend fur etwa 400-500 Liter Haferschleimsuppe. Die Kultivierungsmedien
wurden nicht optimiert. Rogosa arbeitete besser als LCM, was Pufferfunktion zurtckzufihren ist.
2wahrscheinlich auf eine bessere % Glucose wurde zu LCM hinzugefiugt. Das gleiche Verfahren kann fur die
Herstellung der anderen Lactobacillus-Stdmme verwendet werden.

Besiedlung von Lactobacillus plantarum in vivo

[0039] Um die Fahigkeit zur Besiedlung in vivo zu Uberprifen, wurden zwolf gesunden Freiwilligen fur 10 Tage
100 ml flussige Haferschleimsuppe geman der Beschreibung in WO 93/01823 gegeben, die 8 x 10’ Kolo-
nie-bildende Einheiten (CFU)/g eines gefriergetrockneten Lactobacillus-Stammes enthielt. Lactobacillus plan-
tarum 299 konnte in einer dominierenden Position auf der Darmschleimhaut 10 Tage nach Vollendung der Ver-
abreichung gefunden werden.

[0040] Bei einem anderen Test wurde die Fahigkeit der Stdmme L. plantarum 105 und 107 zur Besiedlung
getestet. Eine gefriergetrocknete Zubereitung, die 1,5 x 10° CFU von jedem Teststamm enthielt, wurde einmal
am Tag fir 8 Tage gegeben. Biopsien wurden vom Rektum mit Beginn einen Tag nach Verabreichung und be-
endend 1 Tag und 8 Tage nach der Verabreichung genommen. Ferner wurden Biopsien aus dem Jejunum ent-
nommen. Keine der verabreichten Stdmme wurde auf Rogosa-Platten 8 Tage nach dem Ende der Verabrei-
chung re-isoliert.

Hamagglutinationstest

[0041] Um zu untersuchen, ob die Adhasine der Lactobacillus-Stamme den Adhasinen flr die Mannose ent-
haltenden Rezeptoren innerhalb der Enterobakteriaceae-Familie ahneln, beispielsweise auftretend in E. coli
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-Stdmmen, die mit Fimbrien vom Typ 1 assoziiert sind und an Dickdarm-Epithelzellen binden, wurden mit Ery-
throcyten von verschiedenem Ursprung Hamagglutinationstests durchgefihrt.

[0042] Gewaschene Bakterien wurden mit 2 x 10'%/ml in PBS suspendiert und zweifache Verdiinnungen der
bakteriellen Suspensionen wurden auf Mikroskoptragern mit gleichem Volumina von 3% Erythrocytensuspen-
sionen in PBS oder in PBS, das 100 mM von Methyl-a-D-mannosid enthielt, gemischt. Die Trager wurden in
regularen Intervallen vorsichtig schraggestellt und die Agglutination wurde nach 15 Minuten mit dem nackten
Auge beobachtet unter Verwendung eines Lichtmikroskops bei 250-fachen VergréRerung. Der reziproke Wert
der grofiten Verdiinnung der Bakteriensuspension, die eine sichtbare Agglutination innerhalb von 15 Minuten
zeigte, wurde als Agglutinationstiter bezeichnet.

[0043] Die Membran-gebundenen Glycoproteine der Erythrocyten enthalten Mannose, und E. coli mit Man-
nose-spezifischen Adhasinen agglutinierte einen grof3en Bereich der Erythrocyten in einer Mannose-empfind-
lichen Weise.

[0044] Die L. plantarum -Stamme, die zu der genetischen Gruppe 1c gehdren, agglutinierten die Erythrocyten
vom Menschen, Meerschweinchen,. Hihnchen, Katze, Hund, Maus, Ratte, Kaninchen, Pferd und Schwein und
seltener Schaf oder Rinderythrocyten. Mit Ausnahme der Schaf- und Rinderythrocyten wurden die Agglutina-
tionen vollstandig gehemmt oder stark reduziert durch Methyl-a-D-mannosid. Eine schwache Mannose-emp-
findliche Hamagglutination wurde in einigen Stdmmen der 1 b Gruppe gesehen, wobei die anderen geneti-
schen Gruppen negativ waren.

[0045] Die Mannose-empfindliche Hamagglutination (MSHA) von L. plantarum ahnelt der von E. coli, wobei
aber einige Unterschiede beobachtet wurden. Hinsichtlich L. plantarum ergaben die Hihnererythrocyten die
héchsten MSHA-Titer, wahrend die Pferdeerythrocyten eine der am wenigsten aktiven Erythrocytenarten wa-
ren. Hinsichtlich E. coli zeigten andererseits die Pferdeerythrocyten die héchsten Titer und zwar etwas héher
als die Hihnererythrocyten. Die Meerschweinchenerythrocyten zeigten eine vergleichsweise starke hamag-
glutinierende Aktivitat mit L. plantarum sowie mit E. coli, wahrend menschliche Erythrocyten eine geringe Ak-
tivitat im Vergleich zu anderen Erythrocytenarten fir E. coli zeigten, aber vergleichsweise aktiv hinsichtlich der
Agglutination mit L. plantarum waren.

