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Baktérie mlie&neho kvasenia zvySujuce imunitu

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka novych kmeflov baktérii mliecneho
kvasenia a ich pouZitia na zvy3Sovanie imunity.

Doterajsi stav techniky

Konzumdcia produktov s obsahom baktérii mlie&neho kvasenia
(BMK) je spojend s radom pozitivnych u¢inkov na zdravie, ktoré
zahrnaju zvySenie imunity. Existuju tisicky kmefiov baktérii
mlieéneho kvasenia, ale iba niektoré kmene vykazuju vlastnosti
podporujice zdravie. Schopnost tychto baktérii tolerovat
kyseliny a Zl&ové soli, prichytit sa k mukozdlnym epitelovym
bunkam a preZit prechod cez gastrointestinalny trakt sa
povaZuje za vyznamné Kkritérium na vyber kmefiov podporujucich
zdravie. Doteraz sa identifikovalo iba niekolko kmefiov baktérii
mlie&neho kvasenia s dokdzanym zdravotnym UZitkom.

Kmene BMK ukazujuce dobri adhéziu k bunkdm mukozalneho
epitelu tenkého c&reva, ¢im sa prepoZiciavaju na terapetické
pouZitie a sU znadme 2z novozélandského patentu 248057.
Mikrooraganizmy opisané v tomto patente zvy3uji prirodzenu
imunitu (fagocytovéd funkcia) a ziskand imunitu (odpovede na
protilatky a odpovede lymfocytovej proliferacie).

Je Zelatelné mat dalSie BMK, ktoré zvy3uju Siroké spektrum
imunitnych odpovedi vratane fagocytovej funkcie.

Predmetom tohto vynalezu Jje ndjst cestu smerom k
dosiahnutiu tychto Zelani alebo aspofi navrhnit verejnosti
uzito€ny vyber imunitu zvySujucich baktérii mlie&neho kvasenia.

Podstata vyndlezu

V jednom aspekte vyndlez pozostdva 2z biologicky &istej
kultiry Lactobacillus rhamnosus HNO0Ol, AGAL depozitné &islo
NM97/09514 s datumom 18. august 1997.



V inom aspekte vynalez pozostava z biologicky <istej
kultiry Lactobacillus rhamnosus HNO067, AGAL depozitné ¢&islo
NM97/01925 s datumom 17. februar 1998.

V inom aspekte vyndlez pozostdva z kompozicie biologicky
Cistej kultiry z hocijakého Lactobacillus acidophilus HNO017,
AGAL depozitné c¢islo NM97/09515 s datumom 18. august 1997,
Lactobacillus rhamnosus HNOOl, Lactobacillus rhamnosus HN067
alebo Bifidobacterium lactis HNO019, AGAL depozitné ¢&islo
NM97/09513 s da&tumom 18. august 1997 v imunostimulujtcej
koncentracii s fyziologicky prijatelnym excipientom alebo
rozpusStadlom.

V jednom uskutolneni tato kompozicia obsahuje dva alebo
viac takych kmeiiov.

Vyhodne fyziologicky prijatelnym excipientom alebo
rozpuStadlom je potravina.

Vyhodne je potravinou hocijaké kulturované mlieko, jogurt,
syr,1 mlieCny napoj alebo praskové mlieko.

Alternativne je tato kompozicia farmaceutickou kompoziciou
a excipient alebo rozpustadlo je farmakologicky prijatelny
excipient alebo rozpustadlo.

Imunitu zvySujice fyziologicky prijatelné biologicky &isté
kmene homolégov alebo mutantov hocijakého kmefia:

Lactobacillus acidophilus HNOO17,
Lactopbacillus rhamnosus HNOO1,
Bifidobacterium lactis HNO19 alebo
Lactobacillus rhamnosus HN067.

V inom uskutoc¢neni vynalez mdZe pozostavat zo spdsobu
zvySenia prirodzenej a ziskanej imunity, ktory pozostava z
podavania cicavcovi hocijakej z vyi3ie uvedenej biologicky
Cistej kultury pri imunostimulaénom davkovom pomere.

V inom uskutoéneni vyndlezu su pritomné dve alebo tri v
podstate biologicky Cisté kultury vy33ie definovanych kmefiov.

Vyhodne sa kultira podava vo forme kompozicie s
fyziologicky prijatelnym excipientom alebo rozpustadlom.



Vyhodne fyziologicky prijatelInym excipientomn alebo
rozpuStadlom je potravina.

Vyhodne je potravinou kulturované mlieko, jogurt, syr,
mlie¢ny nadpoj alebo pradkové mlieko.

Tento vynadlez tieZ spoCiva v ¢&astiach, prvkoch a znakoch
vztahovanych k alebo indikovanych v opise prihlasSky, jednotlivo
alebo kolektivne, a v niektorej alebo vo vSetkych kombinadciach
dvoch alebo viacerych ¢asti, prvkov alebo znakov, pricom
Specifické celé &isla tu uvedené, ktoré maju zname ekvivalenty
v stave techniky, ku ktorym sa vztahuje vyndlez, sa povaZuju za
tu zavedené akoby jednotlivo vopred dané.

Struény prehlad obrézkov na vykrese

Obrédzok 1 wukazuje uc¢inok krfmenia my3i s produktom
fermentovanym s L. rhamnosus HNO0OO1l alebo nefermentovanym
produktom s obsahom L. rhamnosus HNOOl na fagocytovu aktivitu
periferalnych krvnych leukocytov ako je opisané v priklade 5.
BALB/c my3iam sa dodaval do mlie&nej diéty s obsahom 10° cfu
(za denn) L. rhamnosus HNOOl1 bud vo fermentovanom alebo
nefermentovanom produkte pocCas 14 dni. Fagocytova aktivita
periferdlnych krvnych leukocytov sa stanovila pouZitim
prietokovej cytometrie a fluoresceinizotiokyanédtom znacenej
Escherichia coli. Hodnoty suU priemerné +/- Standardnéd chyba.
Vyznamné rozdiely (ANOVA, SAS program) z kontroly: “'P<0,0001.

