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1. Me refiero a mi solicitud de patente arriba nombrada de fecha 17 de
Enero de 2001.

2. Anexcs me permito presentar a usted copla autentica, debldamente
certificada de la solicitud de patente presentada para el invento arriba
nombrado respecto de la cual reclamo prioridad, a saber la solicitud
europea nimero 00200179.0 de 18 de Enero de 2000, junto con su
traduccién simple correspondiente a la totalidad de dicho documento.

3. Anexo también me permito presentar a ese Despacho reclbo nimero

19.076, expedido por Ia Superintendencia de Industria y Comercio, que
acredita el pago de la tasa de invocacién de prioridad en el presente ;

4. Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterlor y proceder de
conformidad.

Sefior Superintendente,

JOSE ANTONIO LLOREDA
T.P. 10.764
Cédigo 231



stC

[ LY N
« ¥ !
[ ] [ ]
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIHA
WORMETL T IOEED _
WT: BRI proeen) Fol
. p01-0A-17 AbsiheEd Lo
RECIBO OFICIAL DE CAJA @ 01 - 19,078 ‘;z:m !:mmmlh &
L] ' L]
FECHA 1 NARZO 73 DE 2001 Sepradenciar 2060 VS
Mett CCNSIGRACION soate
DEPOITAHNTE TIFO PASD BARCD CUENTA No. PG0  FECHA P5D Vr. PRS0
LLOREDA Y LIA S, A CONSIGHACION  BAMCO POPULAR  030-00110-6 2099962  23/03/2001 5, 273,840,00
- O
WL CONCEFPTD b8
CAYT. REMTISTICO CORCEPTO TOTAL CORCEPTO
1 50005-01-04 SOLICITUDES €2 LHOCACION DE {Ms PRICRIDAD EM WU 109,000.00
TOTAL : $ 100,000.00
804 CIEN MIL PESOS
RCSPONSABLE :

RCCIBO OE CAJA APLICADD AL EXPEDIENMTE Wo. —

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
e-mail; info@sic.gov.co
WWW.SIC.gov.CO
Bogoté, D.C..Colombla



Socele
ol.0o30®?

. %s‘}

[~

TRADUCCION No. 470

TRADUCCION DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES, ALEMAN Y
FRANCES. CERTIFICACION SOLICITUD DE PATENTE, INVENCION
ALIMENTO PARA MASCOTAS PARA TRATAR ESPECIES DE
HELICOBACTER EN MASCOTAS. ’

¥
OFICINA EUROPEA DE PATENTES

CERTIFICACION

Los documentos anexos a esta certificacion son copias exactas de la solicitud de
patente Europea descrita en la pagina siguiente, de acuerdo con la version

_ inicialmente registrada.

Solicitud de Patente No.
00200179.0

E! Presidente de la Oficina Europea
De Patentes

Fimmado:l.L.C HATTEN-HECKMAN

- La Haya, 09/01/01



PAGINA 2 DE LA CERTIFICACION

Solicitud No. : 00200179.0
Fecha de Registro: 18/01/00

Solicitante: - ..SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.
1800 Vevey
SUIZA

'i1tul6 de la Invencién: Alimento para mascotas para tratar especies de
helicobacter en mascotas

Prioridad Relvindicada: (en blanco)
Pais (en blinco) Fecha (en blanco) Ndmero de Reg. (en blanco)

Clasificacién Internacional de la Patente: A23K1/16, , A23L1/18

Estados contratantse designados en la fecha de registro:
AT/BE/CH/CY/DE/DK/ES/FIFR/GB/GRAEAT/LILUMCMNLPT/SE/TR

Observaciones: (en blanco)
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PRIORIDAD

Composicién de alimento para mascotas destinado al tratamien-
to de la especie helicobacter en las mascotas

La presente invencién trata del uso de una cepa aislada de
bacterias lacticas para la preparacién de una composicién de
alimento destinada a la profilaxis o al tratamiento de tras-
tornos relacionados con la infeccién géstrica producida por
organismos semejantes al Helicobacter en las mascotas. La in-
vencién trata también de la composicién de alimento para mas-

cotas preparada de la misma.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se sabe que en los seres humanos, la infeccién producida por
el Helicobacter pylori patSgeno puede causar gastritis y con-
ducir a una enfermedad ulcerosa y tumores géstricos. Los mé-
todos para el tratamiento son numerosos. Anteriormente, en la
EP 577903 (Nestl&) se ha demostrado que las bacterias del
dcido lactico son capaces de inhibir el Helicobacter pylori
tanto in vitro como in vivo.

Los animales domésticos carnivoros como loe perros y los ga-
tos estdn virtualmente todos infectados con otras especies de
Helicobacter gdstricos. La mayorlia de ellos no se puede cul-

tivar in vitro, pero morfol6Sgicamente se parecen al H. heil-
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mannii. También se aield el H. felis de la mucosa gdstrica de
los gatos y, recientemente, dos nuevas especies de Helicobac-
ter, llamadas H. bizzozeronii y H. salomonis, fueron aisladas
de los perros. Bin embargo, el solo andlisis morfoldgico no
permite discriminar entre estas especies de Helicobacter y se
les agrupa bajo la denominacién de ®“Organismos semejantes al
Helicobacter Géstrico” (GHLO).