Anhaftung an HT-29 Zellen

[0046] Verschiedene Lactobacillus-Stamme wurden fir ihre Fahigkeit, sich an Darmepithelzellen der mensch-
lichen Dickdarmkarzinom-Zelllinie HT-29 getestet (Verfahren beschrieben von Wold, A, et al, Infection and Im-
munity, Okt. 1988, S. 2531-2537). Zellen der menschlichen Adenokarzinom-Zelllinie HT-29 wurden in Eagle's
Medium kultiviert, das erganzt war mit 10% fetalem Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und 50 pg/ml Gentamicin
(Sigma Chemical Co., Saint Louis, Mo, USA). Wenige Tage nachdem die Zellen den Zusammenfluss erreicht
hatten, wurden sie mit EDTA-haltigem Puffer (0,54 mM) abgel6st, gewaschen und in Hank's balancierter Salz-
I6sung (HBSS) bei 5 x 10%/ml suspendiert. Die Bakterien wurden geerntet, gewaschen und suspendiert in
HBSS bei 5 x 10%ml (2 x eine optische Dichte von 1,5 bei 597 nm). Die Zellen, Bakterien und HBSS wurden
in einem Verhaltnis von 1 : 1 : 3 gemischt und mit einer vertikalen Rotation fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert.
Die Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit neutralem gepufferten Formalin (Histofix, His-
tolab, Goéteborg, Schweden) fixiert. Die Zahl der Bakterien, die an jeder von wenigstens 40 Zellen angehaftet
waren, wurden unter Verwendung eines Interferenzkontrastmikroskops bestimmt (500-fache VergréRRerung,
Nicon Optophot, mit Interferenzkontrastausriistung, Bergstrom Instruments, Géteborg, Schweden) und die
Durchschnittszahl der Bakterien pro Zelle wurde berechnet. Um die Anhaftung zu hemmen, wurde 1,5% von
verschiedenen Monosacchariden (Glucose, Mannose, Methyl-a-D-mannosid) bei dem Anhaftungstest einge-
setzt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 2 gezeigt, wobei die Uberschriften neben dem Stamm und
der genetischen Gruppe die folgenden sind:

—HT-29 VH ist der Durchschnittswert der Zahl der Bakterien/Zelle; die Zahl der Experimente ist in Klammern

gezeigt;

— a-Methylmannosid, Mannose und Glucose beziehen sich auf den Durchschnittswert der Zahl der Bakte-

rien/Zelle in Gegenwart von a-Methylmannosid, Mannose bzw. Glucose; die Zahl der Experimente ist in

Klammern gezeigt;

— n ist die Zahl der gepaarten Werte bei dem Vergleich der Anhaftung mit und ohne a-Methylmannosid;

—d ist der durchschnittliche Unterschied mit und ohne a-Methylmannosid; positiv = Hemmung mit Manno-

sid;

— p ist der p-Wert fiir den Vergleich; Student's T-Test fir gepaarte Werte.
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Tabelle 2

Stamm Genetische HAT-29 a-Methyl- Mannose n d p

Gruppe VH mannosid Glucose
299v L. plantarumic 11,2(9) 599 8,34) 11,46) 9 53 0,004
299 L. plantarumic 10,7(8) 49(8) 11,6(3) 10,6(5) 8 5,8 0,002
79 L. plantarumic 11,7(8) 5,78) 6,8(3) 10,7(5) 8 5,9 <0,0001
105 L. plantarumic 10,8(7) 78(7) 9,82 10,34) 7 30 0,15
107 L. plantarumic 10,3(7) 6,9(7) 10,8(2) 1534) 7 34 0,01
386 L. plantarum1c 5,8(4) 46(4) 7,04) 764 4 1,2 0,59
275 L. plantarumic 1,6(3) 1,33) 2,93) 313) 3 03 0,52
36E L. plantarum1b 6,0(6) 66(6) 7,72 352 6 -06 0,58
256 L. plantarum1b 4,9(6) 456) 7,73) 9,86) 6 04 0,74
125 L. plantarum1c 8,7 2,9 - - 3 - 0,0036
ATCC14917 L. plantarumib  5,6(6) 6,2(3) 1,9(1) 9(1) 3 -0,6 0,70
Sob5 L. plantarum 1,3(1) 1,6(1) 3,5(1) 2,7(1)
ATCC8014 L. plantarum 4,8(5) 1,01) 5,0(1) 5,0(1)
98 L. plantarum1b 0,2(5) 0(1)
53 L. plantarum1a 0,4(5) 0(1)
97M2 L. plantarum 6,4(5) 7,7(2) 2 02 0,70
97 L. plantarum1ia 1,2(4) 6.7(1) | o
101 L. plantarumia 0,3(1) 1,0(1) 4,2(1) 3,8(1)
120 L. plantarum 0(4) 0o(1)
44 L. plantarum 3,1(1) 6,7(1) 9,71) 6,5(1)
8704:3 L. fermentum 2,8(3) 10,9(1)
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BR L. reuteri 5,3(4) 13,6(1)