Obrazok 2 wukazuje Ulinok kfmenia my3i so Zivymi L.
rhamnosus HNO0Ol alebo teplom usmrtenymi L. rhamnosus HNOOl na
fagocytovi aktivitu periferalnych krvnych leukocytov ako Jje
opisané v priklade 7. BALB/c mySiam sa dodavalo do mliecCnej
diéty a oralne podavalo 10° cfu (za defi) Zivych alebo teplom
usmrtenych L. rhamnosus HN0OOl pocas 14 dni. Fagocytova aktivita
periferdlnych krvnych leukocytov a peritonedlnych makrofagov sa
stanovila pouzitim prietokovej cytometrie a
fluoresceinizotiokyanatom znacenej Escherichia coli. Hodnoty su
priemerné +/- 3tandardna chyba. Vyznamné rozdiely (ANOVA, SAS
program) z kontroly: ~“P<0,0001.



Obr. 3 ukazuje u¢inok podavania mySiam L. rhamnosus HNOO1l
alebo B. lactis HNO19 ha translokaciu baktérii u mySi vyvolanou
s S. typhimurium ako Jje opisané v priklade 8. Nekrfmené a s B.
lactis HNO19 alebo s L. rhamnosus HN00Ol1l krfmené BALB/c mySi sa
oralne vystavili S. typhimurium, po &om nasledovalo nepretrZité
denné krmenie. Sest dni po vystaveni sa my3i hum&nne usmrtili a
ich peCene a sleziny sa zhromazdili na monitorovanie
bakteridlnej translokacie. Tkanivové suspenzie zo zhromaZdenych
orgadnov sa potom kultidrovali na MacConkey agarovych platniach
po¢as 24 aZ 48 hodin pred vypoctami. Hodnoty su priemerné +/-
Standardnd chyba. Vyznamné rozdiely (ANOVA, SAS program) z
kontroly: 'P<0,05.

Obrazok 4 ukazuje uCinok krfmenia my$i s L. rhamnosus HNOO1
alebo B. 1lactis HNO19 na fagocytovi aktivitu periferdlnych
krvnych leukocytov z my$Si vystavenych S. typhimurium ako je
opisané v priklade 8. Nekfmené a s B. lactis HNO19 alebo s L.
rhamnosus HNOOl1 krmené BALB/c my3i sa ordlne vystavili 8.
typhimurium, po c¢om nasledovalo nepretrZité denné krfmenie.
Fagocytovad aktivita @periferdlnych krvnych 1leukocytov sa
stanovila Sest dni po vystaveni s pouZitim prietokovej
cytometrie a fluoresceinizotiokyanadtom znaCenej FEscherichia
coli. Hodnoty sU priemerné +/- 3Standardnd chyba. Hodnoty
(priemer +/- 3tandardnd chyba) s rozdielnym pismom su vyrazne
odlisné (ANOVA, SAS program): P<0,01.

Obréazok 5 ukazuje Uuc€inok kfmenia my8i s L. rhamnosus HNO0O1
alebo s B. lactis HNO019 na prolifera&né odpovede slezinovych
lymfocytov z my3i vystavenych S. typhimurium ako je opisané v
priklade 8. Nekrfmené a s B. lactis HNO19 alebo s L. rhamnosus
HNOOl1 k¥mené BALB/c myS5i sa ordlne vystavili S. typhimurium, po
¢om nasledovalo nepretrZité denné kfmenie. Sest dni po
vystaveni sa merali proliferacné odpovede slezinovych
lymfocytov kolorimetricky a potom sa zaviedol 5-brém-2'-
deoxyuridin na =zavere&nu inkubdciu trvajicu 16 hodin z 96
hodin. Hodnoty suU priemerné +/- 3&tandardnd chyba. Hodnoty
(priemer +/- Standardnd chyba) s rozdielnym pismom si vyrazne
odlisné (ANOVA, SAS program): P<0,01.



Priklady uskutonenia vynélezu

Zmrazené suSené kultiry Styroch bakterialnych kmeriov
uloZené v Australian Government Analytical Laboratories (AGAL)
The New South Wales Regional Laboratory, 1 Suakin Street,
Pymble, NSW 2073, Australia. Detaily uloZenia su:

Kmeii Cislo Datum

L. acidophilus HNO17 NM97/09515 18. august 1997
L. rhamnosus HNOO1l NM97/09514 18. august 1997
B. lactis HNO19 NM97/09513 18. august 1997
L. rhamnosus HNO067 NM97/01925 11. februar 1998

U tychto &tyroch vy38ie identifikovanych kmeniov sa
zistilo, Ze zvy3uju Siroké spektrum imunitnych odpovedi vratane
prirodzenych a ziskanych imunitnych odpovedi.

Priklad 1
Morfoldégia a vSeobecné vlastnosti

Na potvrdenie taxonomickej charakterizadcie kmenov sa
pouzila RAPD analyza, 16S rRNA sekvencovanie a SDS-PAGE
analyzy. Zistilo sa tieZ, Ze L. acidophilus HNOl17 sa geneticky
1i5i od L. acidophilus (LCl) z novozélandského patentu ¢&.
248057.

Na potvrdenie taxonomickej charakterizdcie L. rhamnosus
HN067 sa pouZila RAPD analyza, 16S rRNA sekvencovanie a SDS-
PAGE analyzy; druhovo Specifické priméry pouZité na
charakterizaciu L. rhamnosus HN067 na molekulovej urovni
zah¥fiali Pr I (predny) 5-CAGACTGAAAGTCTGACGG-3 a Pha 1II
(reverzny) 5-GCGATGCGAATTTCTATTATT-3.

Morfolbégia a vlastnosti pri fermentacii cukrov tychto

kmefiov sU detailne uvedené v tabulkdch 1 a 2.



Tabulka 1 - Morfolégia a ostatné charakteristiky

L. acidophilus

L. rhamnosus

B. lactis

L. rhamnosus

HNO17 HN0O1 HNO19 HNO67
Kratke az Kréatke ai Mikroaerofilné |Kratke az
stredné ty&inky|stredné tyéinky|aZ anaerébbne|stredné ty&inky

s okrihlymi
koncami, vo
vSeobecnosti su
jednotlivé ale-
bo v paroch
alebo v krat-
kych retazcoch
pri raste v MRS

kulture.

Gram pozitivne,
netvoria spébry,
katalazovo
negativne
fakultativne
anaerobické
ty&inky

s optimédlnym
rastom pri
37+/-1 °C a
optime pH 6,0-
6,5. SU obli-
gatne homofer-
mentativne
baktérie a

Z glukodzy
neprocukuju
plyn.

so Stvorcovymi
koncami v
retazcoch, vo
vSeobecnosti
0,7x1,1 x2,0-
4,0 mikrom pri
raste v MRS
kultuare.