Los GHLO colonizan el antro y/o el cuerpo de las mascotas en
tanto que la colonizacién del H. pylori tiene lugar princi-
palmente en el cuerpec. Los organismos GHLO colonizadores se
localizan en la profundidad de las glfndulas géstricas fGndi-
cas y a veces se encuentran realmente dentro de los canalicu-
los de las células parietales gé&stricas al igual que en la
mucosidad géstrica y de las cavidades, comparados con el H.
pylori que es conocido como bacteria no invasiva. (Dunn et
al, 1997: “Los Hp se encuentran ubicados en la mucosidad ad-
herida al epitelio de la superficie y a menudo se encuentran
en las profundidades dentro de las criptas”...)

La contaminacién del estémago de los perros y de los gatos
por la especie Helicobacter es considerada un factor de ries-
go ilmportante en el desarrollo de la gastritis suave a mode-
rada. La inflamacifn que se observa es cominmente menos se-

vera que la que se produce en el ser humano infectado con H.
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pylori. Se pueden observar lesiones mis severas tales como
Glceras, linfomas y cdnceres estomacales, pero la patogenici-
dad de los GHLO esti lejos de ser aclarada.

Sin embargo, el control de la infeccién por los GHLO en los
perros y en los gates a un nivel bajo es reconocido por 1la
mayoria de los veterinarios como beneficioso. Dado que no es
una enfermedad totalmente reconocida que requiera terapia con
medicamentos, principalmente se necesita un producto alimen-
ticio que contenga un ingrediente activo capaz de disminuir
al minimo la infeccién producida por los GHLO en los perros y

en los gatos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

De este modo, la presente invencién se refiere al uso de por
lo menos una cepa de bacterias de &cido l&ctico y/o un medio
fermentado por a lo menos una bacteria de &cido l&ctico que
haya sido aislada y seleccionada por su capacidad de desple-
gar una poderosa actividad bactericida anti-Helicobacter in
vitro, para la preparacién de una composicién destinada a la
profilaxis o al tratamiento de los trastornos relacionados
con la infeccién producida por los GHLO en las mascotas.

En una modalidad preferida, se usan un medio fermentado por

eagas bacterias de 8cido lictico o subfracciones de un wmedio
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cultivado fermentado por la cepa aislada de bacterias de &ci-
do léctico.

La cepa de bacterias de &cido l&ctico puede seleccionarse del
grupo formado por Lactobacillus johnsonil, Lactobacillus reu-
terii, Lactobacillus paracasei, Lactocbacillus animalis, Lac-
tobacillus ruminis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rahmnosus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium sp., Bi-
fidobacterium lactis, Bifidobacterium animalis.

En una modalidad preferida, la cepa de bacterias l&cticas se
selecciona del grupo formado por Lactobacillus johnsonii NCC
533 (CNCM-I 1225), Lactobacillus fermentum NCC 2581, Lactoba-
cillus fermentum NCC 2592, Lactobacillus fermentum NCC 2613,
Lactobacillus paracasel NCC 2461 (CNCM I - 2116), Lactobaci-
llus animalis NCC 2603, Lactobacillus rahmnosus NCC 2583,
Lactobaclillus acidophilus NCC 2628, Bifidobacterium sp. NCC
2627, Bifldobacterium sp. NCC 2657, Bifidobacterium lactis
(ATCC 27536).

Otro objetivo se relaciona con el método para el tratamiento
o para la profilaxis de las alteraciones relacio-nadas con la
infecclén producida por los GHLO en las mascotas, que com-
prende la administracién a una mascota de una composicién que
contiene por lo menos una cepa de bacterias de &cido léactico

y/o un medio fermentado por a lo menos una bacteria de &cido

5%
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lictico que ha sido aislada y seleccionada por su capacidad
de desplegar una poderocsa actividad bactericida anti-
Helicobacter in vitro.

Otro objetivo consiste en proporcionar una composicién de
alimento para mascotas que contiene por lo menos una cepa
aiglada de bacteriae de &cido l&ctico y/o un medio fermentado
por a lo menos una bacteria léctica con las caracteristicas
anteriores, asociado con un soporte ingerible o una matriz
farmacéutica.

Esta composiclén de alimento para mascotas es capaz de dismi-
nuir la infeccién producida por GHIO en los perros y en los
gatos de manera que la carga de los GHLO y la actividad de la
ureasa se reduzcan en por lo menos 0,5 grado en el fondo y de
por lo menos 0,5 grado en el antro.

El efecto de la compoeiciSn sobre la gastritis crénica tam-
blén fue evaluado por examen citoldgico de biopsia en seccio-
nes delgadas. Puede inducir una regresién de gastritis findi-
ca crbnica, con un promedio de regresién del grado de infla-
macién géstrica de por lo menos 0,5 ( graduada de 0 a 3).

En otra modalidad, esta composicién de alimento para mascotas
puede llevar a una reduccidn significativa de los olores del
aliento que 8e correlacionan con el nivel de infeccién

producida por los GHLO.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Dentro de la siguiente descripcién, el término “GHLO” define
los “organismos semejantes al Helicobacter Géstrico”. Bajo
esta denominacién se agrupan especies de Helicobacter tales
como Helicobacter felis, H. hellmannii, H. blzzozeroni y H.
salomonis, por ejemplo, que Be ha demostrado que colonizan la
mucosa gistrica de las mascotas.