108 L. reuteri 0,3(4) 0(1)

1063 L. reuteri 2,5(4) 12,1(1)

1068 L. reuteri 2,2(1) 3,3(1)

1044 L. reuteri 1,7(4) 2,6(2)

MS0 L. reuteri 4,0(4) 1,3(1)  2,7(1) 4,0(1)
8557:1 L. reuteri 2,0(4) 4,1(1)

8557:3 L. reuteri 0,8(4) 0,8(1)

DSM20016T L. reuteri 5,0(3) -13,8(1)

R2LC L. reuteri 0(3) 1,15(1) 0,3(1) 0,8(1)
294 L. agilis 0,7(3) 2,4(1)

271 L. rhamnosus 0(2)

[0047] Aus diesen Ergebnissen ist zu erkennen, dass die ersten finf Stdmme von Lactobacillus eine starke
Anhaftung an HT-29 Zellen in vitro zeigen, wobei die Anhaftung durch den Zucker a-Methylmannosid gehemmt
wird.

[0048] Dieser Anhaftungstest wurde mit Lactobacillus plantarum -Stdmmen sowie mit finf Escherichia coli
-Stammen wiederholt. Vier Wildtypstdmme wurden aus der rektalen Flora von pakistanischen Kleinkindern iso-
liert und durch Biotypisierung als E. coli identifiziert gemaf der Beschreibung von Bettelheim, M.F. et al., J.
Med. Microbiol. 2: 225-236, 1969. Die E. coli Stdmme wurden Uber Nacht bei 37°C in einer statischen Lu-
ria-Nahrlésung, die 0,1% CacCl, enthielt, kultiviert, um die Expression der Fimbrien vom Typ 1 mit Manno-
se-spezifischen Adhasinen zu férdern. Der transformante Stamm E. coli 506 MS, der Fimbrien vom Typ 1 und
Mannose-spezifische Adhasine expremierte, wurde auf tryptischem Soja-Agar kultiviert, der 25 ug von Chlo-
ramphenicol/ml enthielt. Die L. plantarum -Stdmme wurden auf Rogosa-Agar fur 24 Stunden aerob bei 37°C
kultiviert.

[0049] Um die Hemmung der Anhaftung zu testen, wurden die folgenden Monosacchariden mit einer Endkon-
zentration von 60 mM bei dem Anhaftungstest hinzugesetzt: D-Glucose (USB, Cleveland, Ohio, USA), Me-
thyl-a-D-glucosid (Sigma), D-Mannose (Merck, USA), N-Acetylglucosamin (USB), N-Acetylgalactosamin
(USB) und N-Acetylneuraminsaure (Sigma).

[0050] Die L. plantarum -Stdmme 299 und 299v, die zuvor gezeigt hatten, dass sie menschliche Freiwillige
besiedeln, zeigten eine Anhaftung an HT-29 Zellen in einem moderaten Ausmal (etwa 10 Bakterien/Zelle).
Dies ist auch richtig fir alle, aul3er einem der anderen L. plantarum -Stamme, die zu der genetischen Gruppe
1c gehoren. Methyl-a-D-Mannosid reduzierte die Anhaftung von diesen Stammen um 45-73%. Ein geringeres
MaR der Anhaftung (2-5 Bakterien/Zelle) wurde bei den Stammen der Gruppe 1 b beobachtet. Deren Anhaf-
tung wurde durch Methyl-a-D-Mannosid um 33-58% reduziert. Andere L. plantarum -Stdmme, die nicht zu der
genetischen Gruppe 1 b oder 1c gehdrten, hafteten mit geringeren Zahlen an und diese Anhaftung wurde nicht
durch Methyl-a-D-Mannosid gehemmit.

[0051] D-Mannose reduzierte auch die Anhaftung von L. plantarum 299 und 299v, aber in einem geringeren
Male als Methyl-a-D-Glucosid. Keines der getesteten Monosaccharide, das heif3t D-Glucose, Methyl-a-D-glu-
cosid, L-Fucose, Galactose, N-Acetylglucosamin, N-Acetylgalactosamin und Acetylneuraminsaure, hemmte
die Anhaftung von L. plantarum 299 oder 299v an HT-29 Zellen.

