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Neue Milchsaurebakterien und diese enthaltende Zusammensetzungen gegen bakterielle

Erkaltungen

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Mikroorganismus, der Ordnung Milchsdurebakterien
oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon, wobei der Mikroorganis-
mus, oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon mit Streptococcus
pyogenes koaggregieren kann. Des Weiteren betrifft die Erfindung Zusammensetzungen, die
die Mikroorganismen enthalten, insbesondere zur Verwendung in der Kérperhygiene und
Krankheitstherapie. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der
neuen Milchsdurebakterien bzw. der dieser enthaltenden Zusammensetzungen zur Behand-
lung und/oder Prophylaxe aller Erkrankungen, welche durch Streptococcus pyogenes

hervorgerufen werden konnen.

Des Weiteren stellt die hier beschriebene Entwicklung ein innovatives biologisches Produkt
in Form von GRAS-Mikroorganismen bzw. Milchsaurebakterien dar, das als spezifisch
wirkendes antimikrobielles Additiv fiir die Prophylaxe und die lokale Behandlung von Entzin-
dungen im Mund- und Rachenraum sowie fiur Infektionen des oberen Respirationstraktes

und der Haut eingesetzt werden kann.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung des erfindungsgemafien Mikroor-
ganismus, Analoges oder Fragmentes davon in Zusammensetzungen oder pharmazeuti-
schen Produkten oder Medizinprodukten (Mundhygiene), beispielsweise in Form von Sprays,
Gurgel- oder Spiillésungen, als Lutsch- oder Halstabletten, Pastillen, Dragees, Aerosolen,
Zahncremes, Séften, Sirup oder als Zusatz in Lebensmitteln bzw. als Nahrungserganzungs-

mittel.
HINTERGRUND

Mit einer Hals- oder Mandelentziindungen (Pharyngitis) sind die meisten Menschen bereits
in Berihrung gekommen. Die Krankheit kann sowohl virale als auch bakterielle Ursachen
haben. Etwa 20 — 30 % der Hals- und Mandelentziindungen sind bakteriell bedingt. Hier liegt
in jedem Fall eine Infektion durch Streptococcus pyogenes vor. Streptococcus pyogenes ist
eines der haufigsten humanpathogenen Bakterien. Die Verbreitung der bakteriellen Pharyn-
gitis erfolgt Uber Tropfcheninfektion. Die am haufigsten von der Infektion betroffene Gruppe
sind Kinder und Jugendliche im Alter zwischen 5 und 15 Jahren, in gedrangten Menschen-
ansammlungen werden jedoch auch altere Menschen infiziert (Bisno 1995). In den USA wird

die Zahl der S. pyogenes Infektionen auf 10 Millionen pro Jahr geschatzt (Kilian 2002). Die

1
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damit verbundenen Kosten belaufen sich fiir die USA auf schatzungsweise 1 Milliarde $
jahrlich (Reid et al. 2001). Die Zahl der akuten Streptokokken-Pharyngitiden in Deutschland
wird auf 1 bis 1,5 Millionen pro Jahr geschatzt. Nur ein Teil der Infektionen verlduft klinisch

apparent, d.h. das Reservoir der iibertragenen Erreger ist grofder.

Streptococcus pyogenes (Streptokokken der Gruppe A oder GAS genannt) ist ein human-
pathogener Erreger und gehort zu den grampositiven Kokken, die sich in Ketten aneinander-
reihen. Wie viele andere Krankheitserreger weisen auch Streptokokken die Fahigkeit zur
Expression mehrerer Virulenzfaktoren auf. Der erste Schritt im Laufe der Pathogense von
Streptococcus pyogenes ist die Adhasion der Bakterien an die Oberflache der Wirtszellen.
Nach einem weitgehend akzeptierten Modell erfolgt die Adhasion in zwei Stufen: die erste
Stufe besteht aus einer schwachen, relativ unspezifischen Interaktion mit der Oberflache von
humanen Zellen, in deren Folge es unmittelbar zu einer gewebsspezifischen, hochaffinen
Interaktion kommt (Hasty et al. 1992; Courtney et al. 1999; Cunningham 2000). Bereits 1976
konnten Beachey und Mitarbeiter die Lipoteichonsaure (LTA) als ein Molekul identifizieren,
dass auf bakterieller Seite die initiale Adhasion vermittelt. Auf Seite des Epithels konnte
Fibronectin als Rezeptor fiir LTA ausgemacht werden (Simpson und Beachey 1983). Fiir die
zweite Stufe der Adhasion sind mindestens elf weitere Strukturen auf der bakteriellen
Oberflache identifiziert, die eine Bindung an die Epithelzellen vermitteln. Der zweite Schritt in
der Pathogenese durch Streptococcus pyogenes ist die Invasion der Bakterien in die epithe-
lenWirtszellen (LaPenta et al. 1994). LaPenta und Kollegen konnten zeigen, dass GAS
humane Epithelzellen mit Frequenzen infizieren kdnnen, die teilweise Uber denen klassischer

intrazelluldrer humaner Pathogene wie z.B. Salmonella oder Listeria liegen.

Die pathogenen Bakterien innerhalb der Wirtszelle haben ein hohes Potential zur Vermeh-
rung, was zu einer akuten Infektion fiihren kann. Das Uberleben im Ruhezustand kann zum
erneuten Auftreten von bakteriellen Infektionen der Schleimhaute und Epithelium fithren, was
die wiederkehrenden Infektionen der Mund-Rachen-Schleimhaut erklaren kann. Insbesonde-
re Angina ist eine wiederkehrende Infektion, die sehr haufig bei Kindern durch GAS verur-

sacht wird.

Streptococcus pyogenes ist der dtiologische Agent mehrerer akuter Krankheiten, wie Pha-
ryngitis, Scharlach, Impetigo, Cellulitis. Auch invasive, toxigene Infektionen, wie nekrotisie-
rende Fasziitis, Myositis und Streptokokken-induziertes Toxisches Schock-Syndrom sowie
die Entwicklung von immunvermittelten Folgekrankheiten, wie Rheumatisches Fieber und

Glomerulonephritis, werden durch Strepfococcus pyogenes verursacht.
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Es wird geschatzt, dass zwischen 5 und 15 % aller Menschen das Bakterium (liblicherweise
im Rachen) tragen, ohne Zeichen einer Erkrankung. Als Teil der normalen Flora kann
Streptococcus pyogenes dann infizieren, wenn die Immunabwehr geschwacht ist. Der
Kolonisation von Geweben (z.B. des Respirationstrakies oder der Haut) mit Streptococcus
pyogenes folgt der Krankheitsausbruch verbunden mit den einschlagigen Symptomen, wie

z.B. Kratzen im Rachen, Halsschmerzen und Schluckbeschwerden.

Ferner kdnnen Infektionen mit Streptococcus pyogenes zu Komplikationen durch Ausbrei-
tung der Infektion in den tieferen Respirationstrakt (Otitis media, Sinusitis, Pneumonia) oder
in die Blutbahn zu Meningitis sowie zu Infektionen der Knochen (Osteomyelitis) und der
Gelenke (Arthritis) fuhren.

Ein Element in der Kolonisierung ist die bakterielle Adhdsion an eine Zell- bzw. Schleimhaut-
oberflache. Das Bakterium besitzt ein grofdes Repertoire an Adhasinen, welche die Bindung
an Zelloberflachen vermitteln (z.B. M-Protein, Fibronektin-Binding-Protein, LTA, Collagen-
Binding-Protein). Die Interaktion bzw. Bindung an Zelloberflachen spielt eine initiale Rolle in

der Besiedlung von Wirtszellen sowie der Pathogenese von Streptococcus pyogenes.

Demensprechend ist der friihzeitige Einsatz geeigneter therapeutischer Mittel zur Prophylaxe
und zur Behandlung von wesentlicher Bedeutung, um die Gesamtkeimzahl von GAS zu
reduzieren und der Bindung bzw. Invasion von Strepfococcus pyogenes effizient vorzubeu-

gen.

Im Stand der Technik sind therapeutische Mittel beschrieben, die in der Lage sind die durch
Streptococcus pyogene im Hals- und Rachenbereich hervorgerufene Beschwerden zu

lindern.
STAND DER TECHNIK

Die Standardtherapie einer akuten Erkrankung ist die Gabe von Antibiotika. Unter anderem
aufgrund von verstarkt auftretenden Penicillin-Resistenzen seit Mitte der 1980er Jahre ist die
Krankheit in den Industrielandern in den letzten Jahrzehnten wieder auf dem Vormarsch
(Kaplan 1991; Musser und Krause 1998). Es gibt keine Prophylaxe, da bisher kein funktio-
nierender Impfstoff entwickelt wurde. Es liegt an der Diversitat des hauptsachlich genutzten
Antigens, des M-Proteins aus der bakteriellen Zellwand und an der immunologischen Kreuz-

reaktivitdt der weiteren Antigenkandidaten mit humanen Proteinen.
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Es ist allgemein gezeigt, dass trotz Antibiotika-Behandlung (in der Regel Penicillin oder
Erythromycin), welche massive Nebenwirkungen ausiiben kdnnen, die Infektion bei den

meisten Patienten rezidiviert.

Bei den derzeit auf dem Markt befindlichen Praparaten handelt es sich im Wesentlichen um
Lutschpastillen, Tabletten, Gurgelldsungen und Rachensprays, teilweise versetzt mit Lokal-
anasthetika (Lidocain, Benzocain). Diese lindern die Beschwerden im Hals- und Rachenbe-
reich nur kurzzeitig, eine Abtétung von Streptococcus pyogenes wird durch diese Praparate

nicht erreicht.

Milchsaurebakterien werden im Allgemeinen als probiotische Bakterien fir den Schutz vor
Magen-Darm-Erkrankungen eingesetzt, die durch Krankheitserreger ausgeltst werden, da
sie neben Milchsdure auch haufig anti-bakterielle Substanzen produzieren. Lactobazillen
(Milchsaurebakterien) sind Gram-positive, anaerobe bis aerotolerante Bakterien, die in der
Lage sind Zucker zu Milchsaure zu verstoffwechseln (Milchsauregarung). Ihnen zugeordnet
sind die Familien Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Leuconostocaceae und Streptococcaceae. Sie gelten als apathogen und werden im Allge-
meinen als probiotische Bakterien zur Verbesserung der Magen-Darm Flora sowie bei der
Behandlung von gastrointestinalen Beschwerden eingesetzt. Laktobazillen sind insbesonde-
re fir die Nahrungsmittelindustrie von Bedeutung, wo sie im Bereich ,Functional Food" eine
wesentliche Rolle spielen. Frither wurde die Art Bifidobacterium bifidum zu den Laktobazillen
gestellt (Lactobacillus bifidum), wobei es nach heutigem Stand phylogenetisch mit der
Ordnung nicht in néherer Verbindung steht. Den Stoffwechsel betreffend wird es aber
weiterhin als Milchsdurebakterium behandelt. Milchsdurebakterien sind aufderdem fir die
Lebensmittelindustrie von hoher Wichtigkeit, da sie fiir die Herstellung von Milchprodukten
genutzt werden, aber auch als Schadlinge (z. B. in der Bierbrauerei) auftreten kénnen. Die

Milchsaurebakterien werden als apathogen bezeichnet.

Im Stand der Technik ist die Verwendung von probiotischen Bakterien flr unterschiedliche
Anwendungen beschrieben. So offenbart z. B. die WO 2010/130563 die Nutzung von

probiotischen Bakterien fiir Geschirrspllmittel, wodurch die negativen Folgen des Handge-
schirrsplilens fiir die Haut verringert werden. Aufterdem stellt sich ein pflegender Effekt fiir

die Haut ein.

Der Einsatz derartiger Mikroorganismen in kosmetischen Hautbehandlungsmitteln ist bereits
bekannt. So wird etwa in US 6790434 die Verwendung solcher Mikroorganismen in kosmeti-
schen Hautbehandlungsmitteln in Verbindung mit einem pflanzlichen Extrakt aus der extra-

zellularen Matrix beschrieben, um hierdurch der durch UV-Strahlung bedingten Hautschadi-
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gung entgegen zu wirken. Jedoch wird der Einsatz dieser Mikroorganismen in Wasch- und

Reinigungsmitteln nicht offenbart.

Weiterhin ist der Einsatz bestimmter Bacillus-Arten in Sanitarreinigungsmitteln bekannt. So
wird in WO 97/25865 der Einsatz von Bacillus-Arten in Sanitarreinigungsmitteln beschrieben,
die die Vermehrung von Pathogenen vermeiden und organischen Schmutz abbauen sollen.
Die offenbarten Verwendungen beinhalten oftmals inaktivierte Bakterien in Form von Sporen.
Die Sporen werden durch Substrate reaktiviert und sollen durch genetische Defekte keine
Vermehrung zeigen. Nachteilig hierbei ist jedoch, dass die Vermehrung bzw. Mutation von
Bakterien nicht vollig ausgeschlossen werden kann, so dass eine Restgefahr besteht, dass

die Bakterien sich unkontrolliert vermehren.

Eine orale Darreichungsform von probiotischen Bakterien ist mitunter in der WO
2005/117921 offenbart. Hierbei weist die Darreichungsform wenigstens eine Gattung von
probiotischen Mikroorganismen auf, wobei die Darreichungsform und/oder die Bakterien mit

einem Celluloseether enthaltenen Uberzug versehen ist.

In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass einige Lactobacillus Stamme dazu in der
Lage sind, die Bindung von GAS an menschliche Zelllinien zu verhindern. Die Lactobacillus
Stamme konkurrieren mit GAS um Oberflachenstrukturen auf den Zellen und Verhindern
somit die Invasion von GAS in die Wirtszellen. Da die Adhasion von Streptococcus pyogenes
an die Wirtszelle bereits der erste Schritt der Pathogenese dargestellt, und der Invasionspro-
zess in die Wirtszellen sehr kurzfristig erfolgt, ist dieses Verfahren als nachteilhaft bei der
Behandlung von GAS Infektionen anzusehen. Wiinschenswert ware hier bereits eine Co-
Aggregation von planktonischen Streptococcus pyogenes Zellen, bevor eine Bindung an die

Zelloberflache stattfindet und eine Immunantwort induziert werden kann.

Aufgabe der Erfindung ist, ein Mittel oder Zusammensetzung zur Prophylaxe und Behand-
lung von Infektionen hervorgerufen durch Streptococcus pyogenes bereitzustellen, das nicht

die Mangel oder Nachteile des Standes der Technik aufweist.
DARSTELLUNG DER ERFINDUNG

Geldst wird die Aufgabe durch die unabhangigen Anspriche. Vorteilhafte Ausfiihrungen

ergeben sich aus den Unteranspriichen.

In einem ersten Aspekt betrifft die Erfindung einen Mikroorganismus, der Ordnung Milchsau-
rebakterien oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon, wobei der

Mikroorganismus, oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon mit
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mindestens einem pathogenen Mikroorganismus koaggregieren kann, wobei der pathogene
Mikroorganismus Streptococcus pyogenes ist. Es war vollig liberraschend, dass ein Mikroor-
ganismus bereitgestellt werden konnte, der an Streptococcus pyogenes bindet, wobei es
sich bei dem Mikroorganismus um ein Milchsaurebakterium handelt. In einer besonders
bevorzugten Ausflihrungsform gehort der Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat,

Mutante oder Kombination davon, zur Gattung Lactobacillus.

Zudem war es vollig Uberraschend, dass bei dem Mikroorganismus oder Analog, Fragment,
Derivat, Mutante oder Kombination davon in einer bevorzugten Ausfiihrungsform die Fahig-
keit zur Koaggregation des pathogenen Mikroorganismus auch nach einer biologischen,
chemischen oder physikalischen Behandlung besteht. Vorteilhafterweise besteht die Fahig-
keit zur Koaggregation des pathogenen Mikroorganismus auch bei einem pH-Wert von
zwischen ca. 3 bis ca. 8. Es ist bevorzugt, dass der Mikroorganismus oder Analog, Frag-
ment, Derivat, Mutante oder Kombination davon die Fahigkeit zur Hemmung einer Bildung
eines Biofilms des pathogenen Mikroorganismus besitzt. Ferner ist bevorzugt, dass der
Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon die
Fahigkeit zur Verhinderung der Bindung an Fibronektin durch Streptococcus pyogenes
aufweist. In einer bevorzugten Ausfihrungsform weist der Mikroorganismus oder Analog,
Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon die Fahigkeit auf, keinen kommensalen

Mikroorganismus der Haut oder der Schleimhaute zu koaggregieren.

Der Mikroorganismus ist bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Lactobacillus
lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacil-
lus bulgaricus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus casei,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus paraca-
sel, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fructivorans, Lactoba-
cillus hilgardii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus viridescens,
Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus ingluviei oder Analoga, Derivaten, Fragmenten oder

Mutanten davon.

Vorteilhafterweise ist der Mikroorganismus ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend
folgende bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen hinterlegten als
DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSM 25989, DSM 25973 nummerierten Mikroorga-

nismen.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung eine Zusammensetzung umfassend mindes-

tens einen Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination
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davon. Die Zusammensetzung kann bevorzugt einen pharmazeutisch oder kosmetisch
vertraglichen Trager oder Exzipienten umfassen. Es ist bevorzugt, dass die Zusammenset-
zung in fester, flissiger, viskoser Form oder als Aerosol vorliegt. Insbesondere liegt die
Zusammensetzung bevorzugt als Paste, Weichgelatinekapsel, Hartgelatinekapsel, Pulver,
Granulat, Kiigelchen, Pastille, Brausetablette, Lutschtablette, Buccaltablette, Kautablette,
Subligualtablette, Losung, Tinktur, Emulsion, Saft, Konzentrat, Sirup, Spray, Trinkampulle,

Gel, Mundwasser, Zahnpulver, Kaugummi, Tablette, Dragee oder Bonbon vor.

Die Zusammensetzung kann vorteilhafterweise Probiotika, Antiseptika oder andere antibak-
teriell wirksame Substanzen umfassen und/oder bevorzugt zusatzlich enthaltend eine oder
mehrere der nachfolgenden Substanzen, die aus Antioxidantien, Vitaminen, Coenzymen,

Fettsduren, Aminosauren und Co-Faktoren ausgewahlt sind .