Ademis, incluimos dentro del término de los “trastornos pro-
ducidos por los GHLO", todos los trastornos que puedan afec-
tar directamente el tracto gastrointestinal de las mascotas,
pero también trastornos secundarios tales como sintomas de
mal aliento, por ejemplo.

Finalmente, “NCC" designa la Coleccién de Cultivos de la Nes-
tlé (Nestl€ Research Center, Vers-chez-les-Blanc, Lausanne,
Suiza).

Con respecto al primer objetivo de la presente invencién, és-
te consiste en el uso de por lo menos una cepa de bacteria de
dcido l&ctico y/o un medio fermentado por a lo menos una cepa
de bacterias de &cido lactico capaz de desplegar una poderosa
actividad bactericida anti-Helico-bacter in vitro, para la
preparacién de una composicién destinada a la profilaxis o al
tratamiento de los trastornos relacionados con la infeccién

producida por los GHLO en las mascotas.
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Eastas cepas se han selecclonado de entre las cepas de bacte-
rias l&cticas con respecto a sus pardmetros tecnoldégicos y
fislolégicos, y en especial, por sus buenas caracteristicas
de crecimiento, por lo menos 5x10° bacterias/ml, de preferen-
cia 10° - 10*° bact/ml, y con mayor preferencia atn 10°® - 10!°
bact/ml y su capacidad para desplegar una poderosa actividad
bactericida anti-Heliccbacter in vitro.

En una modalidad preferida, se puede seleccionar la cepa de
bacterias de &cido l&ctico de entre el grupo compuesto por
Lactabacillus johnsonil, Lactobacillus reuteril, Lactobaci-
llus paracasei, Lactobacillus animalis, Lactobacillus rumi-
nis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lac-
tobacillus fermentum, Bifidobacterium 8p., Bifidobacterium
lactis, Bifidobacterium animalis.

La cepa de bacterias licticas se selecciona de preferencia de
entre el grupo formado por Lactobacillus johnsonii NCC 533
(CNCM I - 1225), Lactobacillue fermentum NCC 2581, Lactabaci-
llus fermentum NCC 2592, Lactobacillug fermentum NCC 2613,
Lactobacillus paracasei NCC 2461 (CNCM I - 2116), Lactobaci-
llus animalis NCC 2603, ILactobacillus rahmnosus NCC 2583,
Lactobacillus acidophilus NCC 2628, Bifidobacterium sp. NCC
2627, Bifidobacterium sp. NCC 2657, Bifidobacterium lactis

(ATCC 27536).
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Entre las diversas cepas seleccionadas de acuerdo con la pre-
sente invencién, las siguientes cepas fueron depositadas a
modo de ejemplo conforme al Tratado de Budapest en la Colec-
cién Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM), Institut
Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Fran-
cla, Lactobacillus johnsonii (NCC 533) el 30.06.92 conforme a
la referencia CNCM I - 1225, Lactobacillus paracasei (NCC
2461) el 12.01.99 conforme a la referencia CNCM I - 2116.

La cepa de Bifidobacterium lactis (ATCC27536) es proporciona-
da por Hansen (Chr. Hansen A/S, 10-12 Boege Alle, P.0. Box
407, DK-2970 Hoersholm, Dinamarca).

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS CEPAS SELECCIONADAS
Lactobacillus johnsonili CNCM I - 1225

- Microorganismo gram positivo, no movible, no formador de
esporas

- Pequefios bastones bastante cortos y gruesos

- Microorganismo microaer6filo con metabolismo homofermenta-
tivo, produccién de &cido l&ctico L (+) y D (-).

- Catalasa (-), produccién de CO; (-), hidr6lisis de arginina
(-)

- Fermentacién de azficares: Amigdalina(+), arabinosa (-),
celobiocsa(+), esculina(+), fructosa(+), galactosa(-), gluco-

sa(+), lactosa(+), maltosa({+/-), manitol(-), manosa(+), meli-

z
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biosa(-), rafinosa(+), ribosa(-), salicilina(+), sacarosa
(+), trehalosa(+).

Lactobacillus paracasei CNCM I - 2116

]

Gram positivo

Catalasa negativa,

]

Arginina de forma NH; negativa

Produccién de CO; negativa

Produccisén de &cido léctico L (+),

Crecimiento en presencia de pales biliares en una concen-
tracién de hasta alrededor de D,4%.

La cepa aislada de bacterias l&acticas y/o su medio de cultivo
fermentado puede usarse para la preparacién de composiciones
destinadas a mejorar la salud de las mascotas y, en particu-
lar, para la prevencién o el tratamiento de los trastornos
relacionados con la infeccién producida por los GHLO en las
mascotas.

También puede ser usada en otros trastornos relacionados con
la infeccién producida por los GHILO tal como el mal aliento.
En realidad, la presencia de GHLO en el estémago de los pe-
rroe y de los gatos puede tener clara influencia en el mal
aliento al producir gran cantidad de amoniaco de la urea.
Eate amonfaco puede aparecer en el aliento después de la

eructacién. El mal aliento podria relacionarse también con
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la presencia de GHLO en el estSmago por la produccién de com-
puestos volitiles de sulfuro.