[0052] Die E. coli -Stamme mit Mannose spezifischen Adhasinen hafteten in Mengen von 15-45 Bakteri-
en/Zelle an. Die Anhaftung von E. coli 506 MS wurde in einem ahnlichen Mal (94%) sowohl durch Me-
thyl-a-D-Mannosid als auch D-Mannose gehemmit.

[0053] Die Ergebnisse der Anhaftung der Bakterien an die HT-29 Zellen nach Inkubation in Gegenwart oder
in Abwesenheit von 60 mM Methyl-a-D-Mannosid, gewaschen und berechnet als Durchschnittswerte von drei
Experimenten (fur E. coli 345, 253, 810 und 476 nur jeweils ein Experiment), sind in der folgenden Tabelle 3
gezeigt.
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Bindung an D-Mannose, die an Agarose-Kugelchen imobilisiert ist

[0054] Die Tests fur die Bindung der Bakterien an die Agarose-Kugelchen mit D-Mannose-Beschichtung wur-
den durchgefiihrt mit leichten Modifikationen gemal Sanchez and Jonson (APMIS., 1990, 98: 353-357). Ge-
waschene Bakterien, suspendiert zu 10'%ml in PBS, wurden auf Mikroskoptragern mit gleichen Volumina einer
1:4 Suspension in PBS von kommerziellen Agarose-Kugelchen, die kovalent gebundene D-Mannose enthiel-
ten (Agarose-p-aminophenyl-a-D-mannopyranosid, Sigma, St. Louis, USA) oder von reinen Agarose-Kugel-
chen (4% Perl-Agarose, PL-Biochemical, Milwaukee, Wis, USA) gemischt. Die Trager wurden fiir 2 Minuten
schraggestellt und anschlieRend mit einem Interferenzkontrastmikroskop beobachtet (500-fache Vergrofie-
rung, Nicon Optiphot). Die Beobachtung der Bakterien, die an die Mannose-beschichteten Kigelchen anhaf-
teten und die nicht an reine Agarose-Kiigelchen gebunden hatten, wurde als eine positive Reaktion betrachtet.
Die Ergebnisse von diesen Tests sind in der Tabelle 3 gezeigt. Die Bindung an die Mannose-beschichteten
Agarose-Kugelchen wurde wie folgt eingeschatzt:

— Kein Unterschied bei der Bindung im Vergleich mit Kontrollkiigelchen ohne

Mannose;

+ Bakterien bedeckten 50% oder mehr der Oberflache der Kiigelchen in einer diinnen Schicht;

++ Bakterien bedeckten die gesamte Oberflache der Kiigelchen in einer dicken Schicht; manchmal erschien

dies als eine Mehrfachbeschichtung.

[0055] Eine Bindung an die mit D-Mannose-beschichteten Agarose-Kigelchen wurde bei allen L. plantarum
-Stdmmen beobachtet, die an HT-29 Zellen anhafteten und Erythrocyten in einer Mannose-empfindlichen Wei-
se agglutinierten, dass heift alle Stamme, die zu der Gruppe 1c gehdren, sowie ATCC 149177, 256 und 36E
von der Gruppe 1 b. Die meisten positiven Stamme reagierten stark mit den mit Mannosebeschichteten Aga-
rose-Kligelchen. Schwache Reaktionen wurden beobachtet mit L. plantarum 275 und mit ATCC 14917" und
256. Alle L. plantarum -Stdmme, die hinsichtlich einer Mannose-empfindlichen Anhaftung negativ waren, wa-
ren auch negativ hinsichtlich den Mannose-beschichteten Kiigelchen mit Ausnahme von L. plantarum 97, das
zu der Subgruppe 1a gehdrt. Dieser Stamm hatte jedoch manchmal eine Mannoseempfindliche Anhaftung bei
anderen Experimenten gezeigt.

[0056] E. coli 506 MS heftete in etwa dem gleichen Mal} wie die stark positiven L. plantarum -Stamme an.

Tabelle 3

Stamme genetische Anhaftung Bakterien/Zelle Bindung an mit
Gruppe (Durchschnitt + Standardabweichg.) Mannose beschichtete
HBSS  + Methylmannosid p Agarose-Kiigelchen

L. plantarum

97 1a 1,240,9 1,5+0,9 +
101 1a 0,5+0,4 1,1+0,8 -

53 1a 0,8 + 0,4 20109 -

ATCC 14177 1b 52+0,8 2,2+0,7 0,070 +
256 1b 37+0,3 18+05 0,020 +
36E 1b 24+1,8 1615 0,17 ++
08 1b 0,6+0,6 0,410,2 -