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung handelt es sich bei der Zusammenset-
zung um eine pharmazeutische, tiermedizinische, kosmetische, Nahrungserganzungsmittel
oder Nahrungsmittelzusammensetzung. Die Zusammensetzung enthalt bevorzugt ein oder
mehrere Verdickungsmittel, ein oder mehrere Sifdungsmittel und/oder ein oder mehrere
kinstliche Sli3stoffe, wobei das Verdickungsmittel bevorzugt aus Celluloseether, Polysac-
charide, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Xanthangummi, Gelatine, hochdisperses
Siliciumdioxid, Starke, Alginate, Tragant, Agar-Agar, Gummi arabicum, Pektin und Polyvinyl-
ester ausgewahlt ist und das Sillungsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend
Glucose, Fructose, Saccharose und Glucosesirup, Sorbitol, Mannitol, Xylitol und Maltitol,

Saccharin, Natriumcyclamat, Acesulfam-K und/oder Aspartam.

Bevorzugte pharmazeutische Produkte im Sinne der Erfindung umfassen Nasenspulungen;
Mund- und Zahnsplilungen; Gurgelldésungen, Nasensprays, Mundsprays, Rachensprays,
Nasentropfen, Tropfen, Tinkturen, Saft oder Sirup gegen Husten, Halsschmerzen, Erkaltun-
gen oder Infekte im Mund, Hals oder Rachenbereich, Halstabletten, Bonbons, Kaubonbons,
Dragees und Pastillen gegen Hals- oder Rachenbeschwerden oder Halsschmerzen sowie

Aerosole.

Bevorzugte Medizinprodukte im Sinne der Erfindung umfassen Nasenspllungen; Mund- und
Zahnspllungen; Gurgelldsungen, Nasensprays, Mundsprays, Rachensprays, Nasentropfen,
Tropfen, Tinkturen, Saft oder Sirup gegen Husten, Halsschmerzen, Erkaltungen oder Infekte
im Mund, Hals oder Rachenbereich, Halstabletten, Bonbons, Kaubonbons, Dragees und

Pastillen gegen Hals- oder Rachenbeschwerden oder Halsschmerzen sowie Aerosole.

Bevorzugte kosmetische Produkte im Sinne der Erfindung umfassen Zahncreme, Lotion,

Schuttelmixtur, Puder, Nasenspulungen, Mund- und Zahnspulungen, Gurgelldsungen,

7
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Nasensprays, Mundsprays, Rachensprays, Kaugummi, Hydrogel, Creme, Cresa, Salbe,

Fettsalbe oder Paste zum Aufbringen auf eine Hautflache.

Bevorzugte Nahrungsmittel und Nahrungserganzungsmittel im Sinne der Erfindung umfas-
sen Brausetabletten, Vitamintabletten, Mineraltabletten, Spurenelementtabletten, Getranke-
pulver, Getranke, Safte, Milchgetréanke, Yoghurts, Mineralwasser, stille Wasser, Bonbons,
Kaubonbons, Kaugummi, Saft oder Sirup, Halstabletten, Dragees und Pastillen sowie
Aerosole. Zudem kann die Zusammensetzung weiterhin Buildersubstanzen, Enzyme,
Elektrolyte, pH-Regulatoren, Verdicker, Soil release-Wirkstoffe, optische Aufheller, Vergrau-
ungsinhibitoren, Farblbertragungsinhibitoren, Schaumregulatoren und/oder Farbstoffe

enthalten.

Der Mikroorganismus kann vorteilhafterweise lebend oder in abgetodteter Form in der Zu-
sammensetzung vorliegen. Weiterhin kann es bevorzugt sein, dass der Mikroorganismus in
verkapselter, sprihgetrockneter und/oder lyophilisierter Form vorliegt, wobei es auch bevor-
zugt sein kann, dass der Mikroorganismus in Form eines Zelllysates vorliegt. Weiterhin ist
bevorzugt, dass der Mikroorganismus in einer Menge mit einem Masseanteil von 0,001
Gewichtsprozent bis 20 Gewichtsprozent, bevorzugt bis 0,005 Gewichtsprozent bis 10
Gewichtsprozent, besonders bevorzugt 0,01 Gewichtsprozent bis 5 Gewichtsprozent in der

Zusammensetzung vorliegt.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung und/oder
Selektion eines Milchsaurebakteriums mit der Eigenschaft, Streptococcus pyogenes zu

koaggregieren, wobei das Verfahren zumindest die folgenden Schritte aufweist:
a. Inkubieren des pathogenen Mikroorganismus zur Ausbildung eines Biofilmes,

b. Zugabe eines zu untersuchenden Milchsdurebakteriums und Inkubation zu einer Mi-
schung zur Ausbildung der Koaggregation zwischen dem pathogenen Mikroorga-

nismus und dem zu untersuchenden Milchsdurebakteriums,

c. Abtrennen der nicht gebundenen Milchsiurebakterien durch Entfernen des Uber-

standes und
d. Bestimmung des Biofilmes im Hinblick auf koaggregierte Milchsaurebakterien.

AulRerdem kann das Verfahren zusatzlich den folgenden Verfahrensschritt umfassen:



10

15

20

25

30

WO 2012/156491 PCT/EP2012/059213

- Untersuchung der Biofilm-Hemmung durch die pathogenen Mikroorganismen, wobei
die Zugabe der zu untersuchenden Milchsdurebakterien wahrend der Inkubation der

Biofilm-bildenden pathogenen Mikroorganismen erfolgt und/oder bevorzugt

- Quantifizierung der Biofilmbildung nach Entfernung der nicht gebundenen Zellen mit-
tels einer Messung der optischen Dichte im Vergleich zu einer Kontrolle ohne Zugabe

der zu testenden Milchsaurebakterien.

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung der Zusammensetzung zur Herstellung eines
Arzneimittels, Medizinproduktes oder Kosmetikums zur Behandlung, Prophylaxe und/oder

Therapie mikrobiell bedingter Erkrankungen der Haut, der Schleimhaute und der Mundhohle.

Die bevorzugte Zusammensetzung kann ferner zur topischen Prophylaxe und/oder Therapie
mikrobiell bedingter Erkrankungen oder entziindlicher Erkrankungen der Haut, der Schleim-
haute und der Mundhohle verwendet werden. Es ist bevorzugt, dass umfasst die Zusam-
mensetzung zur Prophylaxe und/oder Therapie mikrobiell bedingter Mundhohlenerkrankun-
gen verwendet wirdund zusatzlich ein oder mehrere Geschmacksstoffe umfasst. Weiterhin
ist bevorzugt, dass die Zusammensetzung zur topischen Prophylaxe und/oder Therapie
mikrobiell bedingter Erkrankungen oder entziindlicher Erkrankungen, vorzugsweise mikro-
biell bedingter Erkrankungen oder entzlindlicher Erkrankungen der Mundhohle, in Form einer
Kaumasse, eines Kaugummis, eines Bonbons, einer Pastille, einer Zahnpasta oder einer

Mundspulldsung verwendet wird.

Es kann vorteilhaft sein, dass eine oder mehrere entzindungshemmende und/oder anti-
mikrobielle Substanzen in der Zusammensetzung verwendet wird. Weiterhin kann es bevor-
zugt sein, dass die Zusammensetzung in Kombination mit Losungsmitteln, Tragerstoffen,
Hilfsstoffen, Flllstoffen, Geschmacksstoffen, Geruchsstoffen und/oder weiteren Inhaltsstof-
fen verwendet wird. In einer bevorzugten Ausflihrungsform kann die Zusammensetzung zur
Herstellung eines Reinigungsmittels oder Desinfektionsmittels fiir die Behandlung von
Oberflachen verwendet werden. Es ist zudem bevorzugt, dass die Zusammensetzung zur
Herstellung eines Produktes, das im Bereich der Medizinprodukte und/oder Prophylaxe
eingesetzt wird verwendet wird. Bevorzugt ist, wenn die Zusammensetzung zur Herstellung

eines Mittels zur oralen, sublingualen, buccalen Aufnahme verwendet wird.

Die Zusammensetzung kann in einer bevorzugten Ausfiihrungsform zur Herstellung eines
spezifisch wirkendes antimikrobielles Additiv fur die lokale Behandlung von Entziindungen im
Mund- und Rachenraum sowie fiir Infektionen des oberen Respirationstraktes und der Haut

verwendet werden. Die Verwendung einer bevorzugten Zusammensetzung erfolgt insbeson-
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dere prophylaktisch oder kurativ. Es kann bevorzugt sein, wenn die Zusammensetzung oral,

sublingual, buccal appliziert wird.

Ferner betrifft die Erfindung ein Kit zur Hygienebehandlung, umfassend bevorzugte Mikroor-
ganismen oder eine bevorzugte Zusammensetzung koérperhygienische Vorrichtungen oder
Gerate, Spulungen und/oder Pasten. Das Kit kann zur Behandlung von bakteriellen Infektio-
nen im Mund- oder Rachenbereich eingesetzt werden, wobei die Infektionen insbesondere
durch Streptococcus pyogenes verursacht sind, oder dieser zumindest an der Infektion

beteiligt ist.

Die vorliegende Erfindung betrifft bevorzugt neue Milchsaurebakterien, Analoga, Mutanten,
Derivate oder Fragmente davon sowie Zusammensetzungen, die diese enthalten, insbeson-
dere zur Verwendung zur Behandlung oder Prophylaxe von Sauglingen, Kleinkindern,
Kindern, gesunden Menschen, alten Menschen, immunsupprimierten Menschen, Menschen
mit einmaligen oder rezidivierenden Streptococcus pyogenes Infekten bzw. Menschen mit
bakteriell verursachten Hals- und Mandelentziindungen (Pharyngitis). Uberraschenderweise

kann die Erfindung auch fir Tiere verwendet werden.

Dementsprechend ist es bevorzugt, die Zusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimit-
tels zu verwenden, das zur Behandlung oder Prophylaxe von Hals- und Rachenbeschwer-
den, Halsschmerzen, Rotungen des Halses oder des Rachens sowie eitrigen und nicht-
eitrigen Hals- und Mandelentziindungen, bei denen die Gabe von Milchsaurebakterien
wilnschenswert ist, nutzlich ist. Die bevorzugte Zusammensetzung kann kurativ oder prophy-

laktisch, z.B. als Probiotikum, verwendet werden.

Die bevorzugten Mikroorganismen, namlich die Mikroorganismen, der zur Gattung der
Milchsaurebakterien gehoren, oder Analoga, Derivate, Mutanten oder Fragmente davon,
haben insbesondere die Fahigkeit zur Koaggregation, mit spezifischer Bindung an Strepto-
coccus pyogenes. Es war vollig Gberraschend, dass die bevorzugten Milchsaurebakterien
keine Koaggregation oder Bindung der kommensalen Mikroorganismen, wie Streptococcus
salivarius, bewirken. Streptococcus salivarius besiedelt die Schleimhaute im Hals- und
Rachenbereich von gesunden Menschen und tragt zum gesunden mikrobiellen Gleichge-
wicht bei, daher ist dessen Aggregation im Rahmen der vorliegenden Erfindung nicht bevor-

zugt.

Das heilfit, die bevorzugten Milchsdurebakterien koaggregieren spezifisch mit den pathoge-
nen Bakterien Streptococcus pyogenes. Nichts dergleichen geht aus dem Stand der Technik
hervor. Im Stand der Technik sind lediglich Milchsaurebakterien beschrieben, die die Besied-

lung und Invasion von Strepfococcus pyogenes an bzw. in humane Zelllinien verhindern. Die

10



10

15

20

25

30

35

WO 2012/156491 PCT/EP2012/059213

Adhasion stellt aber bereits den essentiellen Schritt der bakteriellen Pathogenese dar, so
dass dieser Ansatz nicht ohne Nebenwirkungen hervorzurufen, eingesetzt werden konnte. Im
Gegensatz zeigen die bevorzugten Milchsdurebakterien eine spezifische Koaggregation mit
planktonischen Streptococcus pyogenes Zellen, exemplarisch dargestellt an Stammen mit
den DSM Nummern ATCC 12344 und ATCC 19615 bevor diese an die Wirtszellen binden
kdnnen. Somit ist die Erfindung als Abkehr vom Ublichen anzusehen, da im Stand der
Technik der Trend besteht, die Bindung von Streptococcus pyogenes an die Epithelzellen zu
reduzieren. Es ist jedoch nicht beschrieben, dass die pathogenen Zellen bereits in der
Mundhdhle koaggregiert werden kdnnen, so dass eine Bindung an Epithelzellen von Vorne-
herein nicht erfolgen kann. Dies hat zudem den wesentlichen Vorteil, dass die Zellaggregate
mit dem Speichel oder mittels einer Spuillésung herunter geschluckt werden und die Strepto-
coccus pyogenes Zellen wahrend der Magen-Darm Passage abgetttet werden. Es handelt
sich somit auch um eine anwenderfreundliche Benutzung, da es generell als aufwendig und
auch unangenehm empfunden wird, z. B. Spllldsungen wieder auszuspucken. Nichts

dergleichen ist fur die bevorzugte Verwendung nicht nétig.

Dem Fachmann ist bekannt, dass die gesunde Haut bzw. Schleimhaut mit Mikroorganismen,
wie Bakterien und Pilzen, die als Kommensalen bzw. Mutualen bezeichnet werden, dicht
besiedelt ist. Die Mikroorganismen stellen einen natirlichen Bestandteil der Hautoberflache
dar und werden insbesondere als Hautflora zusammengefasst. Die Mikroorganismen, die
unter dem Begriff der autochthonen Flora zu subsumieren sind, stellen eine wichtige Voraus-
setzung dar, um die Haut selbst und den Organismus als Ganzen vor pathogenen Keimen zu
schitzen und sind Teil des Mikrobioms. Diesbeziiglich ist es besonders vorteilhaft, dass die
bevorzugten Milchsaurebakterien die Hautflora nicht aus dem Gleichgewicht bringen, son-
dern lediglich an das pathogene Bakterium Streptococcus pyogenes binden bzw. diesen

koaggregieren.

Nicht zuletzt zeigen die erfindungsgemalien Mikroorganismen eine Verhinderung der Bin-
dung an Fibronectin und damit eine Verhinderung der Zellinvasion. Dadurch, dass die
bevorzugten Milchsaurebakterien Strepfococcus pyogens koaggregieren, bzw. adhasive
Eigenschaften gegenuliber diesen zeigen, flhrt dieses insbesondere zu einer Maskierung
und somit zu einer Verdeckung von Pathogenitatsfaktoren, was zu einer Reduktion der
bakteriellen Belastung und/oder zur Inhibierung der Bindung an Fibronectin bzw. an Hals-

und Rachenzellen fiihrt.

Auch wenn die Erfindung insbesondere eine Gruppe Milchsaurebakterien betrifft, ist die
Einheitlichkeit der anmeldungsgemalien Lehre gegeben. Die beanspruchten Mikroorganis-

men haben eine gemeinsame Eigenschaft oder Wirkung. Die Summe der strukturellen oder
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funktionellen Gemeinsamkeiten fihrt zu dem funktionellen Zusammenhang der Koaggregati-
on von Streptococcus pyogenes, der Nicht-Bindung kommensaler Mikroorganismen der Haut
bzw. Schleimhaut und der Verhinderung der Bindung an Fibronectin durch Streptococcus
pyogenes. Die gemeinsamen Merkmale stellen daher keine willkirliche Summe von Merk-
malen dar, sondern sind sozusagen der gemeinsame Fingerprint der beanspruchten Mikro-
organismen, der vorteilhafterweise die Tauglichkeit der Mikroorganismen flir den Zweck
ermoglicht und charakterisiert. Auf3erdem hat sich Uberraschenderweise herausgestellt, dass
die Uberraschende Eigenschaft der erfindungsgemafien Mikroorganismen, namlich die
Koaggregation von Streptococcus pyogenes weder im Speichel noch in Gegenwart von
Zuckern gehemmt wird. Dies ist insbesondere deswegen von Vorteil, da der bevorzugte
Einsatzort der Mikroorganismen und der Zusammensetzung im Mundraum ist und aus dem
Stand der Technik bekannt ist, dass Koaggregationsvorgange im Allgemeinen durch hohe
Zuckerkonzentrationen gehemmt werden. Versuche haben jedoch gezeigt, dass dies nicht
fur die erfindungsgemafien Mikroorganismen, insbesondere Milchsaurebakterien gilt, da
diese auch bei hohen Zuckerkonzentrationen (wie sie z. B. im Speichel vorliegen sowie in
maoglichen Applikationsformen, wie Brausetabletten, Vitamintabletten, Mineraltabletten,
Spurenelementtabletten, Getrankepulver, Getranke, Safte, Milchgetranke, Yoghurts, Bon-
bons, Kaubonbons, Kaugummi, Saft oder Sirup, Halstabletten, Dragees und Aerosole)

Streptococcus pyogenes koaggregieren.

Es war zudem Uberraschend, dass der bevorzugte Mikroorganismus auch auf der Haut
eingesetzt werden kann und hier ebenfalls Streptococcus pyogenes koaggregiert. Dem
Fachmann ist bekannt, dass Streptococcus pyogenes auch als pathogener Wundkeim
bekannt ist. Somit ist es besonders vorteilhaft, dass die Koaggregationsfahigkeit der bevor-
zugten Mikroorganismen nicht auf den Mundraum beschrankt ist, sondern auch auf Hautpar-

tien angewendet werden kann.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch Mikroorganismen, insbesondere Milchsaure-
bakterien, Analoga, Mutanten, Derivate oder Fragmente davon, sowie Zusammensetzungen,
die diese enthalten, insbesondere zur Verwendung zur Behandlung oder Prophylaxe von
Sauglingen, Kleinkindern, Kindern, gesunden Menschen, alten Menschen, immunsuppre-
mierten Menschen, Menschen mit krankhaften Hautveranderungen (insbesondere Staphylo-
coccal scalded skin syndrome, Impetigo contagiosa, Folliculitis superficialis, Impetiginisation,
Hautabszesse, Furunkel (Furunkulose), Karbunkel (Eiterbeule), Phlegmone, trockene Haut,
juckende Haut, gerdtete Haut, irritierte Haut, stark fettende Haut, Akne, diabetischer Fuf},
Dekubitus, Neurodermitis, Akute Lymphadenitis, Pilonidalzysten (inkl. Pilonidalfistel, Piloni-

dalsinus, Steibeinfistel, Steillbeinzyste), sonstige lokale Infektionen der Haut und der
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Unterhaut (z.B. Pyodermie, Dermatitis purulenta, Dermatitis septica, Dermatitis suppurativa);
des Weiteren Dermatitis und Ekzeme (z.B. atopisches Ekzem, seborrhoisches Ekzem,
Windeldermatitis, allergische Kontaktdermatitis, seborrhoisches Dermatitis, exfoliative
Dermatitis, toxische Kontaktdermatitis, Lichen simplex chronicus, Prurigo, Pruritus sowie
sonstige Dermatitis; weiterhin papulosquamdse Hautkrankheiten (Psoriasis, Parapsoriasis),
Krankheiten der Hautanhangsgebilde (z.B. narbige Alopezie inkl. Folliculitis decalvans),
sowie sonstige Erkrankungen der Haut und Unterhaut (z.B. Ulcus cruris), Personen mit
bestehenden Schaden an der Haut (z.B. trockene Haut), Hautverletzungen (z.B. Schirfwun-
den, Wunden, auch nach Unfallen oder Operationen) oder von Nutz- und Haustieren einge-

setzt werden kann.