También se puede usar una subfraccién del medio de cultivo
fermentado por la cepa de bacterias de fcido l&ctico aislada.
La cepa de bacterias de dcido l&ctico de acuerdo con la in-
vencién puede usarse en su forma viable o inactivada.

En una modalidad preferida, la cepa de bacterias lacticas se
usa en presencia de su medio de crecimiento fermentado. Ese
medio puede ser esterilizado solc o con alimento, extruido o
deshidratado por aspersifn, enfriado o en almacenaje, por
ejemplo.

Las bacterias de &cido l&ctico o el medio de fermentacidn
equivalente puede usarse de manera que la cantidad disponible
para la mascota corresponda a alrededor de 10° - 10 ufc al
dia. Esta cantidad depende del peso del animal y es preferi-
ble de alrededor de 10°-10'% ufc/dia para los perros y 10’-
10! ufc/dia para los gatos.

En otra modalidad, la invencién trata de un método para el
tratamiento o la profilaxis de trastornos relacionados con la
infeccién producida por los GHLO en las mascotas, gqgue com-
prende la administracitn a una mascota de una composicién que
contiene por lo menos una cepa de bacteriae de dcldo léactico

y/0o un medio fermentado por a lo menos una bacteria de &cido

10
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ldctico que tenga las caracteristicas anteriores. La canti-
dad disponible para la mascota puede corresponder a aproxima-
damente 10°-10%* ufc al dia y es preferible que sea de aproxi-
madamente 10%-10'? ufc/dfa para los perros y 107-10'! ufc/dia
para los gatos.

El segundo objetivo principal de la presente invencién se re-
laciona con una composicifin de alimento para mascotas que
contenga por lo menos una cepa de bacterias de &cido l&ctico
y/o medioco de crecimiento fermentado. Esa bacteria de &cido
lactico tiene las caracteristicas anteriores, asociadas con
un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

La cepa y/o su medio fermentado puede seleccionarse de una o
mis bacterias l&cticas adecuadas para consumo animal por su
capacidad para desplegar una poderosa actividad bactericida
anti-Helicobacter in vitro.

Se puede administrar a la mascota por lo menos una cepa bac-
teriana con las caracteristicas anteriores y/o su medio fer-
mentado como suplemento de su dieta normal o como componente
de un alimento para mascotas nutricionalmente completo.

L.a composicién del alimento para mascotas nutricionalmente
completo de acuerdo con la invencién puede eer un producto de
alimentacidén para mascotas en forma de polvo, seco o hiimedo,

enfriado o en almacenaje.
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También puede ser un suplemento dietético para mascotas o
composiciones farmacéuticas.

El alimento para mascotas nutricionalmente completo puede ser
de cualquier forma adecuada, por ejemplo, en forma seca, en
forma eemi-himeda y en forma hiimeda. Estos alimentos para
mascotas pueden ser producidos de manera convencional. Ade-
mis de las cepas de bacterias y/o su medio fermentado, estos
alimentos para mascotas pueden incluir una o mis de una fuen-
te de almidSn, una fuente de proteina y una fuente de 1lipi-
dos.

Fuentes adecuadas de almidén son, por ejemplo, granos y le-
gumbres como el mafz, arroz, trigo, centeno, avena, soya y
mezclas de los mismos.

Las fuentere adecuadas de proteinas pueden selecclionarse de
cualquier fuente adecuada de proteina animal o vegetal, por
ejemplo, carne y comida, comida de ave, harina de pescado,
concentrados proteicos de soya, proteinas de leche, gluten y
otros semejantes. Para animales de mds edad, se prefieren co-
mo fuentes de proteinas las que contienen proteina de alta
calidad.

Las fuentes adecuadas de lipldoes incluyen carnes, grasas ani-

males y grasas vegetales.
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La eleccién de las fuentes de almidén, protefnas y lipidos
serén en gran medida determinadas por las necesidades de nu-
tricién del animal, consideraciones de palatabilidad y el ti-
po de producto que se produce. Para mascotas de mayor edad,
el alimento de las mascotas contiene de preferencia menos
grasa que el alimento para mascotas mi&s j6venes. Ademés, las
fuentes de almidén pueden incluir una o mis de arroz, cente-
no, trigo y maiz.

Ademds, seglin se degee, también se pueden incorporar a los
alimentos para mascotas diversos otros Iingredientes, por
ejemplo, azdcar, sal, especies, condimenteos, vitaminas, mine-
rales, agentes paborizantes, grasas y otros semejantes.

Para los alimentos secos para mascotas, un proceso adecuado
es el cocimiento por extrusifén, aunque se puede usar horneado
y otros procedimientos adecuados. Cuando se usa el cocimiento
por extrusidén, el alimento seco para mascotas se proporciona
cominmente en forma de galleta desmenuzada ("kibble"). Si se
usa un probibdtico, el probibético puede ser agregado a los
otros ingredientes del alimento seco para mascotas antes del
procesamiento. Un proceso adecuado se encuentra descrito en
la solicitud de patente europea No.0850569; cuya divulgacién
ge incorpora por referencla. Si se usa un microorganismo pro-

biético, el organismo queda mejor revestido en el alimento
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seco para mascotas o agregado a éste. En la solicitud de pa-
tente europea No.0862863, se describe un proceso adecuado cu-
ya divulgacién se encuentra incorporada por referencia.