Gram pozitivne,
nepohyblivé,
netvoria spéry,
katalazovo
negativne
fakultativne
anaerobické
ty€inky

s optimalnym
rastom pri
37+/-1 °C a
optime pH 6, 0-
6,5. Su
obligatne
heterormentativ
ne baktérie a z
glukbézy
neprodukuju
plyn.

tyéinky s cha-

rakteristickym
tvarom ako v
strede predi-

Zené bunky,"V"
alebo stupiio-
vité usporia-
danie buniek
pri raste
TPY agarovych
doskach. V MRS
kultire s 0,05

¥ cystein hy-

na

drochloridom
tvoria v stre-

de predizené

bunky a spo-
lo¢ne usporia-
dané (vy€nie-
vajuce konca-
tiny) bunky.

Gram pozitiv-
nepohybli-
vé a netvoria
spbéry, katala-

zovo negativne

ne,

tyéinky s op-
timdlnym ras-
tom pri teplo-
te 37+/-1 C a
optimadlnom pH

so Stvorcovymi
koncami v
retazcoch, vo
vSeobecnosti
0,7x1,1 x2,0-
4,0 mikrom pri
raste v MRS
kulture.

Gram pozitivne,
netvoria spéry,
katalazovo
negativne
fakultativne
anaerobické
ty€inky

s optimdlnym
rastom pri
37+/-1 °C a
optime pH 6, 0-
6,5. Sua
obligatne
heterormentativ
ne baktérie a z
glukédzy
neprodukuja
plyn.




6,0-7,0. Fruk-
téza-6-fosfo-
re¢nan fosfo-
ketolazovo

pozitivne.

Tabulka 2 - Glycidovy fermentacny model vybranych kmefiov
Lactobacillus a Bifidobacterium

Sl. &. Meno baktérie Bodové ohodnotenie’
1 L. acidophilus HNO17 5755546
2 L. rhamnosus HN0O1 5757177
3 B, lactis HNO1S 1051622
4 L.rhamnosus HNQO67 5757175

PouZil sa pristroj na fermentdciu cukrov API 50 CH na
stanovenie glycidového fermentacného modelu.

‘Bodové ohodnotenia su zaloZené na bodovych ohodnoteniach 22

vyznamnych cukrov (Bergeyho prirucka).
Priklad 2
Adhézia k Crevnym bunkém

Schopnost probiotickych kmefiov prilnit k Iudskym &revnym
epitelovym bunkdm (HT-29 a CaCo-2) sa urc¢ila in vitro s
pouZitim diferencovanych bunkovych 1linii. Monovrstvy HT-29 a
CaCo-2 buniek rastli na krycich skli¢kach a boli umiestnené vo
viacjamkovych nadobadch. K vrstvdm buniek sa dodalo 10® cfu/ml
BMK v 1 ml pouZitého kulturového supernatantu spolu s 1 ml DMEM
média a inkubovalo sa po&as 1 hodiny pri 37 °C v 10 % CO; - 90
3 vzduchu. Monovrstvy sa premyli 3tyrikrat s PBS, fixovali sa v
metanole, filtrovali sa Gramovym spdsobom a mnoZstvo bektérii,
ktoré prilnulo k epitelovym bunkam sa stanovilo mikroskopicky.
V priemere sa spolitalo 20 poli a vysledky sU zosumarizované v
tabulke 3.




Tabulka 3 - Prilnavost k HT-29 a CaCo-2 bunkovym liniém’

Kmen HT-29 CaCo-2

L. acidophilus HNO17 98 + 17 171 + 16
L. rhamnosus HN0OI 161 + 18 218 + 35
B. lactis HNO19 188 + 27 194 + 25

‘MnoZstvo (priemer +/- SEM) baktrérii/100 epitelovych buniek

Priklad 3
ZvySenie prirodzenej a ziskanej imunity

U&inky zvy3ujuce imunitu troch kmefiov L. rhamnosus HNOO1,
L. acidophilus HNO17 a B. lactis HNO19 sa skuSali stanovenim
fagocytovej (krvné leukocyty a peritonedlne makrofédgy) funkcie
a kvantifikovanim koncentracii Specifickych protilatok na
proteinové antigény s pouZitim simulovanych odpovedi na vakciny
u my§i.
Pouzil sa naesledujici experimentdlny protokol:

1. PouZili sa Sest aZ sedem tyZdiov staré my35i BALB/c s
hmotnostou 20 - 30 g.

2. My3i boli ndhodne rozmiestnené do rbézne oSetrovanych skupin
(tabulka 4).

3. MySiam sa podadval L. acidophilus HNOl17, L. rhamnosus HNO0O1l
alebo B. lactis HNO19 (10° cfu/defi) v 50 pl odstredeného mlieka
pocas 10 dni. Kontrolné my3i prijimali iba 50 pl préadkového
odstredeného mlieka.

4. V3etky mySi prijimali poCas experimentu diétu zaloZenu na
praSkovom odstredenom mlieku.

Krvné leukocyty a makrofagy 2z mySi prijimajucich L.
acidophilus HNO17, L. rhamnosus HNO0Ol alebo B. lactis HN0O19
ukazali vyrazne vy33iu fagocytovi kapacitu v porovnani s
bunkami 2z kontrolnych my3i (tabulka 4). Tvorba kyslikovych
radikalov (oxidaény impulz) leukocytmi z probioticky kfmenych




my3i bola tieZ vyééig ako u kontrolnych mySsi

uvedené) .

Tabulka 4

- U&inok diéty L.

acidophilus

(Gdaje nie su

HNO17, L. rxrhamnosus

HNOOl a B. lactis HNO1l92 na fagocytovi funkciu u mys§i

OSetrenie % Krvnych leukocytov|% Peritonedlnych ma-
s fagocytovou akti-j{krofagov s fagocyto-
vitou vou aktivitou

Kontrola 14,33 + 0,87 66,1 £+ 3,5

L. acidophilus HNO17

22,7 + 1,21**

79,0 £ 1,0%**

L. rhamnosus HNQOO1

24,84 + 0,93**

80,5 = 1,8**

B. lactis HNO19

23,19 + 0,95*~

77,4 + 2,6*

BALB/c myZiam sa oradlne podavalo 10° cfu
rhamnosus HNO0Ol1 alebo B.

acidophilus HNO17,

pocas 10 dni.

Fagocytova

aktivita

krvnych

(za den) L.
lactis HNO19
leukocytov a

peritonedlinych makrofagov sa stanovila s pouZitim prietokovej

cytometrie a fluoresceinizotiokyanatom znacenych Escherichia

coli.

Hodnoty boli priemerné +/-

Standardnad chyba.