Im Sinne der Erfindung wird die Haut in bevorzugten Ausfihrungsformen insbesondere als
aufReres Organ des menschlichen oder tierischen Organismus verstanden, welches der
Abgrenzung von innen und auf3en dient. Zu einem Hautareal im Sinne der Erfindung geho-
ren in bevorzugten Ausfiihrungsformen Bestandteile der Oberhaut, der Lederhaut oder der
Unterhaut. Die Oberhaut (Epidermis) besteht erfindungsgemaf aus folgenden Schichten:
Hornschicht (Stratum corneum), Leuchtschicht (Stratum lucidum), Kérnerschicht (Stratum
granulosum), Stachelzellschicht (Stratum spinosum) und/oder Basalschicht (Stratum basale).
Jede Modifikation von Zellen in diesem Bereich ist eine Zellmodifikation in einem Hautareal
im Sinne der Erfindung. Die Lederhaut (Dermis, Corium), die ebenfalls ein Bestandteil der
erfindungsgemalien Hautareale sein kann, besteht vorwiegend aus Bindegewebsfasern und
dient der Erndhrung und Verankerung der Epidermis. Das kapillarisierte Blutgefa3system in
der Grenzzone zur Epidermis gehort mit zum Hautareal im Sinne der Erfindung ebenso wie
die Talg- und Schweil’driisen. Die Dermis im Sinne der Erfindung kann in ein Stratum
papillare und in ein Stratum reticulare unterteilt werden. Weiterhin kann ein Hautareal im
Sinne der Erfindung jedes Areal, d. h. auch jeder Ort in oder an der Unterhaut (Subcutis)
oder eines Gewebes im Inneren des Korpers oder einer jeden Organes oder Organbestand-
teiles sein. Eine Gewebebarriere, die ein Organ von den umgebenden Strukturen abgrenzt,
kann eine Haut im Sinne der Erfindung sein. Weiterhin werden durch den erfindungsgema-
Ren Begriff des Hautareals auch Hautanhanggebilde umfasst, wie Haare, Talgdrisen,
Haarbalgmuskeln, Nageln, Hérner und Schweil3driisen, insbesondere die ekkrinen und die
apokrinen Schweil’driisen, aber auch die Milchdriisen. Jede Zellmodifikation, insbesondere
ein vom normalen abweichendes Zellwachstum, kann mit den erfindungsgemafen Mitteln
behandelt werden, bevorzugt ohne auf die au3eren Hautareale beschrankt zu sein. Die
Hautareale im Sinne der Erfindung kénnen aber auch die Leistenhaut betreffen, wie sie an
den Fingern oder an der Ful3sohle auftreten oder aber die Felderhaut und die hiermit assozi-

ierten Hautanhangsgebilde.
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Die bevorzugte Zusammensetzung kann insbesondere in einer Seife, einer Lotion, einem
Puder, einem Syndet, einem Schaum, einem Stift, einer Emulsion, einem Spray, einem
Creme, einem Gel, einem Shampoo, einer Flissigseife oder einem Deo enthalten sein.
Ferner ist es bevorzugt, die Zusammensetzung, insbesondere als Probiotikum zu verwen-
den, das als Wasch-, Spiil-, Reinigungs-, oder Desinfektionsmitteln (z.B. Seifen, Pulvern,
Pasten, Losungen, Emulsionen, Lotionen), Reinigungs- und/oder Desinfektionstiichern,
Shampoos, Spiilungen oder Anwendungen fiir Haut, Haare und/oder Kopfhaut, Cremes,
Salben, Hautreinigungs- und/oder -pflegelotionen, in Lésungen (z.B. als Tropfen, Spray,
Spulung) zur Anwendung in oder an Augen, Ohren, Mund, Nasen-, Rachenraum zugesetzt
und/oder in Bandagen oder Wundauflagen eingebracht werden kann, um die Bildung von
pathogenen Leitkeimen zu unterbinden, diese zu binden, diese als Aggregat zu entfernen

und/oder sie zu hemmen bzw. abzutdten und sie so zu reduzieren.

Es war vollig Uberraschend, dass die Vorteile der erfindungsgemalien Zusammensetzung
noch einmal verbessert werden kdnnen, indem es in die genannten galenischen Formen
eingebracht wird. Dem Fachmann sind weitere Formulierungskonzepte fiir das Einbringen
der erfindungsgemaflen Zusammensetzung z. B. in Tragersubstanzen bekannt wie z. B.
Emulsionen, oder andere Produkte zur dermalen Applikation wie z. B. flissige Formen, die
bevorzugt wasserfrei oder wasserhaltig sein kdbnnen, wobei die wasserhaltigen erfindungs-
gemal in Einphasensysteme und in Mehrphasensysteme unterschieden werden kdnnen.
Weiterhin konnen halbfeste Formen, die wasserfrei oder wasserhaltig sind, eingesetzt
werden, wobei wiederum eine Einteilung in Einphasensysteme und Mehrphasensysteme bei
den wasserhaltigen halbfesten Formen mdoglich ist. Weiterhin kdnnen bevorzugt feste
Formen eingesetzt werden, die lipophil oder hydrophil sind. Beispiele fir solche Formen sind
neben den genannten z. B. Fettsalben, Schaume, Puder, Stifte, Gelcremen, Hydrodispersi-
onsgele, dinnfliissige Emulsionen, Lotionen, Salben, Sprays und Cremes. Hierbei ist dem
Fachmann bekannt, dass sich derartige Tragersubstanzen zum einen vom Hautgefiihl her in
reichhaltig/wertvolle und frische und leichte unterscheiden lassen und zum anderen im
Hinblick auf die Viskositat in niedrigviskose und in hochviskose. Nanoemulsionen oder Ole
bzw. Oleogele weisen eher eine niedrige Viskositat auf, wohingegen Hydrogele oder Hydroc-
remen bzw. O/W-Emulsionen oder W/O-Emulsionen eine hohe Viskositat aufweisen. Wenn
flissige Applikationsformen zum Einsatz kommen, kdnnen diese — wie oben ausgefiihrt — in
wasserfreie und wasserhaltige Systeme unterteilt werden. Bei den wasserfreien Systemen
sind insbesondere apolare Systeme, polare Systeme ohne Emulgatoren und polare Systeme
mit Emulgatoren bevorzugt. Bei den wasserhaltigen Systeme sind einphasige Systeme wie
Ldsungen und Mikroemulsionen bevorzugt, bei den mehrphasigen Systemen sind multiple

Emulsionen, W/O-Emulsionen oder O/W-Emulsionen bevorzugt. Bei den Fest/Fliissig-
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Systemen sind bevorzugte Formen die Suspensionen oder die Flissig/Fest/Flissig-Systeme
wie Suspensions-/Emulsionssysteme. Dem Fachmann sind verschiedene Moglichkeiten
bekannt, derartige Trager bereitzustellen. Bei den O/W-Emulsionen sind bevorzugte galeni-
sche Leitsubstanzen O/W-Emulgatoren, W/O-Emulgatoren, flissige hydrophile Bestandteile
und flissige lipophile Bestandteile. Bei den W/O-Emulsionen sind bevorzugte galenische
Leitsubstanzen W/O-Emulgatoren, O/W-Emulgatoren, flissige und halbfeste lipophile

Bestandteile, Gelbildner, flliissige hydrophile Bestandteile und/oder Salze.

Bei den halbfesten bevorzugten Tragersubstanzen sind wasserfreie Systeme wie wasserhal-
tige Systeme fiir unterschiedliche Anwendungen bevorzugt. Wasserfreie Systeme kénnen
aus apolaren Systemen bestehen oder aus polaren Systemen ohne Emulgatoren wie
Lipogele, Oleogele oder Polyethylenglycolgele bzw. aus apolaren Systemen mit Emulgatoren
auf O/W-Absorptionsgrundlagen oder W/O-Absorptionsgrundlagen. Die wasserhaltigen
Systeme kénnen bevorzugt aus einphasigen Systemen wie Hydrogelen oder Mikroemulsi-
onsgelen oder mehrphasigen Systemen wie O/W-Cremes, W/O-Cremes oder amphiphilen
Systemen bestehen. Die bevorzugten halbfesten Zubereitungen sind im Temperaturbereich
zwischen Raumtemperatur und Hauttemperatur streichfahige Zubereitungen zur Anwendung
auf der Haut oder auf Schleimhauten, die eine lokale Wirkung ausliben, Wirkstoffe transpor-
tieren oder eine erweichende oder schiitzende Wirkung auf die Haut austiben. Bevorzugte
Zubereitungen sind Salben im engeren Sinne, Cremes, Gele und/oder Pasten. Neben den
Salben, Cremes, Gelen und Pasten kénnen auch Oleogele als halbfeste, transparente
Einphasensysteme eingesetzt werden. Dem Fachmann sind beispielsweise aus dem US-
Patent 6,187,323 oder Aiache et al. 2001 verschiedene wasserfreie Compounds zur Formu-
lierung halbfester Systeme bekannt, wie beispielsweise die Verbindung aus einem Oleogel
und eine Hydrogel, welche erfindungsgemald als Bi-Gel bezeichnet werden kann. Weiterhin
konnen Hydrodispersionsgele oder verschiedene Lipide herangezogen werden, um erfin-
dungsgemalte Tragersubstanzen bereitzustellen. Beim Einsatz von Lipiden kdnnen silizi-
umorganische Verbindungen ebenso wie kohlenstofforganische Verbindungen zur Bereitstel-
lung von Lipidphasen in dispersen Systemen zum Einsatz kommen, wobei kohlenstofforga-
nische Verbindungen beispielsweise mithilfe von nicht-hydrolisierbaren Lipiden oder hydroli-
sierbaren Lipiden (Glyzerine), Wachsester bereitgestellt werden kénnen. Vorteile derartiger
Systeme sind die verbesserte Geschmeidigkeit der Haut und die Steigerung ihrer Elastizitat
sowie ihre Fahigkeit, je nach Zusammensetzung der Lipide freisetzungs- und penetrations-
beeinflussend wirken zu kdnnen. Dem Fachmann ist bekannt, welche Lipide er einsetzen
muss, um beispielsweise die Penetration innerhalb eines Zeitparameters zu steigern oder zu

vermindern.
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Weitere bevorzugte Tragersubstanzen sind beispielsweise Hydrodispersionsgele bzw.
Mikrokapseln, Mikrospharulen oder Pellets (Macrobeads). Die genannten Trager dienen der
Stabilitatserhdhung und stellen eine Mindestanwendungsdauer auf der Haut sicher. Die
bevorzugten halbfesten Einphasensysteme kdnnen mithilfe der folgenden galenischen
Leitsubstanzen bereitgestellt werden: flissige hydrophile Bestandteile, insbesondere Wasser
und (Poly-)Alkohole, hydrophile Gelbildner, Salzbildner sowie W/O-Emulgatoren, O/W-
Emulgatoren, fllissige, halbfeste und feste lipophile Bestandteile sowie lipophile Gel- bzw.
Gerustbildner. Dem Fachmann ist bekannt, wie er diese Substanzen kombinieren muss, um

eine bestimmte Wirkung zu erzielen.

Dem Fachmann sind weitere galenische Zubereitungen fiir dermale Produkte bekannt.
Anmeldungsgemalf? kdnnen beispielsweise alle in Daniels and Knie in der JDDG; 2007, 5:
367-383 offenbarten galenischen Verbindungen eingesetzt werden. Dem Fachmann ist
bekannt, dass unterschiedliche galenische Zubereitungen unterschiedlich auf der Haut
wirken und die erfindungsgemalie Zusammensetzung unterschiedlich stark in die Haut
eintragen. Der Inhalt der JDDG; 2007, 5: 367-383 ist in den Offenbarungsgehalt der anmel-
dungsgemalien Lehre mit aufgenommen. Bevorzugte erfindungsgemalie Produkte sind
beispielsweise lipophile oder hydrophile Lésungen, lipophile oder hydrophile Emulsionen,
lipophile oder hydrophile Suspensionen, spezielle fliissige Zubereitungen, hydrophobe oder
hydrophile Salben, Wasser-emulgierende Salben, lipophile, hydrophile oder amphiphile
Cremen, Hydrogele, hydrophobe oder hydrophile Pasten und/oder Puder.

Die bevorzugten Mikroorganismen, insbesondere Milchsaurebakterien ausgewahlt aus der
Gruppe umfassend Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus jensenii,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus casei, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
Jjohnsonii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus rhamnosus, Lacto-
bacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus fructivorans, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus viridescens, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus ingluviei oder
Analoga, Derivaten, Fragmenten oder Mutanten davon sind durch den funktionellen Zusam-
menhang dergestalt miteinander zu einer einheitlichen erfinderischen Idee verbunden, dass
sie Eigenschaften bzw. Wirkungen gemein haben, namlich dass sie spezifisch das pathoge-
ne Bakterium Streptococcus pyogenes koaggregieren, keine kommensale Mikroorganismen
der Haut bzw. Schleimhaute binden und zudem die Bindung an Fibronectin durch Strepto-
coccus pyogenes verhindern bzw. die an Fibronectin gebundenen Streptococcus pyogenes

Zellen zerstoren. Die genannten Milchsaurebakterien umfassen insbesondere Mikroorganis-
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mus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon ausgewahlt aus der
Gruppe umfassend folgende bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkul-
turen hinterlegten als DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSM 25989, DSM 25973
nummerierten Mikroorganismen. Es war vollig Gberraschend, dass eine Gruppe Milchsaure-
bakterien identifiziert werden konnten, die identische vorteilhafte Eigenschaften aufweisen.
Im Stand der Technik sind keine Bakterien, insbesondere Milchsaurebakterien beschrieben,
die alle Eigenschaften vereinen und zudem apathogen sind und zu keiner Schadigung oder
Beeinflussung der natlrlichen Hautflora fiihren. Es hat sich zudem gezeigt, dass eine
Applikation der bevorzugten Milchsaurebakterien, sei es als Zusammensetzung oder ander-
weitig, die Bindung und Invasion von Wirtszellen durch Streptococcus pyogens verhindert.
Die Ursache hierfir ist bis jetzt unbekannt, soll aber durch weitere Versuche identifiziert

werden.

Ein weiterer Uberraschender Vorteil der bevorzugten Mikroorganismen, insbesondere
Milchsaurebakterien ist, dass diese auch prophylaktisch verwendbar sind. Das heif3t, die mit
Milchsaurebakterien, bzw. eine diese umfassende Zusammensetzung kénnen prophylaktisch
appliziert werden (vorzugsweise in Form von Lutschpastillen oder Bonbons), ohne dass
hierdurch eine Schadigung der Haut- und Rachenschleimhaut oder der autochthonen Flora

erfolgt.

Im Sinne der Erfindung wird die Haut bzw. Schleimhaut in bevorzugten Ausfiihrungsformen
insbesondere als dufteres Organ des menschlichen oder tierischen Organismus verstanden,
welches der Abgrenzung von innen und aufden dient. Zu einem Hautareal im Sinne der

Erfindung gehoren in bevorzugten Ausfiihrungsformen Bestandteile der Schleimhaute.

Die Vertraglichkeit der Milchsaurebakterien der Haut und Schleimhaute ist eine die Voraus-
setzung fiir eine erfolgreiche Behandlung von bakteriell verursachten Entziindungen, Erkran-
kungen oder Beschwerden im Hals- und Rachenbereich, bei denen Mikroorganismen aus
der Gruppe Streptococcus vorkommen. Die bevorzugte Zusammensetzung soll insbesonde-
re als Probiotikum als Lutschpastille, Bonbon oder Dragee, Saft oder Sirup, Spulldésung,
Spray oder Aerosol eingebracht werden, um die Bildung des pathogenen Leitkeimes und
dessen Bindung an Wirtszellen zu unterbinden, diesen zu binden, diesen als Aggregat zu

entfernen und/oder ihn zu hemmen bzw. abzutoten und ihn so zu reduzieren.

Die Anwendung der erfindungsgemaflen Zusammensetzung erfolgt bevorzugt als Bonbon,
Lutschpastille oder Dragee. Zum einen ermoglicht die Formulierung als Bonbon, Lutschpas-
tille oder Dragee eine in der Regel wohlschmeckende Rezeptur (u.a. Zugabe von Zuckern,

Zuckeraustauschstoffe, Aromen), die bei Patienten und Verbrauchern grof3e Akzeptanz
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findet. Zum anderen befeuchtet der beim Lutschen zusatzlich gebildete Speichel die
Schleimhdute, so dass bei Symptomen einer Hals- oder Mandelentziindung eine Linderung
erfahren wird. Beim Lutschen von Bonbons, Lutschpastillen oder Dragees wird die erfin-
dungsgemale Zusammensetzung langsam und Uber einen langeren Zeitraum freigesetzt,
was flr den Aspekt der Anwendung von Vorteil ist. Zudem ist eine Einarbeitung der erfin-
dungsgemalien Zusammensetzung in eine Bonbon-, Pastillen-, oder Drageemasse tech-
nisch sehr gut umsetzbar. Diesbezliglich war es vollig Giberraschend, dass Mikroorganismen
bereitgestellt werden konnten, die eine Aktivitat bei einer Kdrpertemperatur aufweisen, aber
auch nach eine Hitzebehandlung bei 70° bis 90° Celsius derart durchstehen, dass sie auch
nach der Behandlung die bevorzugten Fahigkeiten, insbesondere die Koaggregation von
Streptococcus pyogenes aufweisen. Dies ist insbesondere deswegen vorteilhaft, da bei der
Herstellung von Bonbons nicht selten Temperaturen von 70° Celsius erreicht werden, so
dass es flir die Verwendung der Mikroorganismen oder der Zusammensetzung in Form eines
Bonbons insbesondere vorteilhaft ist, dass die Mikroorganismen auch noch nach der Herstel-
lung der Bonbons die Koaggregationsfahigkeit besitzen. Aus dem Stand der Technik ist
nichts dergleichen bekannt. Die bevorzugten Mikroorganismen besitzen somit Fahigkeiten,
die sie deutlich vom Bekannten abgrenzen. Weiterhin war es liberraschend, dass die Bon-
bons, die die Zusammensetzung mit den Mikroorganismen aufweisen, sich langsamer im
Mund auflésen und somit der Bonbon eine langandauernde und effektivere Wirkung erzielt.
Dies war vollig Uberrachend fiir die Erfinder. Aufderdem haben Versuche gezeigt, dass
insbesondere durch die langsame Freisetzung der Mikroorganismen im Wesentlichen alle

Streptococcus pyogenes Zellen im Mundraum koaggregiert werden kdnnen.