Para el caso de los alimentos himedos, Be pueden usar los
procedimientos que se describen en las patentes de los Esta-
dos Unidos 4.781.939 y 5.132.137 para producir productos de
imitacién de la carne. Las divulgaciones de estas patentes se
encuentran incorporadas por referencia. También se pueden
usar otroa procedimientos para producir productos del tipo
trozoa; por ejemplo, cocimiento en un horno de vapor. De ma-
nera alternativa, se pueden producir productos del tipo pas-
tel, emulsificando un material de carne adecuado para produ-
cir una emulsién de carne, agregando un agente adecuado para
cuajar en forma de gel y calentando la emulsién de carnme an-
tes de llenar las latas u otros envases.

La cantidad de prebidticos en el alimento para mascotas es de
preferencia de alrededor del 20% por peso; especialmente de
alrededor del 10% por peso. Por ejemplo, el prebiético puede
comprender de alrededor del 0,1% a alrededor del 5% por peso
del alimento para mascota. En el caso de los alimentos para
mascotas que usan achicoria como prebidtico, 1la achicoria

puede ser incluida hasta comprender alrededor del 0,5% a al-
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rededor del 10% por peso de la mezcla alimenticia; con mayor
preferencia, de alrededor del 1% a alrededor del 5% por peso.
Si se usa un micéoorganismo probiético, el alimento para mas-
cotas contiene de preferencia de alrededor de 10' a alrededor
de 10'° células del microorganiemo probiético por gramo del
alimento para mascotas; con mayor preferencia, de alrededor
de 10° a alrededor de 10° células del microorganismo probiéti-
co por gramo. El alimento para mascotas puede contener de al-
rededor del 0,5% a alrededor del 20% por peso de la mezcla
del microorganismo probiético; de preferencia de alrededor
del 1% a alrededor del 6% por peso; por ejemplo, de alrededor
del 3% a alrededor del 6% por pesc.

Los alimentos para mascotas pueden contener otros agentes ac-
tivos tales como &dcidos grasos de cadena larga. Los &cidoa
grasos de cadena larga incluyen el &cido alfalinoleico, #&cido
gamalinoleico, &cido linoleico, &cido eicosapentancico y &ci-
do docoeahexanoico. Los aceites de pescado constituyen una
fuente adecuada de &cidos eicosapentanoicos y &cido docosa-
hexanoico. El aceite de borraja, aceite de semilla de grose-
lla negra y aceite de la hierba del asno constituyen fuentes
adecuvadas de &cido gamalinoleico. ILos aceites de azafrén,
aceites de maravilla, aceites de maiz y aceites de porotos de

soya son fuentes adecuadas de &cido linoleico.
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Si es necesario, los alimentos para mascotas se complementan
con minerales y vitaminas para que queden nutricionalmente
completos.
Ademis, s8i se desea, la cepa de bacterips puede encapsularse;
por ejemplo, en una matriz de azficar, matriz de grasa o ma-
triz de polisacéridos.
La cantidad de alimento para mascotas que deba ser consumida
por la mascota para obtener un efecto beneficioso dependera
del tamafio de la mascota, del tipo de mascota y de la edad de
la mascota. Sin embargo, comiinmente serfia adecuada una canti-
dad del alimento para mascotas para proporcionar una cantidad
diaria de alrededor de 10°-10'* ufc de por lo menos una cepa
de bacterias de &cido l&actico y/o el medio de fermentacién
equivalente. De preferencia se administra alrededor de 10°-
10'? ufc/dfa a los perros 6 107-10" ufc/dfa a los gatos.
La composiclidn de acuerdo con la invencifn est& particular-
mente destinada a la profilaxis o el tratamiento de infeccio-
nes relacionadas con los GHLO en las mascotas. También est&
destinada a mantener sana la funcién digestiva en las masco-
tas y a prevenir una reinfeccidn por cepas patégenas tales
como los GHLO, por ejemplo. Asi, esta composicién puede tam-
bién ser usada con adyuvante de una antibioteraplia contra la

infestacién causada por los GHLO.
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El efecto de la composicitn de acuerdo con la invencidén sobre
los GHLO fue evaluada por un examen histolégico de secciones
de biopsia (ver ejemplo 2). Si el niimero de GHLO por seccién
es de ninguna bacteria (grado “0%); menos de 5 bacterias
(grado *17); entre 5 y 20 bacterias (grado ™“2”") y mis de 20
bacterias (grado *3”). Esta composicién de alimento para mas-
cotas puede disminuir la infeccién producida por GHLO en los
perros y en los gatos de manera que la carga de los GHLO y la
actividad de la ureasa en el fondo se reduzca por lo menos en
0,5 grado y en por lo menos 0,5 grado en el antro.