299 (=DSM6595) 1c 8,1%1,1 38+05 0,029 ++
299v(=DSM9843) 1c ~ 11,7+1,4 34405 0,017 ++
107 1c  11,9+17 37105 0,020 ++
105 1c 13,3150 38104 0,093 ++
79 1c 12,1+£3,5 3,3+£0,4 0,056 ++
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125 1c 8716 29+17  0,0036 ++
275 1c 2003 1602 0,038 ‘
386 1 11,6128 41+09 0,021 ++
So5 22404 46+22 | ]
ATCC 80147 27410 45+15 ]
120 | 09£06 08£0,7 -
44 1412 1602 -
E. coli

345 18.4 0.7

253 45,4 2.7

810 26,2 0,5

476 16,3 17

SO6 MS 34,5+8,9 2609 0,020 -

Metaperiodat-Oxidation und enzymatische Behandlung von Bakterien und HT-29 Zellen

[0057] Gewaschene Bakterien oder HT-29 Zellen wurden in 0,01 M Metperiodat (Merck, USA) in 0,1 M Cit-
rat-Phosphat-Puffer, pH 4,5, suspendiert. Die Bakterien wurden bei 37° C fiir 1 Stunde inkubiert, wahrend die
HT-29 Zellen bei Raumtemperatur fir 15 oder 30 Minuten inkubiert wurden. Nach Inkubation wurden die Bak-
terien oder die Zellen abzentrifugiert, zweimal in PBS gewaschen und in HBSS resuspendiert. Die Kontrollin-
kubationen wurden durchgefihrt mit 0,01 M Natriumiodat (Mallinckrodt Chemical Works, Saint Louis, Mo, USA)
in dem gleichen Puffer wie oben oder mit Puffer allein.

[0058] Gewaschene Bakterien oder HT-29 Zellen wurden in PBS suspendiert, das 2 mg/ml Proteinase K (15
Einheiten/mg Sigma) enthielt, oder in PBS allein, und dann bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert, gewaschen und
resuspendiert, wie oben beschrieben.

[0059] Die Behandlung der HT-29 Zellen mit Periodat fir 15 oder 30 Minuten flhrte zu einer Zeltzerstérung.
Nur 5-10% der Zellen verblieben nach der Behandlung und dem folgenden Anhaftungstest. Die Manno-
se-empfindliche Anhaftung von L. plantarum an die Zellen, die zuvor fiir 15 Minuten behandelt wurden, blieb
hoch (p = 0,41 in Relation zu der Pufferkontrolle), wahrend die Zellen, die zuvor fiir 30 Minuten behandelt wur-
den, L. plantarum nicht in einer Mannose-empfindlichen Weise gebunden hatten (p = 0,033 in Bezug auf die
Pufferkontrolle). Die Periodatbehandlung fir 30 Minuten zerstorte fast die Anhaftung (p = 0,0005 in Bezug auf
die Pufferkontrolle, p = 0,0067 in Bezug auf die lodatkontrolle). Die Periodat-Oxidation der bakteriellen Zello-
bertlachen-Kohlenhydrate beeinflusst nicht stark die Bindung.

[0060] Die Behandlung von L. plantarum mit Proteinase K hob vollstandig ihre Fahigkeit zur Anhaftung an
HT-29 Zellen auf (p = 0,0008, Tabelle 5), wahrend keine Reduktion in der Anhaftung von E. coli 506 MS beo-
bachtet wurde nach Behandlung der Bakterien mit diesem Enzym. Die Proteinase K Behandlung der HT-29
Zellen zeigte keine klaren Effekte fir die Anhaftung von L. plantarum 299v (p = 0,36), wobei eine Tendenz zur
Reduktion der Anhaftung von E. coli 506 MS mit Fimbrien vom Typ 1 auftrat (p = 0,15, Tabelle 4).

[0061] Diese Experimente bestatigen, dass der zellgebundene Rezeptor eine Kohlenhydratnatur hat und das
eine Proteinstruktur auf der bakteriellen Zelloberflache bei der Anhaftung an diesen Rezeptor beteiligt ist.

Anhaftung von Salmonella typhimurium an HT-29 Zellen

[0062] Salmonellaist ein Hauptpathogen bei der Diarrhoe-Erkrankung. Viele Salmonalla-Stamme tragen Fim-
brien vom Typ 1, was mit einer Mannose-empfindlichen Hamagglutination nachgewiesen werden kann.

[0063] Ein Salmonella-Stamm, der von einem Patienten mit gastro-intestinaler Erkrankung abstammte, Sal-
monella typhimurium 11014, zeigte eine Mannose-empfindliche Agglutination der Erythrocyten und wurde fir
diesen Anhaftungstest ausgewahlt. Der Salmonella-Stamm wurde mit einer fluoreszierenden Probe FITC (Flu-
oresceinisothiocyanat, Sigma) durch Inkubation der Bakterien und FITC in einem Carbonatpuffer, pH 9,6, Gber
Nacht in der Kalte markiert. Die Bakterien wurden dreimal vor Verwendung bei dem Anhaftungstest gewa-
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schen.