Dem Fachmann ist bekannt, was unter dem Begriff ,Kérpertemperatur® zu subsumieren ist
und wie diese bestimmt werden kann. Hierbei bezieht sich die Kérpertemperatur im Wesent-
lichen auf Tiere und den Menschen. Dem Fachmann ist ferner der Begriff ,Bonbon® bekannt
und er weild zudem, in welcher Standardliteratur er Bestandteile oder die Herstellung eines
Bonbons nachschlagt. Die Erfindung beschrankt sich nicht auf einfache Bonbons, sondern
im Wesentlichen kann die Erfindung mit allen Bonbons kombiniert werden, die dem Fach-
mann bekannt sind. Bonbons und deren Herstellung sind dem Fachmann in entsprechender
frei zuganglicher Fachliteratur offenbart, z. B. in Candy Ind. 27, 161 (1996); Hoffmann, H.;
Mauch, W.; Untze, W., Zucker und Zuckerwaren, 2. Auflage; Behr's: Hamburg, (2002); Lees,
R.; Jackson, B., Sugar Confectionery and Chocolate Manufacture, Leonard Hill Books:
Plymouth, (1999); Bundesverband der Deutschen Siidwarenindustrie e. V. (BDSI), Hrsg.,
StRwarentaschenbuch, Molberg: Bonn, (2001); Taschenbuch fiir Lebensmittelchemiker;
Lebensmittelfiihrer, Thieme: Stuttgart, (1995).
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Bonbons kdnnen in einer Vielfalt an Formen, Geschmacksrichtungen, Konsistenzen und
Farben bevorzugt sein. In der Regel handelt es sich um bissengrofe Stlicke. Bonbons
kdnnen massiv oder geflllt sein, rund, oval, quader- oder wirfelformig. Je nach Restwasser-
gehalt sind sie hart (Hartkaramellen) oder weich und kaubar (Weichkaramellen). Nach den
Zutaten unterscheidet man insbesondere zwischen Hals- und Husten-, Frucht-, Karamell-
und Erfrischungsbonbons. Wirkung und Geschmack der Bonbons kann durch den Einsatz
von Krauterextrakten, atherischen Olen (wie zum Beispiel Eukalyptus) und Wirkstoffen wie
Menthol bestimmt werden. Bei Fruchtbonbons kdnnen Aromastoffe und Saureanteile einen
individuellen Geschmack erzeugen. Natirliche Frucht- und Pflanzenextrakte oder auch
Lebensmittelfarbstoffe konnen zudem hinzugefiigt werden, um den Bonbons ihre Farbung zu
geben. Karamellbonbons werden insbesondere aus Milchprodukten wie Kondensmilch,
Butter und Sahne hergestellt. Mittels Aromatisierung und diverser Zutaten sind Ge-
schmacksvarianten wie Nuss, Mandel, Honig, Kakao, Kokos und ahnliches moglich. Es sind
zudem Kaubonbons, geschnittene, gepragte, gegossene oder kaschierte Bonbons bevor-
zugt. Vorteilhafte Bonbons kdnnen mit unterschiedlichen Inhaltsstoffen versehen werden. So
kénnen z. B. Vitamine, Aminoséuren, Ole, Krauter, Fette, unterschiedliche Kohlenhydrate
oder Zuckerersatzstoffe, Geschmacksverstarker und/oder Emulgatoren umfassen. Hartka-
ramelle weisen insbesondere Saccharose und Glucose auf, die bevorzugt unter Verwendung
von geruch- und geschmackgebenden, farbenden und die Beschaffenheit beeinflussenden
Stoffen hergestellt werden. Aufgrund des niedrigen Restwassergehalts von 1-3 % besitzen
Hartkaramelle eine harte, oft glasartige Konsistenz. Hartkaramelle konnen auch zuckerfrei

unter Verwendung von Sif3stoffen und Zuckeraustauschstoffen hergestellt werden.

Weichkaramelle bezeichnen insbesondere eine Gruppe von Zuckerwaren, die im Gegensatz
zu Hartkaramellen eine kaubare Konsistenz haben und die bei einem Wassergehalt von 6—
10 % aus den Hauptbestandteilen Saccharose, anderen Zuckerarten, StiRungsmitteln
und/oder Zuckeralkoholen sowie Glucosesirup durch satzweises oder kontinuierliches
Einkochen hergestellt werden und denen bevorzugt Fett, Milchbestandteile, Dickungsmittel,
Emulgatoren, geruch- und geschmacksgebende Stoffe beigemischt sind. Sie kdnnen eben-

falls in den verschiedensten Formen und Farben, mit und ohne Flllung hergestellt werden.

Weiterhin hat es sich als vorteilhaft herausgestellt, wenn die Bonbons ein Mehrkammersys-
tem aufweisen, wobei in einer Kammer Vitamine oder sonstige Co-Faktoren und in einer
oder mehreren weiteren Kammern die bevorzugten Mikroorganismen oder Zusammenset-
zung vorliegen. Durch dieses Kammersystem kann sichergestellt werden, dass die Mikroor-
ganismen zu einem optimalen Zeitpunkt und ggf. in unterschiedlichen Dosen freigesetzt

werden. Die Vitamine oder sonstige Co-Faktoren kdnnen zudem die Aktivitat der Mikroorga-

19



10

15

20

25

30

35

WO 2012/156491 PCT/EP2012/059213

nismen foérdern. Beispielsweise hat sich (iberraschenderweise gezeigt, dass die Moosbeere
(auch bekannt als Cranberry) biofilmverhindernd wirkt und sich somit optimal mit den bevor-
zugten Mikroorganismen erganzt. Versuche haben gezeigt, dass die Koaggregation von
Streptococcus pyogenes um 50% effizienter ablauft, wenn Bestandteile oder eine Losung

der Cranberry vorhanden sind.

Versuche haben gezeigt, dass die bevorzugten Milchsaurebakterien, insbesondere Lactoba-
cillus Zellen, beim Kontakt mit Strepfococcus pyogenes Zellen Koaggregate ausbilden.
Durch die Bildung von Koaggregaten wird Streptococcus pyogenes daran gehindert, insbe-
sondere Zellen des Hals- und Rachenbereiches zu besiedeln und zu invadieren. Die Strep-
tococcus pyogenes Zellen, insbesondere deren Zelloberflache, werden durch die Milchsau-
rebakterien, insbesondere Lactobacillus Zellen maskiert, so dass die Streptococcus pyoge-
nes Zellen bevorzugt nicht mehr in der Lage sind, an die Haut- und Schleimhautepithelzellen
zu binden. Durch die verhinderte Bindung von Streptococcus pyogenes an die Haut- und
Schleimhautepithelzellen bleiben Entziindungsreaktionen aus. Es war vollig liberraschend,
dass Mikroorganismen bereitgestellt werden konnten, die zu einem sehr friihen Stadium mit
Streptococcus pyogenes koaggregieren und somit eine Bindung von Strepfococcus pyoge-
nes an Epithelzellen von Vorneherein verhindert. Dies war vollig Uberraschend und ist nicht
aus dem Stand der Technik bekannt. Die bevorzugten Mikroorganismen kdnnen somit
bereits im Mundraum mit Streptococcus pyogenes koaggregieren. Aulderdem war es vollig
Uberraschend, dass die bevorzugten Mikroorganismen nicht durch die im Speichel auftreten-
den Enzyme oder sonstigen Faktoren inhibiert, d. h. in ihrer Fahigkeit zur Koaggregation von

Streptococcus pyogenes gehemmt werden.

Natlrlicher Speichel enthalt u. a. antimikrobielle Substanzen, wie beispielsweise Lysozym,
das der Abwehr von Bakterien dient, und das die Zellwand von insbesondere Gram-positiven
Bakterien direkt angreifen kann. Die bevorzugten Mikroorganismen zeichnen sich jedoch
dadurch aus, dass sie trotz des Vorliegens von natirlichem Speichel und trotz der darin
enthaltenen antimikrobielle Stoffe immer noch zur spezifischen Koaggregation von Strepto-
coccus pyogenes befahigt sind. Dies war vollig iberraschend und stellt einen erheblichen

Vorteil gegenliber dem Stand der Technik dar.

Im Sinne der Erfindung umfassen probiotische Mikroorganismen Zellen, welche vorteilhafte
Wirkungen auf menschliche und/oder tierische Kdrper zeigen. Eine bevorzugte Zusammen-
setzung wird als probiotische Zusammensetzung verwendet und enthalt, Milchsaurebakteri-
en, die eine vorteilhafte Wirkung auf menschliche und/oder tierische Korper zeigen. Vorteil-
hafte Wirkungen konnen insbesondere in der Reduktion der Keimbelastung von Hals- und

Rachenbereich durch Streptococcus pyogenes bestehen. Insbesondere kdnnen in der
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autochthonen Flora unerwiinschte Mikroorganismen, wie Streptococcus pyogenes durch
unmittelbare Wechselwirkungen mit den probiotischen Mikroorganismen und dem uner-
winschten Mikroorganismus und insbesondere, durch mittelbare Wechselwirkungen auf
Grund von Hemmungen des Metabolismus des unerwiinschten Mikroorganismus durch
Expressionsprodukte des probiotischen Mikroorganismus gehemmt werden. Es konnte durch
Versuche gezeigt werden, dass der pathogene Keim Streptococcus pyogenes nach einer
Koaggregation durch die bevorzugten Milchsaurebakterien kein Wachstum, d. h. keine
Vermehrung der Zellmasse mehr aufweisen, sondern die Zellen insbesondere maskiert

und/oder abgetétet werden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Analoga, Mutanten, Derivate oder
Analogon oder Fragmente der beschriebenen Milchsaurebakterien, welcher insbesondere
durch biologische, chemische oder physikalische Behandlung der Milchsaurebakterien
hergestellt werden, zeigen iberraschenderweise auch nach der Behandlung die vorteilhaften
Eigenschaften. Vorteilhafterweise sind die Milchsdurebakterien ausgewahlt aus der Gruppe
umfassend Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus casei, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
fructivorans, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactoba-
cillus viridescens, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus ingluviei und bevorzugt ausgewahlt
aus der Gruppe umfassend folgende bei der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen hinterlegten als DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSMZ 25989, DSM

25973 nummerierten Mikroorganismen.

Aulierdem war es Uberraschend, dass die Milchsaurebakterien, Fragmente, Derivate,
Mutanten, Analoga oder Kombinationen hiervon auch nach physikalischer, chemischer
und/oder biologischer Abtdtung die vorteilhaften Eigenschaften besitzen. Beispielsweise
konnten die bevorzugten Stamme, namlich DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSMZ
25989 und DSM 25973, auch nach Hitzebehandlung bei 70° Celsius flr 20 Minuten oder
einer Behandlung mit Ultraschall eine Koaggregation des pathogenen Keimes bewirken, die
Bindung an Fibronectin verhindern und zudem keine Bindung kommensaler Mikroorganis-
men zeigen. Somit kdnnen die Milchsaurebakterien, Fragmente, Derivate, Mutanten, Analo-
ga oder Kombinationen hiervon vorteilhafterweise auch abgetdtet in einer bevorzugten
Ausfuhrung der Zusammensetzung vorliegen. Hierdurch kann die Haltbarkeit und Nutzbar-

keit der Zusammensetzung erheblich verlangert werden. Aul3erdem kann die Zusammenset-
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zung in weiteren Anwendungsbereichen Verwendung finden, die die Nutzung von lebenden
Mikroorganismen nicht zulassen, hergestellt werden durch thermische Abtotung oder Lyophi-
lisation, insbesondere durch biologische, chemische oder physikalische Abtdtungsverfahren,
wobei das Analogon oder Fragment auch nach Abtotung oder nach Spriihtrocknung die
Fahigkeit zur spezifischen Bindung der pathogenen Mikroorganismen aufweist, welcher aus
der Gruppe Streptococcus pyogenes ausgewahlt ist. Es war vollig Gberraschend, dass die
Milchsaurebakterien in der Zusammensetzung lebend oder nicht-lebend (tot) vorliegen und
nichtsdestotrotz den pathogenen Mikroorganismus spezifisch binden, bzw. diesen koaggre-

gieren.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung auch Zusammensetzungen, die den erfindungsge-
mafien Mikroorganismus enthalten, oder Analoga oder Fragmente oder Derivate davon,
welche die Fahigkeit zur spezifischen Bindung des oben aufgefiihrten pathogenen Mikroor-
ganismus aufweisen, und die insbesondere als Nahrungsmittel, Nahrungsmittelzusatz, als
Tiernahrung oder Getranke eingesetzt werden. Es ist eine Zusammensetzung bevorzugt, die
die erfindungsgemalden Milchsaurebakterien oder Analoga, Fragmente, Mutanten oder
Derivate davon enthalt, welche die Fahigkeit zur spezifischen Bindung bzw. Koaggregation
mindestens eines pathogenen Mikroorganismus aus der Gruppe Streptococcus pyogenes
aufweisen, wobei die Zusammensetzung fur die Behandlung oder Prophylaxe von Erkal-

tungserkrankungen verwendet wird.

Die erfindungsgemafen bevorzugten Mikroorganismen sind Vertreter der Gattung der
Milchsdurebakterien, mithin also Gram-positive Bakterien, die Milchsaure durch Fermentati-
on von Glucose erzeugen. Die erfindungsgemafien Mikroorganismen zeichnen sich einer-
seits dadurch aus, dass sie die Fahigkeit zur spezifischen Bindung Koaggregation von
zumindest einem pathogenen Mikroorganismus aufweisen, der ausgewahlt ist aus der
Gruppe Streptococcus pyogenes. Diese Bindung flihrt zu einer Bildung von Aggregaten aus
den erfindungsgemaien Mikroorganismen und den spezifisch gebundenen, pathogenen
Mikroorganismen. Durch die Aggregat-Bildung konnen letztere, also die pathogenen Mikro-
organismen mechanisch, bspw. durch Abspiilen, gezielt und leicht entfernt werden, was

durch bisher bekannte Mal3nahmen nicht moglich war.

Unter dem Ausdruck "spezifische Bindung" oder "Koaggregation" wird im Sinne der Erfin-
dung sowie Ublicherweise im Gebiet der Mikrobiologie und Hygiene, insbesondere der
humanen Mikrobiologie und Korperhygiene die gegenseitige Erkennung und Adhasion von
Zellen, die genetisch unterschiedlichen Typen von Zellen angehdren, verstanden. Koaggre-
gation wird im Sinne der Erfindung insbesondere als Adhésion, Interaktion, Bindung, spezifi-

sche Bindung, Affinitat oder Wechselwirkung bezeichnet und kennzeichnet insbesondere die

22



10

15

20

25

30

35

WO 2012/156491 PCT/EP2012/059213

Fahigkeit der bevorzugten Mikroorganismen, mit Streptococcus pyogenes Agglomerate zu
bilden. Hierzu exprimieren Bakterien auf ihrer Zelloberflache Rezeptoren und Strukturen flir
Adhasine auf anderen Zelltypen, die fur die Anheftung zwischen den Zellen verwendet
werden. Diese Adharenz spielt fir die Besiedelung mit pathogenen wie auch mit kommensa-
len Mikroorganismen eine herausragende Rolle, so dass ein Eingriff in die Adhdrenz zu
weitreichenden Konsequenzen flihren kann. Dadurch, dass die erfindungsgemafen Mikroor-
ganismen die Fahigkeit zur spezifischen Bindung, insbesondere und Koaggregation mit
zumindest einem Mikroorganismus der Gruppe Streptococcus pyogenes aufweisen, kbnnen
sich Aggregate aus den erfindungsgemalfen Mikroorganismen und den pathogenen Mikro-
organismen bilden. Die entstehenden Koaggregate kénnen leicht, bspw. durch Spilen, von
Oberflachen, der Haut, Geweben und/oder einem sonstigen Besiedlungsort oder -reservoir
entfernt werden, so dass die Zahl der pathogenen Mikroorganismen deutlich reduziert wird.
Des Weiteren wird durch Maskierung der Oberflachenstrukturen der pathogenen Mikroorga-
nismen eine initiale bzw. erneute Anheftung an Oberflachen, der Haut, Geweben und/oder
sonstigen Besiedlungsorten oder -reservoirs verhindert bzw. reduziert. Wenn Zellen unter-
einander binden und Agglomerate bilden, wird dieser bezeichnet man diesen Vorgang
insbesondere als Aggregation. Wenn bei dieser Aggregat-Bildung nur eine Zellart beteiligt
ist, wird das als Autoaggregation oder Selbstaggregation bezeichnet. Sind bei der Aggregat-
Bildung mindestens zwei verschiedene Zellarten beteiligt, bezeichnet man den Vorgang

insbesondere als Koaggregation.

Im Sinne der Erfindung wird mit "spezifische Bindung von zumindest einem pathogenen
Mikroorganismus" insbesondere die Eigenschaft der erfindungsgemafien Mikroorganismen
verstanden, mindestens ein Bakterium aus der Gruppe umfassend Streptococcus pyogenes

spezifisch zu binden.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der erfindungsgemafien Mikroorganismen
zeichnen sich diese ferner dadurch aus, dass die Fahigkeit zur spezifischen Bindung an
zumindest einen pathogenen Mikroorganismus auch nach einer biologischen, chemischen
oder physikalischen Behandlung, z. B. einer Hitzebehandlung bei mind. 70 °C besteht. Das
heil3t, die bevorzugten Milchsaurebakterien kbnnen bevorzugt abgetdtet in der einer bevor-
zugten Zusammensetzung vorliegen, da die Fahigkeit zur spezifischen Wechselwirkung oder
Bindung mit pathogenen Bakterien, insbesondere Streptococcus pyogenes nicht beeinflusst

ist und somit eine Bindung oder Wechselwirkung hergestellt werden kann.

Unter der genannten Hitzebehandlung bzw. unter "resistent gegenuber einer Hitzebehand-
lung" oder "Hitzestabilitat" wird dabei die Eigenschaft eines Bakteriums verstanden, auch

nach einem bestimmten, langeren Zeitraum von mindestens 30 min bei einer erhdhten
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Temperatur von 70 °C oder mehr noch in der Lage zu sein, eine spezifische Bindung mit
zumindest einem pathogenen Mikroorganismus einzugehen, das aus der Gruppe Strepto-
coccus pyogenes ausgewahlt ist. Abgetdtete oder tote Milchsaurebakterien Zellen kbnnen
besonders vorteilhaft sein, da keine metabolische Aktivitat von den Milchsaurebakterien
Zellen ausgehen kann. ,Abgetotete”, ,tote” oder ,getdtete” Formen werden im Sinne der
Erfindung insbesondere dadurch charakterisiert, dass diese Formen der erfindungsgemafien
Mikroorganismen z.B. nicht mehr teilungsfahig sind, mit Lebendfarbstoffen nicht anfarbbar
sind, metabolisch nicht aktiv sind sowie keine DNA Replikation oder Proteinbiosynthese oder

Sekretion, z.B. von Stoffwechselprodukten, aufweisen.