Vyznamné

rozdiely (Studentov t test) z kontroly: 'P< 0,05, “"P< 0,01.

Koncentracia

¢revnych zvyskoch my3i prijimajucich L.
rhamnosus HNO0Ol1 alebo B.
(tabulka 5).

kontrolnych my3i

Specifickych

IgG protilatok v
acidophilus HNOl17, L.
lactis HNO019 bola tieZ vySia ako u

sére a Vv
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Tabulka 5 - U&inok diéty L. acidophilus HNO17, L. rhamnosus
HNOO1 a B. lactis HNO1l9 na sérové a mukozalne protilatkové

odpovede
OSetrenie Sérova protilatkovéa | Mukozalna protiléat-
odpoved ' kova odpoved
(jednotky/ml) (jednotky/ml)
Kontrola 80,2 = 6,0 1350 + 96,0
L. acidophilus HNO17 134,6 + 25,2* 1548 + 270,0
L. rhamnosus HN0O1 118,5 + 12, 5%* 1512 + 198,0
B. lactis HNO19 158,1 * 51,6**+* 1548 + 234,0

MALB/c my&iam sa oralne podavalo 10° cfu (za deft) L.
acidophilus HNO017, L. rhamnosus HNOO1l alebo B. lactis HNO19
poCas 10 dni. MySi sa imunizovali s toxinom cholery (antigén
pouZzivany na simulovani enterickd infekciu) v dioch 0 a 7.
Koncentracia Specifickych protildtok v sére a ¢&revnych
sekrétoch sa merala s pouZitim ELISA na desiaty defi. Hodnoty
boli priemerné +/- Standardnd chyba. Vyznamné rozdiely
(Studentov t test) z kontroly: 'P< 0,08, ““P< 0,05, ““'p<0,01.

Priklad 4
Imunostimulac¢né U¢inky, ktoré nasledovali po kfmeni s BMK pocas
Styroch tyZdiov

Imunostimulaéné Gc¢inky L. acidophilus HNO17, L. rhamnosus
HNOO1 a B. lactis HNO19 sa stanovili u my5i s pouZitim
nesledujiceho experimentdlneho protokolu:

1. PouZili sa 8est aZ sedem tyZidiiov staré my3i BALB/c s
hmotnostou 20 - 30 g.

2. My3i boli nédhodne rozmiestnené (18/skupina) do rézne
oSetrovanych skupin.

3. Po aklimatizécii (po¢as 7 dni) sa mySiam podaval L.
acidophilus HNO17, L. rhamnosus HNQOl alebo B. lactis HNO19
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(10° cfu/dei) v 50 pl odstredeného mlieka pocas 28 dni (od
dia 0 do diia 28). Kontrolné mysi prijimali iba 50 ul
odstredeného mlieka (bez mikroorganizmov).

4., MySiam sa ponukla poCas experimentu diéta zaloZend na
praskovom odstredenom mlieku a voda ad libitum.

5. Imunostimulacné ucinky sa stanovili monitorovanim
fagocytovej aktivity krvnych leukocytov a peritonealnych
makrofagov, NK-bunkovej aktivity slezinovych Ilymfocytov,
odpovedi lymfocytovej proliferdcie (bunky sleziny) na T-
bunkovy mitogén, ConA (indikdtor bunkovo sprostredkovanej
imunity) a protilatkové odpovede na tetanovd vakcinu.

Ako je vidiet z tabulky 6, leukocyty (neutrofily, monocyty
a makrofdqgy) z myS$i prijimajuacich L. acidophilus HNO17, L.
rhamnosus HN0OOl1 alebo B. lactis HNO019 vykadzali vyrazne vy33iu
fagocytovu aktivitu (indikdtor prirodzenej a ziskanej imunity)
ako leukocyty kontrolnych my3i.

Tabulka 6 - U&inok diéty L. acidophilus HNO17, L. rhamnosus
HNOO1l a B. lactis HNO19 u my3i

OSetrenie % Krvnych leukocytov|$% Peritonedlnych ma-
s fagocytovou krofagov s fagocyto-
aktivitou vou aktivitou
Kontrola 15,5 72,67
L. acidophilus HNO17 29,4*+ 82,2*
L. rhamnosus HNOO1l 24,2** 82,8*%*
B. lactis HNO1S 31,1** 83,0%**

My5i  (18/skupina) dostavali 10° cfu (za dedl) L.
acidophilus HNO17, L. rhamnosus HNOOl alebo B. lactis HNO1l9 v
50 pl odstredeného mlieka poCas 28 dni. Fagocytova aktivita
krvnych leukocytov/peritonedlnych makrofdgov sa stanovila na 28
dei s pouZitim prietokovej cytometrie a fluoresceinizo-
tiokynatom zna&enych E. coli. Hodnoty sui priemerom najmen$ich
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Stvorcov. Vyznamné rozdiely (SAS analyza): ‘pP<0, 002, P<
0,0005.

Konzumécia L. acidophilus HNO017, L. rhamnosus HNOOl alebo
B. lactis HNO19 pocCas 28 dni tieZ viedla k ndrastu NK-bunkovej
aktivity, odpovedi lymfocytovej proliferdcie na ConA a
protilatkové odpovede na tetanova vakcinu. Pri vSetkych tychto
indikdtoch imunoschopnosti, mySi prijimajuce L. acidophilus
HNO17, L. rhamnosus HNOOl alebo B. lactis HNO019 mali vySSie
odpovede ako kontrolné mySi (tabulka 7).

Spolu tieto vysledky ukézali, Ze podavanie pocas
prediZeného &asu L. acidophilus HNO17, L. rhamnosus HNOOl alebo
B. lactis HNO19 je schopné indukovat trvalé zvySenie niektorych
aspektov prirodzenej a ziskanej imunity.

Tabulka 7 - U&inok diéty L. acidophilus HNO17, L. rhamnosus
HNOO1 a B. lactis HNO19 na NK-bunkovi aktivitu a odpovedi
lymfocytovej proliferadcie na ConA a protiladtkové odpovede na
tetanova vakcinu.