[0064] Fur die Anhaftung wurden 0,1 ml HT-29 Zellen (5 x 10%/ml) mit 5 x 10® fluoreszierenden Salmonalla
und mit 5 x 102 nicht-markierten Lactobacillus plantarum 299 oder 299v gemischt. Die Mischung wurde fiir 30
Minuten mit vertikaler Rotation in der Kélte inkubiert. Nach Waschen der Zellen wurden die anhaftenden Bak-
terien in einem Mikroskop, welches fiir den Fluoreszenznachweis ausgeristet war, gezahlt. Die Ergebnisse
sind in der folgenden Tabelle gezeigt.

[0065] Tabelle 4. Haftung an HT-29 Zellen

Zahl der Bakterien/Zelle
Salmonella typhimurium 11014 25
Salmonella typhimurium 11014 + 2,5% Methyl-a-D-mannosid 1
Salmonella typhimurium 11014 + Lactobacillus plantarum 299 7
Salmonella typhimurium 11014 + Lactobacillus plantarum 299v 12

[0066] Aus dieser Tabelle ergibt sich, dass der Salmonella-Stamm an die menschlichen Dickdarmzellen, dass
heil3t an die HT-29 Zellen, Uber einen Mannose-spezifischen Mechanismus gebunden hat. Diese Manno-
se-empfindliche Anhaftung konnte in einem hohen MafR} durch Lactobacillus plantarum blockiert werden. Die
Bakterien waren gleichzeitig in gleichen Mengen vorhanden.

[0067] Es ist wahrscheinlich, dass bei Zugabe des Lactobacillus-Stammes vor Zugabe des pathogenen
Stammes die Stellen fir die pathogenen Bakterien, welche die Mannosespezifischen Adhasine tragen, besetzt
werden, wodurch es fiurr sie unmdglich wird, sich zu etablieren und eine Krankheit hervorzurufen.

[0068] Akutes Leberversagen zeigt eine hohe Sterberate und ein signifikanter Anteil an dieser Sterberate
kann der hohen Haufigkeit einer Sepsis zugeordnet werden. Bei tédlich kranken oder immun-gefahrdeten Pa-
tienten werden die meisten Infektionen durch die Patienten eigene Mikroflora hervorgerufen, und viele Patien-
ten, die an Sepsis oder an einem multiplen Organversagen sterben, haben enterische Bakterien, fir die kein
septischer Focus identifiziert wird, was anzeigt, dass diese Infektionen ihren Ursprung im Darm haben. Auf-
grund der hohen Frequenz an klinisch signifikanter, bakterieller Sepsis wahrend einem schwerwiegenden Le-
berversagen wurde die Mdéglichkeit einer prophylaktischen Behandlung erdrtert. Bei akutem Leberversagen
oder nach einer gro3en Leberoperation gibt es eine starke bakterielle Translokation aus dem Darm, was einige
der infektidsen Komplikationen, die bei diesen Zustédnden gesehen werden, erklaren kann. Um den Mechanis-
mus herauszufinden und mégliche vorbeugende MalRnahmen aufzuzeigen, wurde das folgende Modell erstellt.

Test in Ratten

[0069] Wirkung von Lactobacilli-Ergdnzung bei akutem Leberverletzungsversagen.

[0070] Das Ziel von diesem Experiment besteht in dem Studium der Wirkung einer rektalen Ergédnzung von
verschiedenen Stdmmen von Lactobacillus auf das MaR der bakteriellen Translokation bei einem akuten Le-
berverletzungsmodell. Der Einfluss von solch einer Verabreichung auf die. Zahl der Enterobacteriaceae im
Dickdarm und im Blinddarm wurde auch untersucht.