Gemal einer weiteren bevorzugten Eigenschaft der Milchsaurebakterien kénnen sich die
erfindungsgemafien Mikroorganismen zusatzlich zu der oben beschriebenen Eigenschaft der
Fahigkeit zur spezifischen Bindung mindestens eines pathogenen Mikroorganismus, der aus
der Gruppe Streptococcus pyogenes ausgewahlt ist, auch durch eine Hitzestabilitat aus-
zeichnen, und eine Behandlung mit hohen Temperaturen, vorzugsweise von mindestens
etwa 60 °C, bevorzugter von mindestens 65 °C und noch bevorzugter von mindestens 70 °C,
Uber einen Zeitraum von mindestens 20 Minuten, vorzugsweise von 25 Minuten und noch
bevorzugter von mindestens ca. 30 Minuten, Gberstehen und bezlglich ihrer Fahigkeit zur
Koaggregation spezifischen Bindung von genanntem pathogenen Mikroorganismus unver-

andert bleiben.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Zusammensetzung sind somit Milchsaurebakteri-
en bevorzugt, die lebend oder abgetodtet sind oder Teile und Fragmente, z.B. enzymatische
oder mechanische Spaltprodukte (z.B. French Press etc.) oder Stoffwechselprodukte dieser,
soweit diese noch die Fahigkeit zur Koaggregation und/oder der Verhinderung der Bindung
an Fibronectin aufweisen. Es ist zudem bevorzugt, dass die Milchsaurebakterien in verkap-
selter, spriihgetrockneter und/oder lyophilisierter Form eingesetzt werden, d. h. in verkapsel-
ter, sprihgetrockneter und/oder lyophilisierter Form in einer bevorzugten Zusammensetzung
vorliegen. Au3erdem kann es vorteilhaft sein, wenn die Milchsaurebakterien in Form eines

Zellaufschlusses eingesetzt werden.

Ferner ist bevorzugt, wenn die Fahigkeit der erfindungsgemafen Milchsaurebakterien zur
spezifischen Bindung an die pathogenen Mikroorganismen auch bei einem pH-Wert von
zwischen ca. 3 bis 8 besteht. Das heilt, die Milchsaurebakterien kdnnen sich in einem Milieu
befinden, welches einen pH-Wert von 3 bis 8 aufweist und noch ihre Fahigkeit zur Bindung
von Strepfococcus pyogenes aufweisen. Die bevorzugten Milchs&durebakterien kdnnen
vorteilhafterweise in einem grofden pH-Wert-Bereich eingesetzt werden, bzw. zeigen in dem

bevorzugten Bereich die bevorzugten Eigenschaften. Die bevorzugten Milchsaurebakterien
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kénnen somit universell in unterschiedlichen Korperbereichen eingesetzt werden. Uberra-
schenderweise zeigen die erfindungsgemalen Milchsaurebakterien in einem breiten Tempe-
raturbereich von ca. 25°C - 42° C Koaggregatonseigenschaften insbesondere mit Strepto-
coccus pyogenes. Dem Fachmann wird hierbei, sowie bei samtlichen in der vorliegenden
Erfindung aufgefiihrten Bereichsangaben, die durch die Begriffe "ca. " oder "etwa" gekenn-
zeichnet sind, klar sein, dass mit dem Ausdruck "ca. " oder "etwa" nicht die exakte Zahlen-
angabe gemeint sein muss, sondern dass auch geringfligige Abweichungen nach oben oder
unten bezliglich der angegebenen Zahl noch in den Rahmen der vorliegenden Erfindung
liegen. Die Bindung der erfindungsgemafen Milchsdurebakterien an die aufgefiihrten
pathogenen Mikroorganismen fiihrt bevorzugt zu einer Hemmung des Wachstums des

pathogenen Mikroorganismus.

Es war Uberraschend, dass durch die Bindung des pathogenen Mikroorganismus und den
erfindungsgemalien Milchsaurebakterien ein Aggregat gebildet wird, das sich bei einer
Zentrifugalkraft von bevorzugt 300 x g Uber insbesondere 10 Sekunden abzentrifugieren
lasst und insbesondere nach bevorzugt 10 min Inkubation bei Raumtemperatur ohne Agitati-

on als Sediment vorliegt.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform besitzen die erfindungsgemaften
Milchsaurebakterien nicht die Fahigkeit, an kommensale Hals- und Rachenflora, wie Strepto-
coccus salivarius zu binden, wobei insbesondere Streptococcus salivarius ein weitestgehend
unauffalliger Kommensale der Hautflora darstellt. Im Zusammenspiel der unterschiedlichen,
in oder auf der Haut vorhandenen Mikroorganismen ist er in der gesunden Hautflora vieler
Saugetiere vorhanden, und steht — zumindest bei gesunder Haut — mit diesen im mikrobiel-
len Gleichgewicht. Daher ist eine Beeinflussung dieses Bakteriums, bspw. durch eine
Aggregation und dadurch Beeinflussung mit anderen Mikroorganismen, die gezielt in der
Kdrperhygiene eingesetzt werden sollen, im Rahmen der vorliegenden Erfindung nicht

bevorzugt.

Die vorliegende Erfindung betrifft in einer bevorzugten Ausfihrungsform Milchsaurebakteri-
en, Analoga, Fragmente oder Derivat davon, wobei die in einer bevorzugten Ausflihrungs-
form bevorzugten Milchsdurebakterien Analoga, Fragmente, Mutanten, Derivat oder Kombi-
nationen davon bevorzugt zumindest eines der folgenden Merkmale aufweist: a) Hitzestabili-
tat oder stabil nach biologischer, und/oder chemischer und/oder physikalischer Behandlung
oder b) Fahigkeit zur Hemmung der Adhasion von Wirtszellen durch Streptococcus pyoge-
nes. Es war vollig Uberraschend, dass die erfindungsgemafien Milchsdurebakterien auch
nach biologischer, und/oder chemischer und/oder physikalischer Behandlung ihre Fahigkei-

ten erhalten, Streptococcus pyogenes spezifisch zu binden.
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Eine weitere Eigenschaft der erfindungsgemafien Milchsdurebakterien ist die Fahigkeit zur
Hemmung der Bindung an Wirtszellen durch Streptococcus pyogenes, indem diese bereits
als planktonisch vorliegende Zellen spezifisch koaggregiert und als Aggregate weggesplilt
werden. Aufgrund der Koaggregation konnen diese pathogenen Bakterien biologische
Oberflachen nicht mehr besiedeln, invadieren und kdnnen konsequenterweise auch keine

Erkrankungen auslosen.

Daher wird im Sinne der Erfindung insbesondere unter " Hemmung der Bindung an Wirtszel-
len (Hals- oder Rachenzellen) durch Streptococcus pyogenes® jede Eigenschaft der erfin-
dungsgemalfien Milchsaurebakterien verstanden, derart mit Streptococcus pyogenes zu
interagieren, d.h. an diese zu binden oder sie anderweitig zu beeinflussen, so dass diese

nicht mehr an Hals- oder Rachenzellen binden kdnnen.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann der erfindungsgemalfie Mikroorganismus
daher mindestens eine der aufgefiihrten Eigenschaften Resistenz gegenliber biologischer,
chemischer und/oder physikalischer Behandlung, Hitzeresistenz, Fahigkeit zur spezifischen
Bindung, Koaggregation an Streptococcus pyogenes aufweisen. Bevorzugte Kombination
der Eigenschaften sind z. B. oder aber zwei, also bspw. Resistenz gegenliber biologischer,
chemischer und/oder physikalischer Behandlung Hitzeresistenz und Fahigkeit zur Bindung
an Streptococcus pyogenes, oder Resistenz gegenlber biologischer, chemischer und/oder
physikalischer Behandlung Hitzeresistenz und Hemmung der Bindung von Hals- oder

Rachenzellen durch Streptococcus pyogenes aufweisen.

Mit dem Ausdruck “Mikroorganismus, der zu der Gattung der Milchsaurebakterien gehort*
werden vorliegend, wie bereits aufgefiuhrt, auch Derivate, Mutanten, Analoga oder Fragmen-
te davon umfasst, welche die hierin beschriebenen Charakteristika bzw. Merkmale oder
Eigenschaften der erfindungsgemafen Mikroorganismen noch besitzen. Vorzugsweise
handelt es sich bei den erfindungsgemalen Milchsaurebakterien um Bakterien der Art
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus crispatus

und Lactobacillus ingluviei.

Entsprechend besitzt "eine Mutante oder ein Derivat® der zuvor erwdhnten Mikroorganismen,
die zur Gattung der Milchsaurebakterien gehéren, insbesondere eine Mutante oder ein
Derivat der im Rahmen der vorliegenden Anmeldung hinterlegten Lactobacilli sp., und die
gleichen Charakteristika wie vorliegend fir die beanspruchten Milchsaurebakterien bean-
sprucht, und insbesondere die gleichen wie die hinterlegten Stamme; dies waren zumindest
die Fahigkeit zur spezifischen Bindung, Koaggregation mindestens eines pathogenen

Mikroorganismus ausgewahlt aus der Gruppe Streptococcus pyogenes. Weiterhin ist bevor-
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zugt und bevorzugt mindestens eines der folgenden Merkmale (i) Resistenz der Fahigkeit zur
spezifischen Bindung gegenlber einer biologischen, chemischen und/oder physikalischen
Behandlung, insbesondere einer Hitzebehandlung bei mehr als 70 °C fiir mindestens 30 min;
(ii) keine Bindung an Streptococcus salivarius; (iii) Fahigkeit zur spezifischen Bindung an
Streptococcus pyogenes; (iv) Fahigkeit zur Hemmung der Bindung an Hals- oder Rachenzel-
len durch Streptococcus pyogenes; (v) Zustandekommen der spezifischen Bindung bei pH 3
— 8 (vi) Fahigkeit zur spezifischen Bindung in natiirlichem Speichel. Solche Bevorzugte
Derivate konnen bspw. gentechnologisch hergestellt werden. Dabei beinhaltet der Ausdruck
"genetechnologisch hergestellt" im Sinne der Erfindung insbesondere alle Verfahren, die
dem Fachmann im Gebiet der Gentechnologie bekannt sind, um Nukleinsauren in vitro und
in vivo derart zu modifizieren, dass durch rekombinante DNA-Technologien genetische

Modifizierungen bewirkt und Gene verandert werden kdnnen.

Entsprechend umfasst die vorliegende Erfindung insbesondere auch Fragmente der erfin-
dungsgemalfien Milchsaurebakterien, welche die Eigenschaften der erfindungsgemafien
Milchsaurebakterien noch besitzen. Ein "Fragment” im Sinne der vorliegenden Erfindung ist
insbesondere jeder zelluldrer Bestandteil der erfindungsgemafen Mikroorganismen und
vorzugsweise ein Teil der Zellmembran. Die Gewinnung von Zellmembran-Fraktionen ist

dem Fachmann aus dem Stand der Technik hinreichend bekannt.

Die erfindungsgemafien Mikroorganismen liegen dabei vorzugsweise isoliert oder gereinigt
vor, wobei der Begriff "isoliert" insbesondere bedeutet, dass die Milchsaurebakterien ihrem
Kultivierungsmedium/-milieu — auch bspw. ihrem natlrlichen — entnommen sind. Der Aus-

druck "gereinigt" ist nicht auf eine absolute Reinheit beschrankt.

Es ist bevorzugt, dass neben den erfindungsgemaien Mikroorganismen in lebensfahiger
Form auch abgetotete Formen der erfindungsgemafien Mikroorganismen vom Rahmen der
vorliegenden Erfindung umfasst sind. Geeignete Verfahren zur Abtotung (z. B. biologische,
chemische oder, physikalische Abtétungsmethoden) sind dem Fachmann hinreichend
bekannt. Vorliegend konnen aber die Mikroorganismen auch in lyophilisierter Form einge-
setzt werden. Lyophilisierte Zellen kdnnen nach geeigneter Kultivierung in fliissigen oder
festen Medium wieder zum anwachsen gebracht werden. Dies war vollig Giberraschend und
betrifft eine neue und erfinderische Nische. Im Stand der Technik sind z. B. Lésungen zur
Reinigung von Oberflachen bekannt, die Sporen beinhalten, wobei die Bakterien reaktiviert
werden, wenn die Sporen mit entsprechenden Substraten in Kontakt kommen. Fiir die
bevorzugten Mikroorganismen sowie die Zusammensetzung ist nichts dergleichen notwen-
dig. Die bevorzugten Mikroorganismen sind auch aktiv, d. h. koaggregieren an Streptococcus

pyogenes und weisen auch andere zuvor beschriebene Eigenschaften auf, besitzen aber
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keine Stoffwechselaktivitat mehr und wiirden vom Fachmann der Mikrobiologie als tot
bezeichnet werden. Somit sind die Mikroorganismen nicht mehr befahigt zu wachsen, sich zu
teilen, zu replizieren oder Stoffwechselprodukte auszusondern, womit ihr Anwendungsbe-

reich erheblich vergrofert wird.

Die Begriffe "abgetdtete" oder “tote Form“ und "Derivate" oder "Analoga" oder “Mutanten”
schliefden vorliegend auch Lysate, Fraktionen oder Extrakte der erfindungsgemafen Mikro-
organismen mit ein, wobei diese Lysate, Fraktionen oder Extrakte bevorzugt die Eigenschaf-
ten der Milchsaurebakterien besitzen. Hierbei bedeutet "Lysat" — wie auch der Begriff
"Extrakt" — insbesondere eine Losung oder Suspension in einem wassrigem Medium der
erfindungsgemalen Zellen des Mikroorganismus und umfasst bspw. Makromolekiile, wie
DNA, RNA, Proteine, Peptide, Lipide, Kohlenhydrate u. 8., sowie insbesondere auch Zell-
trimmer. Vorzugsweise umfasst das Lysat auch Zellwand oder Zellwandbestandteile.
Verfahren zur Herstellung von Lysaten sind dem Fachmann hinreichend bekannt und
umfassen z.B. den Einsatz einer "French Press" oder enzymatische Lyse, Kugelmuhle mit
Glasperlen oder Eisenkugeln. Das Aufbrechen von Zellen kann enzymatisch, physikalisch
oder auch chemisch erfolgen. Beispiele fur enzymatische Zelllyse kdnnen einzelne Enzyme
wie auch Enzymcocktails sein, wie Proteasen, Proteinase K, Lipasen, Glykosidasen; Chemi-
sche Lysen kdnnen bewirkt werden durch lonophoren, Detergenzien, wie SDS, Sauren oder
Basen; Physikalischen Methoden kdnnen durch hohe Driicke, wie French Press, Osmolarita-
ten, Temperaturen oder Wechsel zwischen Hitze und Kalte bewirkt werden. Ferner kdnnen
naturlich chemischen, physikalischen und enzymatische Methoden kombiniert werden.
“‘Abgetotete Formen™" oder “tote Form® und "Derivate” oder "Analoga” oder “Mutanten® der
erfindungsgemafien Mikroorganismen weisen vorzugsweise die gleichen Eigenschaften, wie
die benannten Stamme auf. Dabei ist eine metabolische Aktivitat bei der “abgetoteten Form”
oder ,“toten Form® und "Derivate" oder "Analoga" vorzugsweise nicht mehr gegeben.
Analoga der erfindungsgemafien Mikroorganismen stellen eine Form des Lysates oder
Fragmente dar. Ein Fragment der erfindungsgemalien Mikroorganismen stellt einen Teil der
Zellen dar, wie z.B. Zellmembran, Makromolekiile, wie DNA, RNA, Proteine, Peptide, Lipide,
Kohlenhydrate u.a., sowie auch Zelltrimmer. Mutanten bzw. genetisch veranderte Varianten
oder Derivate werden genetisch verandert werden, beispielsweise durch rekombinante DNA-
Technologien (Klonen, Sequenzieren, Transformieren rekombinanter Nukleinsauren), wie
auch physikalische Mutagenesen, beispielsweise durch ultraviolette Strahlung, aber auch
durch chemische Agenzien , wie mit Ethyl-Methansulfonat (EMS). Dabei konnen Verande-
rungen in den positiven Eigenschaften selektiert werden. Genetisch veranderte Mutanten
beinhalten Zellen der erfindungsgemalien Mikroorganismen und beherbergen rekombinate

Nukleinsauren in ihrem bakteriellen Chromosom und/oder Plasmiden. Modifikationen durch

28



10

15

20

25

30

35

WO 2012/156491 PCT/EP2012/059213

Punktmutationen kénnen zudem Auswirkungen auf die Expression/Transkription/Translation
bewirken, wie auch spontane Mutationen ohne direkte genetische Manipulation. Analoga
oder Fragmente kdnnen thermisch abgetotete (tote) oder lyophilisierte Formen der erfin-
dungsgemalien Mikroorganismen darstellen, welche ihre erfindungsgemalen Eigenschaften
beibehalten oder verbessern, durch beispielsweise Vergrofderung der Oberflache. Zellen
nach einer Lyophilisation (Gefriertrocknung) sind unter Umstanden noch lebensfahig. Diese
Zellen kdénnen durch spezielle Lagerungsprozesse bei unterschiedlichen Temperaturen
abgetotet werden. Tote Zellen konnen z.B. intakte oder aufgebrochene Zellmembranen
besitzen, aber keine metabolische Aktivitat. Methoden zur Gewinnung von abgetoteten
Zellen konnen sein, z.B. durch eine Behandlung mit Glasperlen, wobei die Einwirkungen der
Scherkrafte zwischen Zellen und Glasperlen zum Aufbruch der Zelle fihrt. Weitere physikali-
sche Methoden, wie French Press, Hochdruckhomogenisation, Kugelmiihle oder aber
Einfrier-Tau-Prozesse und Autoklavieren fithren zur Abtétung, wie auch zu Fragmenten der
erfindungsgemafien Mikroorganismen, wie auch UV-Bestrahlung, Autolyseverfahren oder

spezielle Lagerungsprozesse bei unterschiedlichen Temperaturen.