ConA NK-bunkova Lymfocytova Protilatkové
O%etrenie aktivita (%) | proliferacia odpovede na
ConA (absor-

bancia) tetanova

vakcinu
(jednotky/ml)
Kontrola 8,8 1,4 + 0,125 402,5 + 41,4
L. acidophilus HNO17 9,9 1,6 + 0,44 923,9 + 116,0*
L. rhamnosus HNOO1l 11,5 1,8 + 0,1* 711,5 * 127,2*
B. lactis HNO19 10,5 1,7 + 0,5* 844,606 + 134,7*

My3i  (18/skupina) dostéavali 10* cfu (za defi) L.
acidophilus HNO17, L. rhamnosus HNQOOl alebo B. lactis HNO019 v
50 pl odstredeného mlieka poCas 28 dni (tj. odo diia 0 do 28
diia) . NK-bunkova aktivita slezinovych lymfocytov sa stanovila
na 28. denn s pouZitim prietokovej cytometrie a s D275 znadenych
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Yac-1 buniek. Odpovede lymfocytove]j proliferacie slezinovych
lymfocytov na ConA sa merali na 28. den s pouZitim komeré&ného
zariadenia na Dbunkovid proliferaciu (Boehringer Mannheimn,
Nemecko). Na protilatkové odpovede sa mySi imunizovali s
tetanovou vakcinou (50 pl/davka, CSL, Australia) na 7. a 21.
deii. Koncentracia Specifickych protilatok sa stanovila s
pouZitim ELISA; antigén dodany vyrobcom vakcin (CSL, Austréalia)
sa pouZil na pokrytie platni. Hodnoty boli priemermi najmenSich
stvorcov 18 my3i. Vyznamné rozdiely (SAS analyza): ‘P<0,05.

Priklad 5

ZvySenie prirodzenej a ziskanej imunity S pouZitim
fermentovanych produktov oproti pouZitiu nefermentovanych
produktov

Cielom bolo stanovit imunitu zvySujicu ucinnost Jjogurtu
(fermentovaného) s probiotickym kmefiom L. rhamnosus HNOO1l v
porovnani s nefermentovanym produktom obsahujucim L. rhamnosus
HNOO1. Imunitu zvySujuice ucinky sa sku3ali stanovenim
fagocytovej funkcie (periferdlnych krvnych leukocytov a
peritonedlnych makrofagov) a odpovedi lymfocytovej proliferéacie
na B-bunkovy mitogén (LPS).

PouZil sa nesledujuici experimentalny protokol:

1. PouZili sa 3est aZ sedem tyZdiiov staré my5i BALB/c s
hmotnostou 20 - 30 g.

2. My3i boli nahodne rozmiestnené do rdézne oSetrovanych

skupin.

3. Kontrolné my3i polas experimentu prijimali diétu zaloZenu
na praskovom plnotuc¢nom mlieku.

4. Testované my3i prijimali 2,5 g jogurtu pripraveného s
pouZitim L. rhamnosus HNOO1l (10° cfu/defi) alebo 2,5 g
plnotuéného mlieka s obsahom L. rhamnosus HNOO1 (10’
cfu/deft) ako aj diétu zaloZenu na prasSkovom plnotuénom

mlieku pocas 14 dni.
Vysledky

My5i prijimajuce jogurt pripraveny s L. rhamnosus HNOOl
alebo plnotuéné mlieko L. rhamnosus HNOOl1 vykazali vyrazne
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vy§8iu hladinu fagocytovej aktivity periferdlnych krvnych
leukocytov ako bolo pbzorované u my3i prijimajucich kontrolnu
diétu (Obr. 1). Vzrast bol pozorovany &i bol L. rhamnosus HNO0O1l
dodavany v jogurte (fermentovanom s L. rhamnosus HN0OOl) alebo v
nefermentovanom produkte obsahujlicom L. rhamnosus HNOOl. Nebol
rozdiel \'4 hladine fagocytovej aktivity medzi mySami
prijimajucimi fermentovany jogurt vyrobeny s pouZitim L.
rhamnosus HNOOl1 v porovnani s nefermentovanym produktom
plnotu¢ného praskového mlieka (PPM) s obsahom L. rhamnosus
HNOO1.

Nefermentovany produkt a s L. rhamnosus HNOOl fermentovany
produkt dodavany mySiam ukdzal vy3Sie lymfocytové proliferadné
odpovede na LPS ako kontrolné my3i (tabulka 8). Nebol vyrazny
rozdiel u odpovedi medzi mySami prijimajicimi nefermentovany
produkt obsahujici L. rhamnosus HNOOl a my$ami prijimajicimi
produkt fermentovany s L. rhamnosus HNOO1.

Tabulka 8 - U&inok fermentovaného alebo nefermentovaného L.
rhamnosus HNOOl na odpovede lymfocytovej proliferadcie u mysi

O3etrenie Lymfocytova proliferdcia na LPS
(absorbancia)

Kontrola (PPM) 0,4699 + 0,028

PPM fermentované s L. 0,5361 £ 0,028

rhamnosus HNOO1

PPM nefermentované s 0,5518 +* 0,028*
L. rhamnosus HNOQOO1

BALB/c my35iam sa podavala mlie&na diéta obsahujica 10°
cfu (za dent) L. rhamnosus HNOOl bud v nefermentovanom produkte
alebo v jogurte vyrobenom s L. rhamnosus HNOOl (fermentovany
produkt) poc¢as 14 dni. Kontrolné my$i prijimali mlie&nu diétu
ez BMK. Proliferativne odpovede sa merali kolorimetricky po
zavedeni 5-brém-2'- deoxyuridinu pofas poslednych 16 hodin z 96
hodin inkubacie. Hodnoty boli priemerné +/- 35tandardn& chyba.
Vyznamné rozdiely (Studentov t test) z kontroly: ‘P = 0,05.
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TieZ z tychto vysledkov vyplyva, Ze kfmenie s L. rhamnosus
HNOOl1l zvySuje rozsah imunitnych funkcii zahffiajucich fagocytovi
aktivitu a lymfocytovl bunkova proliferaciu. L. rhamnosus HNOO1
pritomny bud vo fermentovanom alebo nefermentovanom produkte je
U€inny pri vyvolani zvySenia imunitnych funkcii; s
fermentovanym produktom dava vadc3iu odpoved na niektoré funkcie

a v nefermentovanom produkte byva vyznamny u inych.
Priklad 6

ZvySenie prirodzenej a ziskanej imunity pomocou L. rhamnosus
HNO67

Experiment 1

Imunitu zvysujlce G€inky L. rhamnosus HNO067 sa stanovili
monitorovanim fagocytove]j kapacity periferdlnych krvnych
leukocytov a peritonedlnych makrofégov (indikdtor neSpecifickej
imunity) a kvantifikovanim koncentracii Specifickych protiléatok
na imunizacény antigén, cholerovy toxin (pouZity na simulovanie

odpovedi na enterické vakciny) u mySi.
PouZil sa nasledujici experimentalny protokol:

1. PouZili sa BALB/c mySi staré Sest aZ sedem tyZdiiov s
hmotnostou 20 - 30 g. Polas experimentu prijimali diétu
zaloZenl na odstredenom mlieku.