[0071] Mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht im Bereich von 200-300 g wurden in 7 Gruppen
von 6 Tieren aufgeteilt: normale, akute Leberverletzung als Kontrolle (ALI); ergénzt mit Lactobacillus reuteri
R2CL (SR); erganzt mit Lactobacillus rhamnosus 271 (SS); erganzt mit Lactobacillus plantarum 299v (SP); er-
ganzt mit Lactobacillus fermentum 8704: 3 (SF) und ergénzt mit Lactobacillus reuteri 108 (ST). Alle Tiere er-
hielten normale Rattennahrung (R3, Lactamin AB, Stockholm) und Wasser ad libitum wahrend des Experimen-
tes und wurden in einem 12 Stunden Licht/Dunkel-Zyklus und bei 22° Raumtemperatur gehalten. Die unter-
schiedlichen Lactobacillus-Stamme wurden rektal einmal am Tag Uber einen Zeitraum von 8 Tagen verab-
reicht. Die tagliche Ergéanzung der Lactobacillus-Stamme betrug etwa 3 x 10° CFU pro Tier in 3 ml. Eine akute
Leberverletzung wurde am achten Tag durch intraperitoneale Injektion von D-Galactoseamin (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA), 1,1 g/lkg Kérpergewicht, induziert, was zu einem gesteigerten Hindurchtritt von Bakterien
durch das Darmlumen zu entfernten Organen fiihrt. Bei der akuten Leberkontrollgruppe wurde normale Koch-
salzldsung taglich Uber einen Zeitraum von 8 Tagen erganzt und die Leberverletzung wurde am achten Tag
induziert. Proben wurden 24 Stunden nach Hervorrufen der Leberverletzung gesammelt. Unter Etherbetdu-
bung wurde eine Laparatomie mittels eines medianen Einschnitts unter aseptischen Bedingungen durchge-
fuhrt. Portales Blut und Aortenblut wurde fir die bakteriologischen Tests gesammelt. Proben von der Lobus
caudatus der Leber und von mesenterischen Lymphknoten (MLN) wurden flr die bakteriologischen Studien
erzielt sowie zdkale Inhalte und Dickdarminhalte fur die bakterielle Zahlung.

[0072] Bei der bakteriologischen Analyse wurden Gewebeproben in 5 ml steriles Transportmedium gegeben.
Die Proben wurden in einem Ultraschallbad fir 5 Minuten angeordnet und fur 2 Minuten auf Chiltern (Ter-
ma-Glas, Schweden) geschittelt. Eine totale aerobische Plattenzdhlung wurde durchgefiihrt durch Anordnung
einer 1 ml Probe auf einem Gehirn-Herz-Infusionsagar BHI (Oxoid) und durch Inkubation bei 37°C fir 3 Tage.
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Die totale anaerobische Plattenzahlung wurde durchgefihrt durch Anordnung der Proben auf BHI und durch
Inkubation unter anaeroben Bedingungen bei 37°C. Nach 3 Tagen wurde die Zahl der Kolonien, die sich auf
jeder Platte gebildet hatten, gezahlt und hinsichtlich des Gewichtes des Ursprungsgewebes korrigiert. Gewe-
beproben wurden ausgedriickt pro Gramm Gewebe. Alle Werte sind dargestellt als Durchschnittswert t SEM.
Die Ergebnisse wurden statistisch unter Verwendung eines ungepaarten t-Tests nach Student Uberprift. Ein
Wahrscheinlichkeitsniveau von weniger als 0,05 wurde als signifikant betrachtet (p < 0,05).

Tabelle 5 Bakterielle Translokation an die Leber und MLN

Gruppe Leber, CFU/g MLN, CFU/g
ALl 5300 £ 1750 4940 + 2060
SR 880 £ 530* -

SS 1460 £ 990* 180 + 40*
SP 20 £ 10** -

SF 160 + 80** 70 £ 30"

ST 930 1 850* 20 £ 5*

* bedeutet p < 0,05, ** bedeutet p <0,01

[0073] Die Vorbehandlung der Ratten mit Lactobacillus plantarum 299v reduzierte signifikant die bakterielle
Translokation von dem Darm und verbesserte den Leberstatus.

[0074] Die bakterielle Mikroflora wurde untersucht, indem Proben vom Blinddarm- und Dickdarminhalt ge-
nommen wurden, die sofort in 5 ml steriles Transportmedium angeordnet wurden und anschliefend in einem
Ultraschallbad und, wie oben erwahnt, auf Chiltern geschittelt wurden. Lebensfahige Enterobacteri-
aceae-Zahlungen wurden erzielt auf Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar VRBG (Oxoid), der aerob bei
37° C fur 24 Stunden inkubiert wurde.
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Tabelle 6 Enterobacteriaceae-Zahlen im Dickdarm und Blinddarm

Gruppe CFU/g im Dickdarm CFU/g im Blinddarm
Normal 41117 6,5+0,3
ALl 6,8+0,2 49101
SR 6,7+0,2 51+0,2
SS 51+1,1 35+1,1
SP 47 +1,0* 43102
SF 1,9+ 1,2* 55102
ST 30+14 43+0,1

* bedeutet p < 0,05, ** bedeutet p < 0,01

[0075] Die obige Tabelle zeigt, dass die Enterobacteriaceae-Zahl im Dickdarm sowie im Blinddarm in allen
Gruppen, die mit Lactobacillus erganzt wurden, abnahm.

Klinischer Test

[0076] Pro Viva (Hagebutten-Suppe auf Basis von Hafer, der fermentiert wurde mit Lactobacillus plantarum
299v, Skadnemejerierna Ekonomisk Forening, Malmd, Schweden) wurde 26 Kindern, die an akuter Gastroen-
teritis litten, im Krankenhaus von Szezecin, Polen, Uber einen mittleren Zeitraum von 5,5 Tagen verabreicht.
Das Produkt wurde in einer Menge von 400 mil/Tag gegeben und zwar 200 ml am Morgen und 200 ml am
Abend.