Ob ein Mikroorganismus, der zur Gattung der Milchsaurebakterien gehort, die erfindungsge-
malien Eigenschaften aufweist, kann vom Fachmann bspw. anhand der vorliegend und
nachstehend noch beschriebenen Versuche getestet und Gberpriift werden. Der Begriff
»Lactobacillus- Zellen“ kann im Sinne der Erfindung auch als Milchsaurebakterien oder
Lactobazillen bezeichnet werden und, umfasst solche Mikroorganismen, die Kohlenhydrate,
insbesondere Glukose und Lactose, zur Milchsaurevergarung bendtigen und zumeist den
Embden-Meyerhof-Biosyntheseweg nutzen. Die Lactobacillus Zellen werden taxonomisch in
der Familie Lactobacteriaceae zusammengefasst. Sie sind gram-positiv, nicht sporenbildend
und im Allgemeinen unbeweglich. Die Lactobacillus Zellen leben anaerob, sind jedoch
aerotolerant, obwohl sie keine Hamine (Cytochrom, Katalase) enthalten (Schleifer et al.,
System. Appl. Microb.: 18, 461-467 (1995) oder Ludwiq et al., System. Appl. Microb. 15: 487-
501 (1992). Die Lactobacillus- Zellen bzw. die Spezies konnen auf der Grundlage des
Kohlenhydratverwertungsmusters bestimmt werden, insbesondere mittels dem API Test
(Firma biomerieux). Erfindungsgemal} umfasst sind insbesondere solche Spezies, die fir
eine homofermentative Milchsduregarung oder heterofermentative Milchsauregarung geeig-
net sind. Weiterhin bevorzugt sind solche Lactobacillus- Zellen ausgewahlt aus der Gruppe
umfassend Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus casei, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus

curvatus und Lactobacillus plantarum (alle homofermentativ), weiterhin Lactobacillus brevis,
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Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fructivorans, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus viridescens als auch Bifidobacterium bifidum,
Lactobacillus ingluviei (alle heterofermentativ). Beispielhafte geeignete Lactobacillus Zellen
der Anmelderin sind hinterlegt: Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (DSM 25972),
Lactobacillus crispatus (DSM 25987, DSM 25988), Lactobacillus plantarum (DSM 25989),
Lactobacillus ingluviei (DSM 25973), sind erfindungsgemalf’ bevorzugt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist der erfindungsgemalie
Mikroorganismus ausgewahlt aus Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus ingluviei, die jeweils unter den Hinterle-
gungsnummern DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSM 25989, DSM 25973, bei der
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braun-schweig
hinterlegt wurden. Die erwahnten DSMZ-Hinterlegungen wurden gemaf} dem Budapester
Vertrag Uber die internationale Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen zum

Zwecke der Patenthinterlegung vorgenommen.

Wie weiter oben erwahnt, betrifft die vorliegende Erfindung auch Zusammensetzungen,
enthaltend bevorzugt lebensfahige Mikroorganismen oder ein Analog, Mutante, Derivat oder
Fragment davon, sowie bevorzugt zumindest einen Trager oder Exzipienten, der ausgewahilt
ist aus zumindest einem der folgenden: einen kosmetisch vertraglichen Trager oder Exzi-
pienten, einem pharmazeutisch vertraglichen Trager oder Exzipienten oder einem dermato-

logisch vertraglichen Trager oder Exzipienten.

Dabei wird unter einer "Zusammensetzung" im Sinne der vorliegenden Erfindung insbeson-
dere jede Zusammensetzung verstanden, die zumindest einen erfindungsgemafien Mikroor-
ganismus aufweist, oder ein Fragment, Derivat, Analog oder eine Mutante davon, sowie ggf.
weitere Inhaltsstoffe wie Trager oder Hilfsstoffe, oder ggf. noch weitere aktive Inhaltsstoffe
und Salze. Unter kosmetisch, pharmazeutisch oder dermatologisch vertraglichen Hilfsstoffen,
Tragern oder Exzipienten wird dabei jede Substanz oder Stoff verstanden, der jeweils
Ublicherweise im kosmetischen, pharmazeutischen oder im Dentalbereich eingesetzt wird,
um einen aktiven Inhaltsstoff der Zusammensetzung, vorliegend also der zumindest eine
Mikroorganismus, oder Analog oder Derivat oder Mutante oder Fragment davon, jeweils

kosmetisch oder pharmazeutisch einzusetzen, zu verabreichen und zur Wirkung zu bringen.

Unter ,Schleimhaut” im Sinne der vorliegenden Beschreibung und der Anspriiche wird die
das Innere von Hohlorganen auskleidende Schicht verstanden, die durch Driisensekrete

feucht gehalten wird. Insbesondere sind damit die Mund- und Nasenschleimhaut, die Binde-
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haut, die Schleimhaut des Magen-Darm-Traktes und die Schleimhaut des Genitalbereichs

gemeint.

Unter ,entzlindlichen Erkrankungen" werden im Rahmen der vorliegenden Beschreibung und
in den Patentansprichen Erkrankungen verstanden, bei denen es zu akuten, subakuten,
chronisch rezidivierenden oder chronisch persistierenden Krankheitszustanden an Haut,
Schleimhaut oder in der Mundhdhle kommt. Entziindliche Erkrankungen sind klinisch durch
Rotung, Schwellung, Schmerzen, Juckreiz, Exsudation, Blasenbildung, Hyperkeratose,
Hypersquamation, Erosionen, Ulzera oder andere Substanzdefekte sowie Krusten, Blasen-
bildung und andere Effloreszenzen gekennzeichnet. Histologisch finden sich Entziindungs-
zellen im Corium und/oder in der Epidermis. Unter ,entzlindlichen Erkrankungen" oder
.entzindlichen Zustadnden" im Sinne der vorliegenden Beschreibung und der Patentansprii-
che werden insbesondere Erkrankungen und Zustande wie beispielsweise (jedoch nicht
erschopfend) Ekzeme (atopisches Ekzem, seborrhoisches Ekzem, allergische oder toxische
Kontaktekzeme), Psoriasis, und andere hyperkeratotische Entziindungen, akute und chroni-
sche Wunden, prururigindse Hauterkrankungen sowie seltenere Entzlindungen wie Lichen
ruber planus, granulomatdse und parapsoriatische Hauterkrankungen sowie die grof3e
Gruppe der Autoimmunerkrankungen mit Hautmanifestation verstanden. Unter ,Prophylaxe”
werden in der vorliegenden Beschreibung und den Anspriichen alle Arten der Vorbeugung
(Pravention) verstanden, und zwar sowohl die vorbeugende Behandlung bei gesunden
Anwendern bzw. Patienten, als auch diejenige bei zu mikrobiell bedingten Erkrankung der
Haut, der Schleimhaute oder der Mundhohle neigenden Anwendern bzw. Patienten oder zu
entzindlichen Erkrankungen neigenden Anwendern bzw. Patienten (Personen mit sog.
»Disposition"). Weiter wird unter Prophylaxe auch die vorbeugende Behandlung bei Anwen-
dern bzw. Patienten, die bereits einmal unter einer mikrobiell bedingten Erkrankung der
Haut, der Schleimhdute oder der Mundhdhle oder unter einer entziindlichen Erkrankung
litten und inzwischen die Erkrankung Giberwunden haben, beispielsweise durch eine erfolg-
reiche Behandlung wie die in der vorliegenden Beschreibung und den Anspriichen darge-
stellte Behandlung (sog. ,Rezidivprophylaxe"). Ferner werden unter Prophylaxe im Sinne der
vorliegenden Beschreibung und der Anspriiche auch die kosmetische Behandlung sowie die

pflegende und reparative Behandlung der zu Irritationen neigenden Haut verstanden.

Es ist bevorzugt, dass die Zusammensetzung nicht nur einen der erfindungsgemalfen
Mikroorganismen, oder Analog, Mutante, Derivat oder Fragment davon aufweisen kann,
sondern auch eine Mischung von erfindungsgemafen Mikroorganismen oder eine Mischung

der Analogen, Derivate, Mutanten oder Fragmente, oder aber eine Mischung aus den
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erfindungs-gemafien Mikroorganismen und den Fragmenten, Derivaten, Mutanten oder

Analoga.

Die Zusammensetzung kann bevorzugt in fester oder flissiger oder viskoser Form oder als
Aerosol vorliegen, und kann u.a. in Form von Pulvern, Tabletten, Losungen, Granulaten,
Suspensionen, Emulsionen, Kapseln, Pasten, Gelen, Sprays, etc. vorliegenverwendet
werden, mithin in jeder Form, die fiir eine Verabreichung geeignet ist. Ferner ist bevorzugt,
wenn dass die Zusammensetzung weitere Probiotika, Antiseptika oder andere antibakteriell
wirksame Substanzen umfasst, sowie bevorzugt ggf. Saccharide und Konservierungsmittel,
Geschmacksstoffe, Sufdstoffe, Vitamine, Mineralien, Aromen, etc.. Die EP 2 133 414 A1 listet
eine Reihe von Inhaltsstoffen, die fiir bevorzugte Zusammensetzungen eingesetzt werden
konnen. Auf diese Verdffentlichung wird hiermit explizit Bezug genommen. Aulierdem
konnen Fillstoffe, FlieBmittel, Rheologiemodifikatoren, Weichmacher, Stabilisatoren oder
reaktiv vernetzte Monomere, wie z. B. Methacylate in einer bevorzugten Zusammensetzung
vorhanden sein. Diesbezliglich kann es bevorzugt sein, dass die Zusammensetzung Sub-
stanzen wie EDTA, Magnesium, Calcium, SDS oder deren oder dhnliche Salze enthalt. Es
war vollig Uberraschend, dass diese Substanzen zum Einen die Biofilmbildung durch Strep-
tococcus pyogenes hemmen, aber auch zum Anderen die Koaggregationsfahigkeit der
bevorzugten Mikroorganismen fordern. Die erfindungsgemalte Zusammensetzung wird dabei
insbesondere zur Verwendung in der Kérperhygiene, -therapie und —prophylaxe eingesetzt,
und weist zumindest einen erfindungsgemafien Mikroorganismus oder Derivate, Mutante,

Fragmente oder Analoga davon auf.

Insbesondere ist es bevorzugt, die Zusammensetzung als Probiotikum zu verwenden, also
als eine Zubereitung, die lebensfahige Mikroorganismen enthalt und die oral eingenommen
eine gesundheitsférdernden Einfluss auf denjenigen haben, der das Probiotikum einnimmt
bzw. dem dieses verabreicht wird. Derartige Zubereitungen kénnen Nahrungsmittel oder
Nahrungsmittelzusatze oder Futtermittel oder Futtermittelzusatze oder aber Medikamente
sein. Erfindungsgemal® kann die Zusammensetzung bei allen Nutz- und Haustieren einge-
setzt werden, also aufder beim Menschen auch bei Hund, Katze, Pferd, Kamel, Falke u.a. Die
Mikroorganismen bzw. eine diese enthaltene Zusammensetzung kann hierzu unterschiedlich
eingesetzt werden. Es kann z. B. bevorzugt sein, sie auf oder in Kauknochen, Kausticks,
Tiersnacks, Tierfutter, Pellets, Beil3- und Nagekdrper oder Tierspielzeug, usw. gebracht bzw.
angewendet werden. Insbesondere ist bevorzugt, wenn die Mikroorganismen oder die
Zusammensetzung zur Therapie und/oder Prophylaxe von bakterieller Infektionen im Ra-
chenbereich, die insbesondere durch Streptococcus pyogenes ausgeldst sind, in Tieren und

dem Menschen verwendet wird.
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Die Dosierung und die Verabreichung an sich, mit welcher die erfindungsgemalie Zusam-
mensetzung eingesetzt wird, wird vom jeweiligen Einsatz und vom jeweiligen Patienten —
insbesondere von dessen Alter, Gewicht, dem allgemeinen Zustand, etc. - abhangen und
liegt im Konnen und der Einschatzung des Fachmanns, der die Zusammensetzung zum

Einsatz bringt.

Dabei kann die erfindungsgemalie Zusammensetzung kosmetisch, als Medizinprodukt
vorliegen oder pharmazeutisch sein. Vorzugsweise umfasst die Zusammensetzung die
Milchsaurebakterien in einer Menge mit einem Masseanteil von 0,001 Gewichtsprozent bis
20 Gewichtsprozent, bevorzugt bis 0,005 Gewichtsprozent bis 10 Gewichtsprozent, beson-
ders bevorzugt 0,01 Gewichtsprozent bis 5 Gewichtsprozent vorliegt. Es war vdllig Giberra-
schend, dass die Verwendung eines Masseanteils von 0,001 Gewichtsprozent bis 20 Ge-
wichtsprozent insbesondere dazu fiihrte, dass die Zusammensetzung langer nutzbar, d. h.
haltbar war. Wenn die Milchs&urebakterien in einer Menge mit einem Masseanteil von 0,005
Gewichtsprozent bis 10 Gewichtsprozent verwendet wurden, flihrte dies (iberraschenderwei-
se dazu, dass sich dies positiv auf die rheologischen Eigenschaften der Zusammensetzung
auswirkten und diese z. B. eine geringere Viskositat aufweist und somit besser auf der Haut
zu verteilen ist oder sich einfacher in den Mundraum einbringen lasst. Eine Verwendung der
Milchsaurebakterien in einer Menge mit einem Masseanteil von 0,01 Gewichtsprozent bis 5
Gewichtsprozent hat Uberraschenderweise dazu gefiihrt, dass sich die Komponenten der
Zusammensetzung besser miteinander verbinden und in einer verringerten Arbeitszeit eine
homogene Zusammensetzung bereitgestellt werden kann, was wiederum zur Reduzierung
der Herstellungskosten fiihrt. Es versteht sich, dass fiir spezifische Anwendungen aber auch
andere Mengen eingesetzt werden konnen, die sich von den hierin angegebenen unter-
scheiden. Es war besonders (iberraschend, dass die erfindungsgemafien Milchsaurebakteri-
en eine extrem hohe Co-Aggregationaktivitat in menschlichem Speichel aufweisen. Die
ausgebildeten Aggregate mit Streptococcus pyogenes sind aulerordentlich stabil und lassen

sich dadurch sehr gut und effizient durch Spiilen oder Schlucken entfernen.

Uberraschenderweise kann die Co-Aggregationseffizienz in Anwesenheit von Co-Faktoren
(EDTA, MgClI2, CaCl2, SDS) deutlich gesteigert werden. Es war absolut unerwartet, dass
insbesondere EDTA einen ausgesprochenen positiven Effekt auf die Co-Aggregation von
erfindungsgemafien Milchsaurebakterien mit Streptococcus pyogenes ausibt. Wie weiter
oben erwahnt, kann gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform die Zusammensetzung bzw.
der Mikroorganismus im Bereich der Prophylaxe und Behandlung von Hals- und Mandelent-
zindungen eingesetzt werden, um den genannten pathogenen Keim zu aggregieren, d.h. zu

binden. Diese Koaggregate kdnnen dann leicht durch Schlucken oder Spllen entfernt
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werden, bspw. bei einer Suspension insbesondere ausgesplilt werden, wodurch vorteilhaft-
erweise eine Reduktion des pathogenen Keimes erzielt wird. Die Milchsaurebakterien bzw.
eine diese enthaltende Zusammensetzung kann hierzu unterschiedlich eingesetzt werden.
Bspw. kénnen sie in Sprays, Gurgel- oder Spiilldsungen, als Lutsch- oder Halstabletten,
Pastillen, Dragees, Aerosolen, Zahncremes, Saften, Sirup oder als Zusatz in Lebensmitteln
bzw. als Nahrungserganzungsmittel angewendet werden. Daher betrifft die vorliegende
Erfindung auch samtliche Produkte, die im Bereich der Kdrperhygiene und Medizinprodukte
und Prophylaxe eingesetzt werden und die die erfindungsgemafien Milchsdurebakterien
enthalten. Oben beschriebene Ausflihrungsformen gelten entsprechend fiir den Bereich der
Behandlung, Therapie und Prophylaxe bei Sdugetieren. Die Mikroorganismen bzw. eine

diese enthaltende Zusammensetzung kann hierzu unterschiedlich eingesetzt werden.

Insbesondere ist bevorzugt, wenn die erfindungsgemalfe Zusammensetzung und/oder der
erfindungsgemale Mikroorganismus zur Herstellung eines Arzneimittels, zur Behandlung
oder Prophylaxe von Hals- und Rachenbeschwerden, Pharyngitis atrophicans et sicca,
Pharynagitis sicca, Angina lateralis, Tonsillitis durch Streptococcus pyogenes verwendet wird.
Durch die erfindungsgemafen Mikroorganismen und die diese enthaltende Zusammenset-
zung werden Mittel bereit gestellt, mit welchen diese Erkrankungen vorteilhaft behandelt,
bzw. vermieden werden konnen. Die Mikroorganismen bzw. die diese enthaltenden Zusam-
mensetzungen kénnen dabei sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin,
insbesondere, wie bereits aufgeflihrt, bei Hund, Katze, Pferd, Kamel, Falke eingesetzt
werden. Die erfindungsgemale Zusammensetzung bzw. die Mikroorganismen — oder
Fragmente, /Derivate oder Mutenten davon — kdnnen insbesondere als Nahrungsmittelzu-
satz, als Hygieneprodukt, bzw. als ein die Mikroorganismen aufweisendes Hygieneprodukt,

oder als eine pharmazeutische Praparation eingesetzt werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Identifizierung und/oder Selektion
eines Mikroorganismus der Gattung Lactobacillus sp. mit der/den erfindungsgemafen
Eigenschaft/en, wobei das Verfahren zumindest die folgenden Schritte aufweist: a) Inkubie-
ren eines Ansatzes aus einem pathogenen Mikroorganismus, ausgewahlt aus Streptococcus
pyogenes, zur Bindung an Fibronectin, b) Zugabe des zu untersuchenden Mikroorganismus
der Gattung Lactobacillus und Inkubation des Ansatzes zur Ausbildung der spezifischen
Bindung zwischen dem pathogenen Mikroorganismus und dem zu untersuchendem Mikroor-
ganismus der Gattung Lactobacillus ¢) Abtrennen der nicht gebundenen Mikroorganismen
der Gattung Lactobacillus durch Entfernen des Uberstandes und d) Bestimmung der Fibro-
nectinbindung im Hinblick auf gebundene und aggregierte Mikroorganismen der Gattung

Lactobacillus.
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In einer bevorzugten Ausfihrungsform weist das erfindungsgemafe Verfahren noch den
Schritt der Untersuchung zur Verhinderung der Fibronectinbindung durch Streptococcus
pyogenes auf. Die Zugabe der zu untersuchenden Mikroorganismen der Gattung Lactobacil-
lus erfolgt dabei wahrend der Inkubation des Fibronectinbindenden fluoreszenzmarkierten
pathogenen Mikroorganismus. Nach Entfernung der nicht gebundenen Zellen erfolgt bevor-
zugt eine spezifische Quantifizierung der Bindung an Fibronectin durch Messung der Fluo-

reszenz im Vergleich zu einer Kontrolle ohne Zugabe der zu testenden Mikroorganismen.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und nachstehend noch zu erlauternden
Merkmale nicht nur in der jeweils angegebenen Kombination, sondern auch in Alleinstellung

verwendbar sind, ohne den Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen.
BESCHREIBUNG DER FIGUREN

Weitere Vorteile ergeben sich aus den nachstehenden Figuren und den hierzu durchgefiihr-
ten Versuchen und Ausfiihrungsbeispielen. Die Experimente wurden mit allen bevorzugten
Milchsaurebakterien durchgefiihrt, wobei nur ein Teil der Experimente dargestellt ist. Der

Fachmann kann anhand der Beispiele die Erfindung nacharbeiten. Es zeigen:

Fig. 1 zeigt die spezifische Bindung bzw. Aggregation eines Ausflihrungsbeispiels der
erfindungsgemafien Mikroorganismen (DSM 25972, DSM 25989, DSM 25973 an durch
Streptococcus pyogenes ausgebildeten Biofilm (Bindungs-Assay) nach 3 maligen Auswa-
schen der nicht-gebundenen Zellen sowie im Vergleich dazu weitere, nicht erfindungsgema-
Re Lactobacillus Stamme, die nicht zur Bindung an Streptococcus pyogenes befahigt sind
(Lactobacillus spec.1 und Lactobacillus spec.2 ); spezifische Quantifizierung der Bindung
bzw. Aggregation von CFDA-markierten erfindungsgemafen Lactobacillus Stammen an den
S. pyogenes Biofilm in 96-Well-Mikrotiterplatte tGiber Fluoreszenzmessung
(Ex485nm/Em535nm). Hierdurch erfahrt der Fachmann, dass die bevorzugten Mikroorga-
nismen insbesondere bei bakteriellen Infektionen verwendbar sind, die insbesondere im

Mund- oder Rachenraum erfolgen.