2. MySiam v testovanej skupine (n=6) sa oralne podaval L.
rhamnosus HN067 (10° cfu/defi) v 50 pl odstredeného mlieka
podas 10 dni. Kontrolné mysi (n=6) prijimali iba 50 pnl
prasSkového odstredeného mlieka (bez BMK).

Vysledky

Krvné leukocyty a peritoneélne makrofagy z mySi
prijimajucich L. rhamnosus HN067 ukazali vyrazne vyS35iu
fagocytovi aktivitu (zvySend fagocytovad funkcia) v porovnani s
bunkami 2z Kkontrolnych my3$i. Vysledky su dané v tabulke 9

nizsie.
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Tabulka 9 - U&inok diéty L. rhamnosus HNO67 na fagocytova
funkciu
OSetrenie % Krvnych leukocytov % Peritonedalnych
s fagocytovou makrofagov s fago-
aktivitou cytovou aktivitou
Kontrola 13,1 + 1,5 76,4 £ 1,9
L. rhamnosus HN067 23,7 + 1,5** 87,2 + 1,9%*

BALB/c my3i boli kfmené s diétou zaloZenou na mlieku s
alebo bez ordlneho podavania L. rhamnosus HN067 (10° cfu/deii)
poCas 10 dni. Fagocytovad aktivita krvnych 1leukocytov a
peritonedlnych makrofagov sa stanovila s pouZitim prietokovej
cytometrie a fluoresceinizotiokyandtom znadenych E. coli.
Hodnoty predstavuju priemer najmen$ich 3Stvorcov +/- Standardna
chyba metdéddy najmenSich Stvorcov. Vyznamné rozdiely (SAS
program) z kontroly: ‘P=0,0005, ““P=0,0001.

Koncentracia Specifick?ch protildtok na cholerovy toxin,
antigén, ktory sa pouZil na ordlnu imunizaciu, v sére a v
Crevnych zvySkoch my$i prijimajicich L. rhamnosus HN067 bola
tieZ vyrazne vyS85ia ako u kontrolnych my3i (tabulka 10).

Tabulka 10 - U&inok podavania diéty L. rhamnosus HNO67 na sérum
a mukozalne protilatkové odpovede na cholerovy toxin

OSetrenie Protildtkova odpoved| Mukozalna protiléat-
v sére (jednotky/ml) kova odpoved
(jednotky/ml)
Kontrola 63,1 + 43,2 1969,7 * 279,5
L. rhamnosus HNO67 246,5 + 43,2%** 2995,5 + 465,2*

BALB/c mySi sa kfmili s diétou zaloZenou na mlieku s alebo
bez L. rhamnosus HN067 (10° cfu/defi) po&as 10 dni. My3i sa
oralne imunizovali s cholerovym toxinom (10 npg/davka),
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antigénom pouZivanym na simulovani enterickd infekciu, v deii O
a 7. Hladiny protilatok v sére a Crevnych sekrétoch sa merali s
pouZitim ELISA na desiaty defi. Hodnoty predstavuji priemer
najmenSich S§tvorcov +/- 3&tandardnd chyba metdédy najmenSich
dtvorcov. Vyznamné rozdiely (SAS program) z kontroly: “P=0,02,
“*pP=0,0039.

Experiment 2

Inmunostimula&né ucinky L. rhamnosus HNO67 sa testovali u
my$i s pouZitim nasledujiceho protokolu:

1. PouZili sa BALB/c mySi staré Sest aZ sedem tyZdiov s
hmotnostou 20 - 30 g. Polas experimentu sa im predkladala
diéta zaloZend na préasSkovom odstredenom mlieku a voda ad
libitum.

2. Po aklimatizacii po&as 7 dni sa my$iam v skupine 1 (n = 20)
oralne podavalo 10° cfu (za dedi) L. rhamnosus HN067 v 50 pl
odstredeného mlieka poCas 14 dni. Kontrolné my3i (skupina
2, n = 20) prijimali odstredené mlieko bez mikroorganizmov.

3. Imunostimulacné ucinky sa testovali monitorovanim
fagocytovej aktivity krvnych leukocytov a peritonealnych
makrofdgov a odpovedami proliferéacie slezinovych lymfocytov
na fytohemaglutinin (PHA) a lipopolysacharid (LPS) (T- a B-

bunkové mitogény).
Vysledky

Krvné leukocty a peritonedlne makrofagy z mysi
prijimajucich L. rhamnosus HNO67 vykazovali vyrazne vy3§iu
fagocytovi aktivitu (indikadtor prirodzenej imunity) ako
leukocyty a makrofagy z kontrolnych my3i (tabulka 11).
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rhamnosus HNO067 na fagocytovi

O3etrenie & Krvnych leukocytov % Peritonedlnych
s fagocytovou makrofadgov s fago-
aktivitou cytovou aktivitou
Kontrola 13,7 + 0,07 64,6 + 2,1
L. rhamnosus HNO067 22,5 £ 0,07** 75,8 = 1,7*

BALB/c mySiam sa poddvala mlieCna diéta s
(10° cfu/deti)
leukocytov/peritonedlnych

orédlneho podavania L.

dni. Fagocytova

makrofagov sa stanovila na 14.

cytometrie a

aktivita

rhamnosus HNO067
krvnych

fluoresceinizotiokyanatom

znac¢enych E.

alebo bez
poCas 14

den s pouZitim prietokove]

coli.

Hodnoty predstavuju priemer najmenSich Stvorcov +/- Standardna

chyba metddy

najmensich

Stvorcov.

program) z kontroly: 'P=0,002, “‘P=0,0001.

My3i prijimajuce L.

Vyznamné

rozdiely (SAS

rhamnosus HNO067 pocCas 14 dni tiez

ukdzali vysSSie odpovede lymfocytovej proliferadcie na PHA a LPS

v porovnani s kontrolnymi mySami (tabulka 12).