El efecto de la composicién sobre la gastritis crbnica tam-
bién fue evaluado mediante examen citolégico de secciones
delgadas de biopsia. La clasificacién histolSgica de la gas-
tritis ecrénica es la siguiente:

- grado 0: fibrosis superficial, 0 neutréfilos, 0-10 linfoci-
tos y células de plasma, 8in agregados, epitelio normal;

- gastritis crfnica suave - grado 1: gastritis crémnica super-
ficial 10-15 linfocitos © células de plasma involucrando el
tejido intersticial superficial, agregados <2, epitelioc nor-
mal,

- gastritis crbnica moderada -grado 2: gastritis crénica in-

tersticlial, 10 - 50 o mds linfocitos o células de plasma in-
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volucrando todo el grosor de la mucosa, agregados »3, epite-
lio normal,

- gaBtritises crénica severa - grado 3: gastritis atr6fica 10 -
50 o mids linfocitos o células de plasma, agregados »3, cam-
bios glandulares en el epitelio.

Esta composicién puede inducir a la regresién de la gastritis
flindica crfnica con una regresién mediana del grado de infla-
macién gdstrica de por lo menos alrededor de 0,5,

Esta composicién ha probado también inducir una reduccidn
significativa del mal aliento. Asi, estd destinada a tratar o
prevenlr trastornos secundarioe relacionados con la infeccién
producida por los GHLO tal como el mal aliento en las masco-
tas.

Ademés, las composiciones de acuerdo con la presente inven-
cién también pueden estar destinadas a mejorar la longevidad
de los perros.

Los siguientes ejemplos sBe dan soclamente a modo de ilustra-
cifn y de ninguna manera deberfén interpretarse como limitan-
tes del tema de la presente aplicacibén. Todos loe porcentajes
se dan por peso a menos que se indique de otro modo.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Seleccién de la cepa bacteriana

18
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Para seleccionar la cepa bacteriana de acuerdo con la presen-
te invencién, se pueden incubar GHLO (bacterias 107) cultiva-
bles a 37°C bajo 5% de CO; durante 1-2 h en presencia de di-
luciones de sobrenadantes del crecimiento de esa cepa bacte-
riana (BS) en DMEM. A continuacién de la incubacién, se cen-
trifuga la mezcla de GHLO-BS a 12000 g durante 3 minutos, el
*pellet” ee lava entonces con 1 ml de 0,%% de NaCl y se vuel-
ve a suspender en 500 ul de la prueba de ureasa rfipida (Ja-
trox®-H.p.-test, Procter & Gamble Pharmaceuticale GmbH, Wi-
terstadt, Alemania). Los cambios colorimétricos proporciona-
les a la actividad de la ureasa son determinados por anilisis
fotométricos con una densidad Sptica de 550 nm.

La viabilidad bacteriana se estima antes y después de la in-
cubacién con LS mediante diluciones en serie de placas de los
GHLO en placas de suero (GC. agar, Gibco BRL, Paisley, Esco-
cia) complementadas con 10% de suero de caballo, Inotec, y
con 1% de Isovitale X (Baltimore Biological Laboratories,
Baltimore, MD) y se cuentan las unidades formadoras de colo-
nias (UFC).

EJEMPLO 2

Se estudian los efectos de un suplemento con medio de fermen-
tacién de Lactobacillus scbre la infeccién por Helicobacter

spp. en los perros.
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MATERIALES Y METODOS

ANTMALES

El comité ético de la Escuela de Veterinaria de Lyon, Fran-
cla, aprobd el estudio. En el estudio se incluyeron nueve sa-
buesos machos que habian contrafido naturalmente una infeccién
gistrica con GHLO. Los perros variaban en peso entre 10 y 14
kilos y en edad entre 3 y 4 afios. Se instalaron a los perros
en casas para perros individuales con 1dénticas condiciones
de higiene y alimentacién (Escuela de Veterinaria de Lyon,
Francia). Las casas se limpiaban y desinfectaban diariamente.
A los perros se les aliment6 regularmente a las 8 a.m. y
ellos tenian acceso constante al agua durante el estudio. A
través de todo el estudio, se les alimentS con una dieta es-
pecifica: VITALITY® - Frigkies, Francia (anexo A).

DISENO EXPERIMENTAL

Antes del tratamiento, ee habia confirmado la infeccién gés-
trica producida por GHIO en los 9 sabuesos, evaluando la
identificacién de los GHLO (histobacteriologfa), la actividad
de la ureasa gistrica (Jatrox® test) y la presencia de gas-
tritis crénica (histopatologfa), en biopsias fiindicas y/o an-
trales del estomago. A todos los perros con infeccién por
GHLO se les someti§ a un tratamiento durante 13 dias corri-

dos. La deteccién de la infeccidn géstrica por GHLO mediante



estas pruebas mis la prueba de aliento de !’C-urea se repitié
tres veces: antes del tratamiento ([Dg], al final del trata-
miento [Di3] y 30 dias después del final del tratamiento
[Dq3l .

TRATAMIENTO

El tratamiento consistié en un consumo diario de una prepara-
cién de leche acidificada fermentada por L. johnsonii NCC 533
durante 13 dias corridoe. La preparacién de leche acidificada
debia ser enteramente comida antes de la dieta especifica
(240 g de “VITALITY®”/perro).

PRUEBAS DE EVALUACIOCN

- Examen clfnico: durante todo el estudio, los perros fueron
observados por dos veterinarios de la Escuela de Veterinaria
de Lyon, Francia. Las observaciones clinicas tenfian que re-
gistrarse en el formulario de informes de casos.