[0077] Vor der Behandlung hatten alle Kinder zwischen 3- und 9-mal lockeren Stuhl pro Tag, wobei dies nach
der Behandlung auf eine Frequenz von 1-2 Stuhlgange pro Tag reduziert war. Sechs Patienten zeigten Patho-
gene in den Stuhlkulturen vor der Behandlung und zwar Salmonella bei 3 Kindern, enteropathogenes E. coli
bei 2 Kindern, Enterobacter aeromonas und Giardia intestinales bei jeweils 1 Kind. Nach der Behandlung wur-
den alle diese Pathogene nicht mehr in den Stuhlkulturen nachgewiesen. Alle Pathogene mit Ausnahme von
Giardia intestinales zeigen Fimbrien vom Typ 1 und haften an Darmepithelzellen ber einen Mannose-spezifi-
schen Mechanismus. Es ist wahrscheinlich, dass die Fahigkeit von Lactobacillus plantarum 299v mit Pathoge-
nen um die Bindungsstellen an den Mannose enthaltenden Glycoproteinen auf den Epithelzellen oder in der
Schleimschicht zu konkurrieren, verantwortlich ist fir das Verschwinden dieser Bakterien aus den Stuhlkultu-
ren nach Verabreichung von Lactobacillus plantarum.

Schlussfolgerung

[0078] Das haufige Auftreten von Mannose-spezifischen Adhasinen unter den Gramnegativen Bakterien, die
im Darmtrakt verweilen, lasst vermuten, dass diese Adhasine fir die Darmbesiedlung wichtig sind. Ein Man-
nose-spezifisches Adhasin wurde niemals zuvor in einer Gram-positiven Art, wie Lactobacillus plantarum,
identifiziert. Es kann angenommen werden, dass die Fahigkeit zur Anhaftung an die Mannose enthaltenden
Rezeptoren von Bedeutung fiir die ausgepragte Besiedlungsfahigkeit dieses Bakteriums ist. Jedoch kénnen
auch Bakterien, denen die Fahigkeit zur Anhaftung an die Schleimhautrezeptoren fehlt, gute Besiedler des
Darmtraktes sein, zum Beispiel der Stamm 271, der nicht an Darmepithelzellen anhaftet.

[0079] Die Fahigkeit zur Bindung an Mannose enthaltende Rezeptoren an dem Epithel verleiht wahrschein-
lich dem Lactobacillus plantarum die spezielle Fahigkeit der Wirkung von pathogenen Bakterien entgegenzu-
treten. Zunachst ist es ein guter Besiedler des Darms. Zweitens konkurriert es mit den pathogenen Bakterien
um die Rezeptorstellen, die wichtig sind fiir die Besiedlungsfahigkeit der pathogenen Bakterien, das heif3t der
Mannose enthaltenden Schleimhautrezeptoren. Drittens ist durch Bindung an die Rezeptoren, die auf den
Darmepithelzellen vorhanden sind, Lactobacillus plantarum in der Lage, das Mikromilieu der Epithelzellen so-
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fort zu beeinflussen. Der Wechsel in dem Mikromilieu, der durch Lactobacilli bewirkt wird, beeinflusst starker
die Epithelzellen, als wenn die Lactobacillus-Bakterien in einem entfernteren Ort von dem Epithel verweilen
wirden. Viertens ist durch Bindung an die Mannose enthaltenden Rezeptoren auf den Epithelzellen Lactoba-
cillus plantarum in der Lage, die Anhaftung von pathogenen Bakterien zu verhindern, wodurch deren Fahigkeit
zur Abgabe von toxischen oder anderen irritierenden Substanzen direkt auf die Epithelzellen reduziert wird,
was oft eine Voraussetzung fir die pathogene Wirkung dieser Bakterien darstellt.

Patentanspriiche

1. Verwendung von Lactobacillus plantarum 299v, Hinterlegungsnummer DSM 9843, das sowohl ein Man-
nose-spezifisches Adhasin als auch die Fahigkeit hat, menschliche Schleimhaut zu besiedeln, zur Herstellung
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung eines Harnweginfekts durch Hemmung der An-
haftung von pathogenen Bakterien, die Fimbrien vom Typ 1 exprimieren, insbesondere eines zu Klebsiella, En-
terobacter, Proteus oder Escherichia coli gehérenden Bakteriums, an menschliche Harnréhren-Epithelzellen.

2. Verwendung gemaf Anspruch 1 von Lactobacillus plantarum 299v, Hinterlegungsnummer DSM 9843,
in Kombination mit einem herkdmmlichen Trager zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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