Tabulka 12 - U&inok podavania L.

lymfocytovej proliferdcie na PHA a LPS

rhamnosus HNO67 na odpovede

ConA Lymfocytova Lymfocytova
oZetrenie proliferdcia na PHA | proliferacia na LPS
Kontrola 1,18 + 0,08 0,99 + 0,07

L. rhamnosus HNO67

1,37 + 0,07*

1,24 + 0,06**

BALB/c mySiam sa podavala mlie¢na diéta s

ordlneho podavania L. (10° cfu/defi)

rhamnosus HNO0G67

alebo bez
pocas 14

dni. Odpovede lymfocytovej proliferacie slezinovych buniek na

PHA a LPS

zariadenia na

sa stanovili na 14.
bunkovi

proliferaciu

(Boehringer

den s pouZitim komercného

Mannheim,
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Germany) . Hodnoty pre@stavujﬁ priemer najmen$Sich S&tvorcov +/-
Standardnd chyba metdédy najmen3ich Stvorcov. Vyznamné rozdiely
(SAS program) z kontroly: 'P<0,08, ‘‘P<0,01.

Sdhrnne my3i prijimajice L. rhamnosus HNO067 wukézali
vyrazné rozSirenie rozsahu hostitelskych imunitnych odpovedi
zahrnajucich leukocytovid fagocytovd  funkciu, protilatkové
odpovede na ordlnu imunizadciu a odpovede na lymfocytovia
proliferaciu na T- a B-bunkové mitogény. Krvné leukocyty
(neutrofily a monocyty) a makrofadgy su hlavnymi efektormi
prirodzenej imunity a hrajd hlavnd ulohu v ochrane pred
bakteridlnymi infekciami. Korelécie medzi in vitro odpovedami
lymfocytovej proliferacie na mitogény (T- a B-bunkové mitogény)
a imunospdsobilostou jednotlivca sa tieZ zdokumentovali. Preto
tieto vysledky predpokladajui, Ze podavanie L. rhamnosus HNO067
je schopné zvySit niektoré aspekty prirodzenej a ziskanej
imunity.

Priklad 7

ZvySenie prirodzenej a ziskanej imunity s pouZitim Zivych a
teplom usmrtenych L. rhamnosus HNOOl

Cielom tejto Studie bolo vy3etrit imunitu zvy3Sujuce u¢inky
probiotického kmena L. rhamnosus HNOOl, ked je pritomny v Zivej
alebo teplom usmrtenej forme. U&inok na imunitnd funkciu sa
testoval ur¢enim fagocytovej aktivity periferdlnych krvnych
leukocytov. U&inok Zivych a teplom usmrtenych L. rhamnosus
HNOO1 na humordlnu imunitu sa S§tudoval imunizaciou my3i s
cholerovym toxinom a meranim koncentracii produkovanych

Specifickych protilatok.
PouZzil sa nasledujici experimentalny protokol:

1. PouZili sa BALB/c my3i staré 3est aZ sedem tyZdiiov s
hmotnostou 20 - 30 g.

2. MyS8i sa ndhodne roztriedili do rdzne o3etrovanych skupin.

3. Poéas experimentu kontrolné my3i prijimali diétu zaloZenu

na prasSkovom odstredenom mlieku.

4. Testované my3i prijimali 10° cfu/defi Zivych L. rhamnosus
HNOO1 alebo 10° cfu/defi teplom usmrtenych L. rhamnosus
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HNOO1l za defi ako aj diétu zaloZenu na praskovom odstredenom
mlieku poCas 14 dni.

5. MySi sa orédlne imunizovali s cholerovym toxinom v dioch

kfmenia 0 a 7.
Vysledky

HNOO1
periferalnych

zvySilo hladinu

leukocytov v
porovnani s mySami (Obr. 2).
Tento nédrast sa pozoroval &€i uZ bol L. rhamnosus HN0OOl1l dodavany

Podavanie L. rhamnosus vyrazne

fagocytovej aktivity krvnych

prijimajucimi kontrolni diétu
v Zivej alebo v teplom usmrtenej forme. Neboli zistené rozdiely
v urovniach fagocytovej aktivity medzi my3Sami prijimajicimi
Zivé L. rhamnosus HN0Ol a teplom usmrtené L. rhamnosus HNOO1l.

Poddvanie Zivych a mrtvych L. rhamnosus HNOOl indukovalo

mukozalnych protilatkovych odpovedi v
Ale

Zivym L.

narast sérovych aj

porovnani s kontrolnymi mySami. hladina odpovede bola

vyrazne vy55ia u myS5i kfmenych rhamnosus HNOO1

(tabulka 13).

Tabulka 13 - U&inok Zivych a teplom usmrtenych L. rhamnosus
HNOOl na sérové a mukozédlne protiladtkové odpovede na cholerovy

toxin u mysi

OSetrenie Sérova protilatkova Mukozalna proti-
odpoved latkova odpoved

(jednotky/ml) (jednotky/ml)

Kontrola 88,69 + 18,52 708,6 +* 146,09

Zivy L. rhamnosus 214,89 * 62,33* 2054,5 + 285,8%x*

HNOO1

Teplom usmrteny L. 174,89 + 44,78 1533,6 + 319,3

rhamnosus HNOO1

BALB/c my3i

podavalo 10" cfu (za defi) L.
teplom usmrtenej forme pocCas 14 dni. Kontrolné my3i neprijimali
BMK. MySi sa oralne imunizovali s cholerovym toxinom v deft 0 a

sa krfmili mlieCnou diétou a oralne sa
rhamnosus HN0OOl bud v Zivej alebo
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7. Protilatkové odpovgde (sérum a crevné sekréty) sa merali s
pouZitim ELISA na 14. defi. Hodnoty boli priemer +/-3tandardna
chyba. Vyrazné rozdiely (Studentov t test) z kontroly: ‘P=0,05,
**P=0,0005.

Tieto vysledky predpokladaji, Ze Zivé aj teplom usmrtené
L. rhamnosus HNOOl su schopné zvyS8it aspekty prirodzenej aj
ziskanej imunity u myS$i.

Priklad 8
Antiinfekéné vlastnosti B. lactis HNO19 a L. rhamnosus HNOOl
Cielom tejto 5tiudie bolo:

1. Stanovit ochranni ucinnost B. lactis HNO19 a L. rhamnosus
HNOO1 proti gastrointestindlnemu patogénu Salmonella
typhimurium.

2. Uréit udlohu imunostimulacie indukovanej B. lactis HNO1l9 a
L. rhamnosus HNOOl v ochrane proti infekcii spdsobenej S.
typhimurium u myS$i.