- Biopsia gdstrica: la endoscopia géstrica se realizé con
anestesia (Ketamine, IMALGENE®, 5 mg/kg - IM). A los perros
se les dejé en ayunas durante 24 horas. La endoscopia se rea-
1lizé con un videogastroscopio Olympus® GIFK/XV10. En cada
dia de evaluacién, tenian que pacarse 12 biopsias del fondo y
del antro. Hablia que usar inmediatamente dos biopsias fiindi-
cas y antrales para medir la actividad de la ureasa de los

GHLO. Habla que guardar cuatro biopsias ffindicas y antrales
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en una solucidén de *“bouin” antes de usarlas en histobacterio-
logia e histopatologfa.

~ Identificacién de los GHLO (hilstobacteriologia): La identi-
ficacién de los GHLO se hizo mediante un examen histolégico
de secciones de biopsia. Se tifieron secciones de tejidos con
tincién tipo Giemsa y se evaluaron mediante microscopios Op-
ticos (x 1.000). Se hace una evaluacién semicuantitativa de
los GHLO tomando en cuenta la localizacién en el estémago y
la profundidad de la contaminacién extracelular. Si el nimero
de GHLO por seccién es de ninguna bacteria (grado “0%); me-
nos de 5 bacterias (grado “1”); entre 5 y 20 bacterias (grado
"2”) y mis de 20 bacterias (grado "3*). Para cada biopsia
flindica y antral, se hicleron dos secciones, luego se evalua-
ron y el resultado fue el promedio de las dos evaluaciones
(Ref. Willard M.D. Caracterizacién del pequefio sobrecreci-
miento bacteriano intestinal de desarrcllo natural en 16 pe-
rros pastores alemanes J. Am Vet Med Assoc, 1994, 204, 1201-
1206).

- Actividad de la aureasa g&strica (Jatrox®- H.P. test, Proc-
ter & Gamble, Alemania): El principio de la prueba consiste
en que la urea en el medio de la prueba es dividida por 1la
ureasa presente en los GHLO. El alza en el valor del pH aso-

ciada con la divisién de la urea produce un cambio de color
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en el medio indicador (rojo fenol) de amarillo a rosado/rojo.
Se aplicaron las pruebas a las biopsias inmediatamente des-
pués de sus muestras. Después de la introduccién de la biop-
sia en el medio indicador, se leyd la prueba Jatrox® a los
180 minutos mediante un fotSmetro con un detector ultraviole-
ta que fue colocado en 550 nm para su lectura con una refe-
rencia a 650 nm. La actividad de la ureasa en las biopsias
findicas y antrales fue el promedio de dos medidas 6pticas.

- Prueba de aliento de '’C-urea: La prueba de UBT se realizé
dos horas después de la anestesia para la endoscopia de mane-
ra que é&sta no influyera en los resultados de la UBT. La UBT
se hizo con los perros en ayunas, ein anestesia. La primera
vez, los perros comieron una comida de prueba, que consistia
en la mitad de su ingesta diaria, es decir 120 g de VITALI-
TY®/perro. En una segunda vez, a los perros se les administré
oralmente 7,5 mg de *C-urea/perro (MASS TRACE, Woburn -
USA). Las muestras exhaladas de '°CO; se obtuvieron antes de
la comida de prueba [TB], luego 40 minutos después de la ad-
ministracién de !)C-urea [T40). Después, se les dio a los pe-
rros la segunda mitad de su ingesta diaria de alimento. Las
muestras de *CO; exhaladas se analizaron con un espectrSmetro
de masa por relacién de isStopos de gas (FINNIGAN MAT, Bre-

men, Alemania). Para normalizar los resultados entre los la-
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boratorios, Be usé un anfilogo de la norma internacional para
la referencia 3C- (Viennaa Pee Dee Belemnite o VPDB). El
exceso de porcentaje de &tomos para %C0; se definié como la
diferencia (valor delta, 3) en porcentaje de &tomos *CO, en-
tre la muestra de base (la muestra antes de la comida de
prueba y la administracién de !C [TB] y las muestras obteni-
das después de 40 minutos [T40] x 1000 (44,45). Los resulta-
dos se expresan como un exceso de § C0. (§ &).

- Higtopatologia (citologia): La histopatologia se realizé
mediante la prueba citoloBT, se realizé por examen citolégico
de secciones delgadas de bicpsia. Se tifieron las secciones
de impresién con Hematoxilina-Foloxina-Safranina (Hematoxy-
lin-Pholoxin-Saffron) (HPS) y Bse cbservaron al microscopio.
Los criterios para loe diagnésticos histolégicos de las biop-
slas gistricas se basan en el nGmero de cada tipo de célula
que es el promedio de tres campos vietos a un aumento de 400x
y la cantidad de agregados linfociticos que es el nimero en
una muestra a un aumento de 200x. La clasificacién histolégi-
ca de la gastritis crénica es la siguiente:

- grado 0: fibrosis superficial, 0 neutré6filos, 0-10 linfoci-

tos y células de plasma, gin agregados, epltelio normal;
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- gastritis crf6nica suave - grado 1: gaetritis crénica super-
ficial 10-15 linfocitos © cé€lulas de plasma involucrando el
tejido intersticial superficial, agregados <2, epitelio nor-
mal,

- gastritis crénica moderada - grado 2: gastritis crénica in-
tersticial, 10-50 o m&s linfocitos o cé&lulas de plasma invo-
lucrando todo el grosor de la mucosa, agregados >3, epitelio
normal,

- gastritie crénica severa - grado 3: gastritis atréfica, 10-
50 o mis linfocitos o cé&lulas de plasma, agregados >3, cam-
bios en el epitelio glandular (atrofia).