Fig. 2 stellt die makroskopische Kontrolle (Foto einer 24 well Mikrotiterplatte) der spezifi-
schen Bindung eines Ausfiihrungsbeispiels eines erfindungsgemafien Mikroorganismus
(DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSM 25989 und DSM 25973 an Streptococcus
pyogenes im Ko-Aggregationsansatz im 24-Well-Malistab dar sowie die erfindungsgemafien
Lactobacillus Stamme sowie der Targetstamm Streptococcus pyogenes alleine in einer
Photodokumentationsanlage. Weilder Niederschlag wird durch Ko-Aggregation (und eine
damit verbundene Ausfallung) verursacht. Die Agglomerate fliihren dazu, dass Streptococcus

pyogenes insbesondere nicht an die Epithelzellen des Rachens binden kann. Versuche bei
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Patienten haben gezeigt, dass mittels den bevorzugten Mikroorganismen bakterielle Infektio-

nen verhindert, bzw. reduziert werden konnen.

Fig. 3 zeigt die mikroskopische Darstellung der spezifischen Bindung eines Ausfiihrungsbei-
spiels eines erfindungsgemalien Mikroorganismus (DSM 25987 und DMS 25973) an Strep-
tococcus pyogenes Zellen nach der Koaggregation, sowie die erfindungsgemalen Lactoba-
cillus Stamme und der Streptococcus pyogenes alleine. Mikroskopische Abbildung (Phasen-

kontrast, 1000x vergrofRert). Koaggregate sind als grolie Zellagglomerationen zu sehen.

Fig. 4 zeigt die makroskopische Kontrolle (Foto einer 24 well Mikrotiterplatte) der spezifi-
schen Bindung eines Ausfiihrungsbeispiels eines erfindungsgemafien Mikroorganismus
(DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DMS 25989 und DMS 25973) an Streptococcus
pyogenes Zellen (Koaggregation) in humanem Speichel sowie die erfindungsgemalen
Lactobacillus Stamme und der Streptococcus pyogenes alleine in einer Photodokumentati-
onsanlage. Weil3er Niederschlag wird durch Koaggregation (und eine damit verbundene
Ausfallung) verursacht. Es war Giberraschend, dass die bevorzugten Mikroorganismen
bereits im Speichel an Streptococcus pyogenes binden, insbesondere koaggregieren und so
eine Bindung von Streptococcus pyogenes an Epithelzellen verhindern. Es war zudem
Uberraschend, dass die bevorzugten Mikroorganismen ihre bevorzugten Fahigkeiten nicht
durch die im Speichel enthaltenen Enzyme oder Bestandteile verlieren. Hierdurch sind die
bevorzugten Mikroorganismen vorteilhaft fiir die Verwendung in einem oralen Applikations-

mittels, wie insbesondere einem Bonbon.

Fig. 5 zeigt den Einfluss eines Ausflihrungsbeispiels der erfindungsgemafen Mikroorganis-
men (DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSM 25989 und DSM 25973) auf die Verhinde-
rung der Fibronectinbindung von Streptococcus pyogenes Stamm ATCC 19615 nach 2 h
Inkubation bei 37 °C mit in PBS gewaschener Lactobacillus -Suspension (lebend) und durch
Hitzebehandlung abgetdtete Lactobacillus-Suspension (tot). Spezifische Quantifizierung der
Bindung von CFDA-markierten Streptococcus pyogenes an die mit Fibronectin beschichte
96-Well-Mikrotiterplatte. Dargestellt ist die Bindung von Streptococcus pyogenes in %. 100%
reprasentiert die Bindung des S. pyogenes (ATCC 19615) alleine an die Fibronectinbe-
schichtung der Mikrotiterplatte ohne Zugabe von Lactobacillus -Suspension. Es zeigt sich,
dass die bevorzugten Mikroorganismen die Bindung von Streptococcus pyogenes an Epi-

thelzellen im Rachen verhindern und somit bakteriellen Infektionen vorbeugen.

Fig. 6 zeigt den Einfluss eines Ausflihrungsbeispiels der erfindungsgemafen Mikroorganis-
men (DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSM 25989 und DSM 25973 auf die Bindung
von Streptococcus pyogenes (Stamm ATCC 12344) an Fibronectin nach 2 h Inkubation bei
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37 °C (mit in PBS gewaschener Lactobacillus-Suspension (lebend) und durch Hitzebehand-
lung abgetdtete Lactobacillus-Suspension (tot)). Spezifische Quantifizierung der Bindung von
CFDA-markierten Streptococcus pyogenes an die mit Fibronectin beschichte 96-Well-
Mikrotiterplatte. Dargestellt ist die Bindung von Streptococcus pyogenes in %. 100% repra-
sentiert die Bindung des S. pyogenes alleine an die Fibronectinbeschichtung der Mikroti-

terplatte ohne Zugabe von Lactobacillus -Suspension.

Fig. 7 zeigt die makroskopische Darstellung (Foto einer 24 well Mikrotiterplatte) der Ko-
aggregation eines Ausflihrungsbeispiels der erfindungsgemalien Mikroorganismen (DSM
25972, DSM 25987, DSM 25988, DMS 25989 und DMS 25973) und Streptococcus salivarius
in PBS Puffer sowie die erfindungsgemalen Lactobacillus Stamme und Streptococcus
salivarius alleine in einer Photodokumentationsanlage. Weiller Niederschlag wird durch

Koaggregation (und eine damit verbundene Ausfallung) verursacht.
DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER AUSFUHRUNGSBESPIELE
Beispiel 1:

Zur ldentifizierung und Selektion von erfindungsgemafien Mikroorganismen wurden aus
einer Lactobacillus-Stammbank verschiedene Stamme durch ein vier-stufiges Screening
untersucht, wobei zunachst hinsichtlich der Bindungsfahigkeit an pathogenen Targetkeim
Streptococcus pyogenes (im Folgenden auch "Targetkeim") gescreent wurde (Bindungs-
Assay), und anschlieRend die im ersten Schritt identifizierten Stamme in einem Ko-
Aggregationsassay im Mikrotiterplatten-Maf3stab gepriift wurden, wobei die Ko-Aggregation
mit dem jeweiligen Targetkeim qualitativ mittels binokularen Stereomikroskops nachgewie-
sen wurde. Der Begriff ,Ko-Aggregation® wird im Sinne der Erfindung synonym zu dem
Begriff ,Koaggregation® verwendet. Ferner wurde die Starke der Ko-Aggregation und die
Stabilitat der Bindung mit dem Targetkeim, sowie die Fahigkeit zur Verhinderung der Bin-
dung an Fibronectin untersucht, was schlie3lich zu den identifizierten beispielhaften erfin-

dungsgemalfen Mikroorganismen (Lactobacillus) flihrte.

Bindungs-Assay

Um die Bindungsaktivitat selektierter Lactobacillus Stamme quantifizieren zu konnen, wurde
ein Bindungs-Assay etabliert, welcher den quantitativen Nachweis der Bindung der Lactoba-
cillus Stamme an pathogenen Mikroorganismus in einer 96-Well-Platte ermdglichte. Die
Bindungsaktivitat der Lactobacillus Zellen mit dem Targetkeim korreliert mit der Ko-
Aggregationsaktivitat bzw. Ko-Aggregationsfahigkeit. Dies wurde experimentell iberprft.

Dazu zeigt Fig. 2 exemplarisch die Ko-Aggregation des Lactobacillus DSM 25972, DSM
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25987, DSM 25988, DSM 25989 und DSM 25973 und Streptococcus pyogenes ATCC
19615.

Die Messmethode basiert auf der spezifischen Bindung der erfindungsgemafen Stamme an
in einem Biofilm gebundenen Targetstamm. Fir den Assay werden definierte Mengen der
erfindungsgemafien Stdmme mit einem Fluoreszenzfarbstoff (CFDA-LOsung, Invitrogen)
markiert und mit einer definierten Menge an in einem Biofilm gebundenen Targetkeimen
gemischt. Der Verbleib der gebundenen, erfindungsgemafen Stamme an dem Targetstamm

wird nach mehrmaligem Waschen mittels Fluoreszenzphotometer vermessen.

Zur Durchflihrung dieser Versuche wurde der Targetkeim Streptococcus pyogenes nach
dem Standardprotokoll kultiviert. Die Kultivierung des Stammes erfolgte in THY (Todd Hewitt
Broth) -Medium unter aeroben Bedingungen, in 5% CO,-Atmosphare, bei 37°C. Die Lacto-
bacillus-Stamme wurden in MRS-Medium (siehe de Man et al., (1960) "A medium for the
Cultivation of Lactobacilli", J. Appl. Bact. 23(130-135) anaerob bei 37 °C kultiviert. Zur
Aufarbeitung des Targetkeimes wurden die Zellen in der mittleren exponentiellen Wachs-
tumsphase nach 5-6 h Kultivierung geerntet, 3 Mal mit PBS (Phosphat-gepufferter Saline, pH
7.,4) gewaschen und in PBS aufgenommen. Dann wurden 100 ul der Suspension pro Well in
eine 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt. Wahrend einer 16stlindigen Inkubation bei 37°C in
5% CO, kommt es zur Ausbildung eines Biofilmes durch den Targetstamm. Nach der Inkuba-
tion werden nicht gebundene Zellen durch 3-maliges Waschen mit Phosphat-gepufferter
Saline (PBS, pH 7.4) entfernt. Zur Aufarbeitung der Lactobacillus-Stamme wurden diese
nach 24stiindiger Kultivierung geerntet, 3 Mal mit PBS gewaschen, in PBS aufgenommen
und durch Zugabe der CFDA-LOsung (Invitrogen) fluoreszenzmarkiert. Zur Durchfiihrung des
Bindungs-Assays wurden zu den in einem Biofilm gebundenen Targetstamm pro Well 100ul
der fluoreszenzmarkierten Lactobacillus-Suspension hinzugefugt. Parallel erfolgten Kontroll-
ansatze ohne Zugabe der Lactobacillen-Suspension. Nach 1 stiindiger Inkubation bei 37 °C
in einem Brutschrank wurden die nicht gebundenen Zellen abgetrennt und 3 Mal mit PBS
gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde die Fluoreszenz im Fluoreszenzplattenphoto-
meter (Em485nm/Ex535nm) gemessen. Die Zunahme der Fluoreszenz (Em 485 nm/Ex 535
nm) im Ansatz mit Lactobacillus Stammen im Vergleich zur Kontrolle ohne Lactobacillus
Zellen korrelierte dabei mit der Menge an Biofilm-gebundenen Lactobacillus Zellen, Die
gemessene Fluoreszenz nach Bindung der Lactobacillus Zellen entsprach der Bindungsstar-
ke. Je grosser dieser Wert war, desto besser haben die markierten Lactobacillus Zellen an
die im Biofilm gebundenen Targetstimme gebunden und desto starker ist die Bindungsaktivi-

tat der untersuchten Lactobacillus-Zellen.

38



10

15

20

25

30

WO 2012/156491 PCT/EP2012/059213

Die Versuche ergaben, dass die erfindungsgemalien Lactobacillus Stamme fiir den Target-
keim Strepfococcus pyogenes im Bindungs-Assay nach Entfernung der ungebundenen
Zellen zu einer bis 17-fachen Erhdhung der Fluoreszenz infolge der Bindung der markierten
Lactobacillus Zellen an die im Biofilm gebundenen Targetstamme nach 3 Waschungen
fuhrte. Beispielhaft fir die erfindungsgemafien Mikroorganismen sind in Figur 1 die Ergeb-
nisse des Bindungs-Assays fur Lactobacillus DSM 25972, DSM 25989 und DSM 25973 mit
Streptococcus pyogenes dargestellt. Weiterhin sind in Figur 1 zum Vergleich die Daten nicht
erfindungsgemalier Lactobacillus Stamme dargestellt (Lactobacillus spec. 1 und 2), welche
nicht zur spezifischen Bindung an den Targetkeim befahigt sind. Es zeigt sich, dass die
bevorzugten Mikroorganismen bakterielle Infektionen bei Mensch und Tier verhindern
kdnnen, bzw. zur Behandlung dieser eingesetzt werden, da sie spezifisch mit Streptococcus
pyogenes koaggregieren. Hierdurch wird zum einen eine Bindung von Streptococcus pyoge-
nes an Epithelzellen verhindert. Zum anderen wird die Biofilmbilsung durch Streptococcus

pyogenes verhindert, bzw. bereits gebildete Biofilme aufgelost.
Beispiel 2:
Ko-Aggregationsassay

Um die Co-Aggregationsaktivitat selektierter Lactobacillus Stdmme zu veranschaulichen,

dient der nachfolgende Nachweis im 1,0 ml-Volumen bzw. in einer 24-Well-Platte.

Bei dieser Methode wird die Aggregationsverhalten der Lactobacillen, sowohl des Target-
keims separat betrachtet und schliefl3lich die Ko-Aggregation, Lactobacillus und Targetstamm
zusammen im Gemisch. Die Betrachtung erfolgt makroskopisch durch Fotographie der 24-
Well-Platte, wie auch mikroskopisch. Zur Durchfiihrung dieser Versuche wurde der Target-
keim Strepfococcus pyogenes nach Standardprotokollen kultiviert. Die Kultivierung des
Stammes erfolgte in THY (Todd Hewitt Broth) -Medium unter aeroben Bedingungen, in 5%
CO2-Atmosphare, bei 37°C. Die Lactobacillus Stamme wurden in MRS-Medium (siehe de
Man et al., (1960) "A medium for the Cultivation of Lactobacilli", J. Appl. Bact. 23(130-135)
anaerob bei 37 °C kultiviert. Zur Aufarbeitung des Targetkeimes wurden die Zellen in der
mittleren exponentiellen Wachstumsphase nach 5-6 h Kultivierung geerntet, 2 Mal mit
Phosphat-gepufferter Saline (PBS, pH 7,4) gewaschen und auf die OD600=4 justiert. Zur
Aufarbeitung der Lactobacillus-Stdmme wurden diese nach 16h Kultivierung geerntet, 2 Mal
mit PBS gewaschen, anschliefend in PBS-Volumen aufgenommen und entsprechend auf
eine OD600=4 justiert. Zur Durchfiihrung des Ko-Aggregationsassays wurden je 500 pl einer
Targetkeim-Suspension pro Well mit 500 ul Lactobacillus-Suspension in einer 24-Well-Platte

vermengt. Parallel erfolgten Kontrollansatze mit 500 ul des Targetkeims plus 500 ul PBS,
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oder 500 pl der jeweiligen Lactobacillus-Suspension plus 500 ul PBS (Kontrolle 1). Nach 10
mindtiger Inkubation bei 25 °C auf einem Tischschuttler wurden die Ansatze makroskopisch
mittels Photodokumentationsanlage, wie auch mikroskopisch betrachtet. Zur Untersuchung
der Ko-Aggregationsfahigkeit der abgetdteten Lactobacillus Zellen wurden diese zunachst

durch Hitzebehandlung bei 70°C fiir 30 min im Wasserbad abgetdtet und danach in den Ko-

Aggregationsassay eingesetzt.

Die Versuche zeigen, dass die selektierten Lactobacillus Stamme mit dem Targetkeim
Streptococcus pyogenes koaggregieren, so dass Verklumpungen (Aggregaten) im Gemisch
beobachtet werden konnten, welche makroskopisch durch ungleichmallige, kondensierte
und/oder kornige Bereiche im Well sichtbar sind. In den Wells, welche den Targetstamm
bzw. die erfindungsgemalien Lactobacillus Stamme separat enthalt kommt es zu keiner
Verklumpung bzw. Aggreagatbildung. Die Zellsuspension im Well bleibt homogen. Die
makroskopischen Resultate im Ko-Aggregationsansatz sind fir die selektierten Lactobacillus
Stamme sowohl lebend als auch abgetoétet flr den Targetkeim Streptococcus pyogens in
Figur 2 dargestellt. In der mikroskopischen Betrachtung zeigen sich durch alle erfindungs-
gemalen Lactobacillus Stamme eine eindeutige Affinitaten zu dem Targetkeim, welche zu
unterschiedlichen Aggegatgrofien in der mikroskopischen Betrachtung der Ko-Aggregation
fuhrt. Die mikroskopischen Ergebnisse im Ko-Aggregationsansatz sind beispielhaft flir die
erfindungsgemalien Lactobacillus Stamme DSM 25987 und DSM 25973 fiir den Targetkeim
Streptococcus pyogenes in Figur 3 dargestellt. Insbesondere bei Patienten oder Tieren
konnen die bevorzugten Mikroorganismen bakterielle Infektionen, die durch Streptococcus
pyogenes ausgeldst sind, bzw. an denen Streptococcus pyogenes beteiligt ist, verhindert

oder bekampft werden
Beispiel 3:
Ko-Aggregation in humanem Speichel

Zur Untersuchung der Ko-Aggregationsfahigkeit der erfindungsgemaften Lactobacillus
Stamme in natlrlichem humanen Speichel, wurden diese nach der 16stindigen Kultivierung
, wie im Beispiel 2 beschrieben, geerntet, 2 Mal in PBS gewaschen und in humanem Spei-
chel aufgenommen. Der Speichel wurde vorher von mehreren Personen gesammelt, ge-
mischt und durch Zentrifugation bei 8000g fur 20 min von Partikeln getrennt. Der Targetkeim
wurde wie im Beispiel 2 beschrieben aufgearbeitet und ebenso nach 2 Mal Waschen in PBS
in humanem Speichel aufgenommen. Zur Durchflihrung des Ko-Aggregationsassays
wurden je 500 ul Targetkeim-Suspension im Speichel mit 500 ul Lactobacillus-Suspension im

Speichel pro Well in einer 24-Well-Platte vermengt. Parallel erfolgten Kontrollansatze mit 500

40



10

15

20

25

30

WO 2012/156491 PCT/EP2012/059213

Ml des Targetkeims plus 500 pl Speichel, oder 500 pl der jeweiligen Lactobacillus-
Suspension plus 500 ul Speichel (Kontrolle 1). Nach 10 minttiger Inkubation bei 25 °C auf
einem Tischschittler wurden die Ansatze makroskopisch mittels Photodokumentationsanla-

ge, wie auch mikroskopisch betrachtet.