Antiinfekéné vlastnosti sa stanovili meranim bakteridlnej
trapslokécie v peéeni a slezine. U&inky zvy$enej imunity sa
skusali urCenim fagocytovej funkcie (periferéalne krvné
leukocyty a peritonedlne makrofagy) a odpovedami lymfocytove]
proliferidcie na T-bunkovy mitogén (PHA).

PouZil sa nasledujuci experimentalny protokol:

1. PouZili sa BALB/c mySi staré Sest aZ sedem tyZdiov s
hmotnostou 20 - 30 g.

2. My3i sa ndhodne rozmiestnili do 4 rbzne oSetrovanych skupin
a boli individuéalne ubytované.

3. V3etky my3i prijimali pocas experimentu diétu zaloZenu na
praSkovom plnotu¢nom mlieku.
4. Testované my3i zacali denne prijimat B. lactis HNO19 a L.

rhamnosus HNO001 (10° cfu/dei) 7 dni pred nédkazou a

pokracovali pocas trvania pokusu.

5. MyS8i prijimajice B. lactis HN019 a L. rhamnosus HNOOl a
kontrolnd skupina (bez BMK) sa oralne nakazili so
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Salmonella typhimurium (ATCC 1772) 8x10° cfu/defi podas
piatich dni so zaliatkom v siedmom dni.

6. Neinfikovana kontrolnd skupina neprijimala S. typhimurium.

7. Na Siesty defi po ndkaze sa mySi pouZili na meranie
bakteridlnej translokdcie v peCeni a slezine a stanovenie

imunitnych funkcii.
Vysledky

MySi prijimajuice B. Jlactis HNO019 a L. rhamnosus HNOO1l
ukazali vyrazne niZSie hladiny bakterialnej translokéacie v
peCeni a slezine ako mySi krmené samotnym S. typhimurium (Obr.
3).

Vyvolanie infekcie malo za nésledok vyrazné potlacCenie
fagocytovej funkcie (Obr. 4); fagocytovd aktivita kontrolnych
mySi nakazenych s S. typhimurium bola vyrazne niZSia ako u
neinfikovanych my8i. Ale infikovanie s S. typhimurium nemalo
Ziaden uc¢inok na fagocytovld schopnost periferdlnych krvnych
leukocytov my$i kfmenych s B. lactis HNO1l9 alebo L. rhamnosus
HNOOl. Toto sa ukdzalo podobné hladinédm fagocytovej aktivity u
mySi krfmenych B. lactis HNO019 alebo L. rhamnosus HN0OO1l a
nakazenych S. typhimurium a normalnych neinfikovanych
kontrolnych mysi.

My3Si krfmené s B. lactis HNO19 alebo L. rhamnosus HNOO1
ukazali vyS8Sie odpevede lymfocytovej proliferacie na PHA ako
kontrolnd skupina nakazena S. typhimurium (Obr. 5). Nebol
vyrazny rozdiel v odpovedi medzi mySami prijimajicimi B. lactis
HNO19 alebo L. rhamnosus HNOOl a neinfikovanou kontrolnou
skupinou myS$i.

Spolo¢ne tieto vysledky predpovedaju, Ze krfmenie s B.
lactis HNO19 alebo L. rhamnosus HNO0O1 je schopné zabezpelit
ochranu proti enterickym patogénom akym Jje Salmonella
typhimurium. 2Zvy3ena odolnost vo&i infekcidm Jje sprevadzana
zvySenim imunitnej c&innosti.
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PATENTOVE NAROKY

Biologicky ¢&ista kultura bud L. rhamnosus HNOO1l AGAL
depozitné €islo NM97/09514 s datumom 18. augusta 1997 alebo
L. rhamnosus HNO067 AGAL depozitné &islo NM97/01925 s
datumom 11. februara 1998.

Biologicky c¢istd kultura L. rhamnosus HNOOl1l AGAL depozitné
¢islo NM97/09514 s datumom 18. augusta 1997.

Biologicky ¢&istéd kultdira L. rhamnosus HNO67 AGAL depozitné
¢islo NM97/01925.

Kompozicia Dbiologicky ¢&istej kultiry niektorého 2z L.
rhamnosus HNOOl1l podla naroku 2, L. rhamnosus HNO067 podla
naroku 3, B. lactis HN019 AGAL depozitné &islo NM97/09513 s
datumom 18. augusta 1997 alebo L. acidophilus HNO17 AGAL
depozitné ¢&islo NM97/09515 s datumom 18. augusta 1997 v
imunostimula¢nej koncentracii s fyziologicky prijatelnym
excipientom alebo rozpusStadlom.

Kompozicia podla naroku 4, vyznaujlca sa tym, Ze obsahuje
hocijaké dva alebo viacero uvedenych kmehnov.

Kompozicia podla naroku 4 alebo 5, vyznafujuca sa tym, Ze
fyziologicky prijatelnym excipientom alebo rozpustadlom je -
potravina.

Kompozicia podla naroku 6, vyznadujuca sa tym, Zie
potravinou je hocijaké kulturované mlieko, Jjogurt, syr,

mlie&ny napoj alebo mlie&ny prasok.

Kompozicia podla naroku 4 alebo 5, vyznacujuca sa tym, Ze
je farmaceutickou kompoziciou a excipient alebo rozpustadlo
je farmakologicky prijatelny excipient alebo rozpustadlo.

Imunitu zvy3ujuice fyziologicky prijatelné biologicky C&isté
kmene homoldégov alebo mutantov hocijakého kmeifa:

L. acidophilus HNO17
L. rhamnosus HNOO1l

B. lactis HNO19
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L. rhamnosus HNOGZ.

10.Spdsob zvy3enia prirodzenej a ziskanej imunity, vyznacujici
sa tym, Ze obsahuje podanie cicavcovi biologicky ¢&istych
kultir podla niektorého 2z nérokov 1 aZ 3 a 9 v
imunostimulaénom davkovom pomere.

11.Spdsob podla naroku 10, vyznaujici sa tym, Ze su pritomné
biologicky ¢Cisté kultary dvoch alebo troch vy38ie
definovanych kmerniov.

12.Spbdsob zvySenia prirodzenej a ziskanej imunity, vyznacujuci
sa tym, Ze obsahuje podanie cicavcovi kompozicie podla
niektorého z narokov 4 aZi 8.

13.Spdsob podIa nédroku 10, vyznadujlici sa tym, Ze fyziologicky
prijatelnym excipientom alebo rozpiStadlom je potravina.

14.Spdsob podla naroku 10, vyznadujici sa tym, Ze potravinou
je kulturované mlieko, Jjogurt, syr, mliedny napoj alebo
mlieCny préasok.
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