Die Versuche zeigen, dass die erfindungsgemalen Lactobacillus Stamme in natlirlichem
Speichel zur einer spezifischen Ko-Aggregation mit dem Targetkeim Streptococcus pyoge-
nes fahig sind. Das stellt die besten Voraussetzungen zur Applikation der erfindungsgema-
Ren Lactobacillus Stamme im Mund-Rachenraum dar. Hierfiir kdnnen die bevorzugten
Mikroorganismen zum Beispiel als Bonbon oral verabreicht werden und fiihren zur Linderung
bzw. vollstandigen Therapie von bakteriellen Infektionen. Die makroskopischen Ergebnisse
der Ko-Aggregation in naturlichem humanem Speichel sind fir die erfindungsgemafien

Lactobacillus Stamme mit dem Targetkeim Streptococcus pyogens in Figur 4 dargestellt.
Beispiel 4:
Verhinderung der Bindung an Fibronectin

Zur Untersuchung der Wirkung der erfindungsgemalfen Lactobacillus Stamme auf die
Bindung des pathogenen Targetkeimes Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) an Fibro-
nectin wurde ein Bindungsassay etabliert, welcher den quantitativen Nachweis der Bindung
von fluoreszenzmarkierten Targetkeim in einer mit Fibronectin beschichteten 96-Well-Platte
ermoglichte. Die erfindungsgemalen Lactobacillus Stamme wurden direkt zu dem CFDA-
markiertenTargetkeim zu Beginn der Bindung zugegeben und flir 2 h bei 37°C inkubiert.
Nach der Entfernung der nicht gebundenen Zellen und 2 x Waschen mit PBS erfolgte die
spezifische Quantifizierung. der gebunden Targetkeimzellen durch Messung der Fluoreszenz
bei Em 485nm/Ex 535nm im Fluoreszenzplattenphotometer. Zur Durchfiihrung dieser
Versuche wurden Targetstdmme und erfindungsgemafien Lactobacillus-Stamme nach
Standard-Protokollen kultiviert. Zur Aufarbeitung der Lactobacillus-Stamme wurden diese
nach Kultivierung 2 Mal mit PBS gewaschen und in PBS aufgenommen. Ein Teil der Lacto-
bacillus Stamme wurde nach PBS-Waschung mittels Pasteurisation bei 70°C flir 30min
abgetotet. Zur Aufarbeitung des Targetstammes wurde dieser bis zum Erreichen der statio-
naren Wachstumsphase fiir 16 h kultiviert, geerntet, durch Zugabe von CFDA fluoreszenz-
markiert und auf die OD600nm =3,0 eingestellt. Zur Durchfliihrung des Bindungs-Assays
wurden die Lactobacillus Zellen direkt zu dem fluoreszenzmarkierten Targetkeim zu Beginn
der Bindung zugegeben und fiir 2 h, mikroaerophil, bei 37 °C inkubiert. Parallel erfolgten
Kontrollansatze ohne Zugabe der Lactobacillus Suspension. Nach der Entfernung der

planktonischen Zellen und Waschen der im Biofilm gebundenen Zellen erfolgte die spezifi-
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sche Quantifizierung der gebundenen Targetkeimzellen durch Fluoreszenzmessung mit bzw.
ohne Lactobacillus Zellen. Die Reduktion der Fluoreszenz im Vergleich zur Kontrolle des
Targetkeims ohne Lactobacillen korrelierte dabei mit der Starke der Bindung des Targetkei-
mes Streptococcus pyogenes an mit Fibronectin beschichtete Mikrotiterplatte. Diese Reduk-
tion wird als prozentuale Verhinderung der Biofilmbildung dargestellt. Beispielhaft fiir die
erfindungsgemafien Mikroorganismen ist das Ergebnis der Verhinderung der Bindung an
Fibronectin durch die Lactobacillus Stamme DSM 25972, DSM 25987, DSM 25988, DSM
25989 und DSM 25973 , in Figur 5 exemplarisch an Streptococcus pyogenes ATCC 19615
dargestellt. Die Versuche ergaben, dass es zu einer Verhinderung der Bindung an Fibronec-
tin von Targetkeim durch die oben genannten erfindungsgemalen Lactobacillus Stamme
sowohl in lebender als auch in abgetdteter Form fuhrt. Somit wurde gezeigt, dass die erfin-
dungsgemalien Lactobacillus Stamme in der Lage sind die Bindung von Streptococcus
pyogenes an Wirtszellen zu verhindern. Ferner wurden Versuche mit weiteren Keimen der
gleichen Gattung und Spezies durchgefiihrt, um die Spezifitat der Bindungs- bzw. Aggregati-
onseigenschaften der erfindungsgemalfen Lactfobacillus Stdamme sowie ihre Fahigkeit zur
Verhinderung der Bindung an Fibronectin gegen die Targetkeime der gleichen Gattung und
Spezies darzustellen. Daflir wurde unter anderem Streptococcus pyogenes ATCC 12344
ausgewahlt. Zur Untersuchung ihrer Wirkung auf die Bindung des Targetkeimes Strepfococ-
cus pyogenes ATCC 12344 an Fibronectin wurden die erfindungsgemafen Lactobacillus
Stamme und der Targetkeim wie oben unter Standardbedingungen kultiviert, aufgearbeitet

und in den Assay eingesetzt.

Die Versuche ergaben, dass auch weitere Keime der gleichen Art und Gattung durch die
erfindungsgemalen Lactobacillus Stamme aggregiert werden kdnnen sowie eine Verhinde-
rung der Bindung an Fibronectin weiterer Targetkeime durch die erfindungemafen Lactoba-
cillus Stamme erreicht wird. Beispielhaft fir die erfindungsgemafien Mikroorganismen sind in
Figur 6 die Ergebnisse der Verhinderung der Bindung von Streptococcus pyogenes (Stamm
ATCC 12344) an Fibronectin durch die Lactobacillus Stdmme DSM 25972, DSM 25987,
DSM 25988, DSM 25989 und DSM 25973 dargestellt. Es war vollig Uberraschend, dass bei
Menschen oder Tieren eine Verabreichung von bevorzugten Mikroorganismen zu Verhinde-
rung oder Therapie von bakteriellen Infektionen genutzt werden kann, wobei an der Infektion
auch weitere Keime der gleichen Art und Gattung wie Strepfococcus pyogenes beteiligt sein

konnen.
Beispiel 5:

Ko-Aggregation von Streptococcus salivarius
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Erfindungsgemalie Lactobacillus Stamme und Streptococcus salivarius wurden nach Stan-
dardbedingungen kultiviert, in PBS 3 Mal gewaschen und im Ko-Aggregationsassay in
humanem Speichel eingesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass Streptococcus salivarius von
erfindungsgemalien Lactobacillus Stammen nicht koaggregiert wird (Abbildung 7). Demnach
kann ausgeschlossen werden, dass Kommensale, hier exemplarisch reprasentiert durch
Streptococcus salivarius, von erfindungsgemalen Lactobacillus Stammen nicht koaggregiert
und von ihrem natirlichen Habitat entfernt werden. Dies zeigt insbesondere, dass die

bevorzugten Milchsaurebakterien spezifisch gegen bakterielle Infektionen wirken.
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Patentanspriiche:

Mikroorganismus, der Ordnung Milchsaurebakterien oder Analog, Fragment, Deri-
vat, Mutante oder Kombination davon, wobei der Mikroorganismus, oder Analog,

Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon mit mindestens einem patho-
genen Mikroorganismus koaggregieren kann, wobei der pathogene Mikroorganis-

mus Streptococcus pyogenes ist.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach Anspruch 1, wobei der Mikroorganismus zur Gattung Lactobacillus ge-
hort.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Fahigkeit zur Koaggregation des pathoge-
nen Mikroorganismus auch nach einer biologischen, chemischen oder physikali-

schen Behandlung besteht.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei die Fahigkeit zur
Koaggregation des pathogenen Mikroorganismus bei einem pH-Wert von zwi-

schen ca. 3 bis ca. 8 besteht.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei der Mikroorga-

nismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon die Fa-
higkeit zur Hemmung einer Bildung eines Biofilms des pathogenen Mikroorganis-

mus besitzt.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei der Mikroorga-

nismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon die Fa-
higkeit zur Verhinderung der Bindung an Fibronektin durch Streptococcus pyoge-

nes aufweist.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei der Mikroorga-

nismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon die Fa-
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10.

11.

12.

13.

higkeit aufweist, keinen kommensalen Mikroorganismus der Haut oder der

Schleimhdute zu koaggregieren.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei der Mikroorga-
nismus ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Lactobacillus lactis, Lactobacil-
lus helveticus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bul-
garicus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus casei,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacil-
lus paracasei, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus cur-
vatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lac-
tobacillus fructivorans, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus fermentum, Lactobacil-
lus reuteri, Lactobacillus viridescens, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus inglu-

viei oder Analoga, Derivaten, Fragmenten oder Mutanten davon.

Mikroorganismus oder Analog, Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination da-
von nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei der Mikroorga-
nismus ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend folgende bei der Deutschen
Sammlung fuir Mikroorganismen und Zellkulturen hinterlegten als DSM 25972,
DSM 25987, DSM 25988, DSM 25989 und DSM 25973 nummerierten Mikroorga-

nismen.

Zusammensetzung umfassend mindestens einen Mikroorganismus oder Analog,
Fragment, Derivat, Mutante oder Kombination davon nach einem oder mehreren

der vorherigen Anspriiche.

Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei die Zusammensetzung einen phar-

mazeutisch oder kosmetisch vertraglichen Trager oder Exzipienten umfasst.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei

die Zusammensetzung in fester, flissiger, viskoser Form oder als Aerosol vorliegt.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei
die Zusammensetzung als Paste, Weichgelatinekapsel, Hartgelatinekapsel, Pul-
ver, Granulat, Kiigelchen, Pastille, Brausetablette, Lutschtablette, Buccaltablette,
Kautablette, Subligualtablette, Losung, Tinktur, Emulsion, Saft, Konzentrat, Sirup,
Spray, Trinkampulle, Gel, Mundwasser, Zahnpulver, Kaugummi, Tablette, Dragee

oder Bonbon vorliegt.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei
die Zusammensetzung Probiotika, Antiseptika oder andere antibakteriell wirksame

Substanzen umfasst.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei
es sich um eine pharmazeutische, tiermedizinische, kosmetische, Nahrungsergan-

zungsmittel oder Nahrungsmittelzusammensetzung handelt.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, zusatz-
lich enthaltend eine oder mehrere der nachfolgenden Substanzen, die aus Antioxi-
dantien, Vitaminen, Coenzymen, Fettsduren, Aminosauren und Co-Faktoren aus-

gewahlt sind.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, enthal-
tend ein oder mehrere Verdickungsmittel, ein oder mehrere Siflungsmittel

und/oder ein oder mehrere kiinstliche Siufstoffe.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei
das Verdickungsmittel aus Celluloseether, Polysaccharide, ausgewahlt aus der
Gruppe umfassend Xanthangummi, Gelatine, hochdisperses Siliciumdioxid, Star-
ke, Alginate, Tragant, Agar-Agar, Gummi arabicum, Pektin und Polyvinylester aus-
gewahlt ist und das SufRungsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Glu-
cose, Fructose, Saccharose und Glucosesirup, Sorbitol, Mannitol, Xylitol und Malti-

tol, Saccharin, Natriumcyclamat, Acesulfam-K und/oder Aspartam.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, weiter-
hin enthaltend Buildersubstanzen, Enzyme, Elektrolyte, pH-Regulatoren, Verdi-
cker, Soil release-Wirkstoffe, optische Aufheller, Vergrauungsinhibitoren, Farbui-

bertragungsinhibitoren, Schaumregulatoren und/oder Farbstoffe.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei

der Mikroorganismus lebend oder tot in der Zusammensetzung vorliegt.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei
der Mikroorganismus in verkapselter, sprithgetrockneter und/oder lyophilisierter

Form vorliegt.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei

der Mikroorganismus in Form eines Zelllysates vorliegt.
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23.

24.

25.

26.

27.

Zusammensetzung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriche, wobei
der Mikroorganismus in einer Menge mit einem Masseanteil von 0,001 Gewichts-
prozent bis 20 Gewichtsprozent, bevorzugt bis 0,005 Gewichtsprozent bis 10 Ge-
wichtsprozent, besonders bevorzugt 0,01 Gewichtsprozent bis 5 Gewichtsprozent
vorliegt.

Verfahren zur Identifizierung und/oder Selektion eines Milchsaurebakteriums mit
der Eigenschaft, Streptococcus pyogenes zu koaggregieren, wobei das Verfahren
zumindest die folgenden Schritte aufweist:

a. Inkubieren des pathogenen Mikroorganismus zur Ausbildung eines

Biofilmes,

b. Zugabe eines zu untersuchenden Milchsaurebakteriums und Inkubati-
on zu einer Mischung zur Ausbildung der Koaggregation zwischen
dem pathogenen Mikroorganismus und dem zu untersuchenden

Milchsdurebakteriums,

¢. Abtrennen der nicht gebundenen Milchsaurebakterien durch Entfernen
des Uberstandes und Bestimmung des Biofilmes im Hinblick auf ko-

aggregierte Milchsaurebakterien.
Verfahren nach Anspruch 24, zusatzlich umfassend den Schritt:

- Untersuchung der Biofilm-Hemmung durch die pathogenen Mikroorga-
nismen, wobei die Zugabe der zu untersuchenden Milchsdurebakterien
wahrend der Inkubation der Biofilm-bildenden pathogenen Mikroorga-

nismen erfolgt.
Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, zusatzlich umfassend den Schritt:

- Quantifizierung der Biofilmbildung nach Entfernung der nicht gebunde-
nen Zellen mittels einer Messung der optischen Dichte im Vergleich zu

einer Kontrolle ohne Zugabe der zu testenden Milchsaurebakterien.

Verwendung der Zusammensetzung nach einem oder mehreren der Anspriiche 10
bis 23 zur Herstellung eines Arzneimittels, Medizinproduktes oder Kosmetikums
zur Behandlung, Prophylaxe und/oder Therapie mikrobiell bedingter Erkrankungen
der Haut, der Schleimhaute und der Mundhohle.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Verwendung nach Anspruch 27 zur topischen Prophylaxe und/oder Therapie
mikrobiell bedingter Erkrankungen oder entziindlicher Erkrankungen der Haut, der

Schleimhaute und der Mundhohle.

Verwendung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei die Zu-
sammensetzung zur Prophylaxe und/oder Therapie mikrobiell bedingter Mundhdh-
lenerkrankungen verwendet wird, zusatzlich ein oder mehrere Geschmacksstoffe

umfasst.

Verwendung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei die Zu-
sammensetzung zur topischen Prophylaxe und/oder Therapie mikrobiell bedingter
Erkrankungen oder entzlindlicher Erkrankungen, vorzugsweise mikrobiell beding-
ter Erkrankungen oder entzindlicher Erkrankungen der Mundhohle, in Form einer
Kaumasse, eines Kaugummis, eines Bonbons, einer Pastille, einer Zahnpasta, ei-

nes Sprays oder einer Mundspiillésung verwendet wird/werden.

Verwendung nach einem oder mehreren der vorherigen Ansprliche, wobei zusatz-
lich eine oder mehrere entziindungshemmende und/oder antimikrobielle Substan-

zen verwendet wird.

Verwendung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei die Zu-
sammensetzung in Kombination mit Losungsmitteln, Tragerstoffen, Hilfsstoffen,
Flllstoffen, Geschmacksstoffen und/oder Geruchsstoffen und/oder weiteren In-

haltsstoffen verwendet wird.

Verwendung der Zusammensetzung nach einem oder mehreren der Anspriiche 10
bis 23 zur Herstellung eines Reinigungsmittels oder Desinfektionsmittels fur die

Behandlung von Oberflachen.

Verwendung der Zusammensetzung nach einem oder mehreren der Anspriiche 10
bis 23 zur Herstellung eines Produktes, das im Bereich der Medizinprodukte

und/oder Prophylaxe eingesetzt wird.

Verwendung der Zusammensetzung nach einem oder mehreren der Anspriiche 10

bis 23 zur Herstellung eines Mittels zur oralen, sublingualen, buccalen Aufnahme.

Verwendung der Zusammensetzung nach einem oder mehreren der Anspriiche 10
bis 23 zur Herstellung eines spezifisch wirkendes antimikrobielles Additiv flir die
lokale Behandlung von Entziindungen im Mund- und Rachenraum sowie fiir Infek-

tionen des oberen Respirationstraktes und der Haut.
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37.

38.

39.

Verwendung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei die

Verwendung der Zusammensetzung prophylaktisch oder kurativ erfolgt.

Verwendung nach einem oder mehreren der vorherigen Anspriiche, wobei die Zu-

sammensetzung oral, sublingual, buccal appliziert wird.

Kit zur Hygienebehandlung, umfassend Mikroorganismen nach Anspruch 1 bis 9
oder die Zusammensetzung nach den Anspriiche 10 bis 23 und kdrperhygienische

Vorrichtungen oder Gerate, Spilungen und/oder Pasten.
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