(Ref.: P. Lecoindre, M. Chevallier, R. Gillard y F. Daurin.-
Pequeflo sobrecrecimiento bacteriano y enfermedades inflamato-
rias del intestino en los perros. Evaluacién de la eficacia
terapéutica de la asociaci6n de la Espiramicina con el Metro-
nidazol. Revue M&d. VE&t., 1998; 149:843-852),.

ANALISIS ESTADISTICO

Cada resultado de las pruebas de diagnéstico fue el promedio
de dos medidas de distintas biopsias. La normalidad ¢ no nor-
malidad de la distribucién del resultado habfia sido examinada

por el procedimiento Wilk-Shapiro.
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Los efectos del tratamiento y postratamiento fueron evaluados
usando una prueba Wilcoxon Signed Rank (WSRT) y/o t-test pa-
reada ("Palred t-test").

Todos los célculos estadisticos se efectuaron con un preograma
de software (Statistix®, Excel Microsoft®). Un wvalor-P <«
0,05 se considerd significativo.

RESULTADOS

Cinética de la carga de GHLO gédstricos: Los resultados pge
presentan en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1: histobacteriologfia in fundus

Fondo/Cuerpo (grado)

Dy Dig Des D14-Do Dq3-Das D43-Do
BO1 3 1 2 -2 1 -1
BO2 3 2 3 -1 1l 0
BO4 2 1 0 -1 -1 -2
BOS 3 2 1 -1 -1 -2
BO6 3 0 3 -3 3 0
BO07 3 1 2 -2 1 -1
BO8 3 3 2 0 -1 -1
B09 3 1 1 -2 ¢ -2
B10 3 1 3 -2 2 0
Mediana 3 1 2 -2 1 -1




Nbr., < 0 - - - 8 3 6
Nbr. = 0 - - - 1 1 3
Nbr. > 0 - - - 0 5 0
n 9 9 9 9 9 9
Promedio 2,9 1,3 1,9 -1,6 0,6 -1
+-SEM 0,11 0,29 0,35 0,29 0,47 0,29
DigvaD, DysvBDyy | Dy3veDg
WSRT 0,0143 0,3270 00,0360
TABLA 2: Histobacteriologia in Antrum
Antro (grado)
Do Dig D¢3 D14-Do D43-Dag D¢3-Dy
BO1 1l 1 2 0 1 1
BO2 1 1 2 0 1l 1l
B04 2 1 0 -1 -1 -2
BOS 2 1 2 -1 1 0
BO6 2 1 1 -1 0 -1
BO7 1 0 1 -1 1 0
Bpo8 1 1l 1 0 0 0
BOS 2 0 2 -2 2 0
B10 2 1 1 -1 0 -1
Mediana 2 1 1 -1 1 0
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Nbr. < O T . - 6 1 3
Nbr. = 0 - - - 3 3 4
Nbr. > 0 - - - 0 5 2
n 9 9 9 9 9 9
Promedio 1,6 0,8 1,3 -0,8 0,6 -0,2
+-SEM 0,18 0,15 0,24 0,22 0,29 0,32

Dy vaDy DaavaDyy | DysveDg

WSRT 0,0360 |0,1422 |0,5896

Al final del periodo del tratamiento ([D,] a [Dl1l4]), la me-
diana de la carga bacterlana con GHLO disminuyé significati-
vamente en grados del "3" al "1" en el fondo (P= 0,0143) y
del "2" al "1" en el antro (P= 0,0360).

Entre el iniclo del tratamiento y el fin del estudio ((D;] a
(D43]), la mediana de la carga bacteriana con GHLO disminuy&
significativamente en grados del "3" al "2" en las biopsias
findicas (P< 0,0360). En las biopsias antrales no hubo dife-
rencia significativa.

Actividad de la ureasa géstrica (prueba de Jatrox®): Los

resultados se presentan en las Tablas 3 y 4.



TABLA 3: Actividad de la ureasa géstrica (prueba Jatrox®) en

el fundus
Fondo/Cuerpo (densidad Sptica)
Do Di4 Dy D14-Do Dq3y-Dis De3=Do
BO1 0,43 0,34 0,43 -0,09 0,09 0,01
BO2 0,42 0,39 0,44 -0,04 0,05 0,01
B04 0,54 0,00 0,44 -0,53 0,44 -0,10
BO5S 0,47 0,31 0,49 -0,16 0,18 0,02
B0O6 0,44 0,42 0,43 -0,02 0,01 -0,01
BO7 0,52 0,40 0,41 -0,11 0,01 -0,11
Bo8 0,68 0,31 0,40 -0,37 0,09 -0,28
BOY 0,45 0,35 0,38 -0,10 0,02 -0,08
Bl0 0,44 0,32 0,43 -0,13 0,01 -0,01
Mediana 0,46 0,34 0,43 -0,12 0,09 -0,01
Nbr. < 0 - - - 9 ¢ 6
Nbr. = 0 - - - 0 0 0
Nbr. > 0 - - - 0 9 3
n 9 9 9 9 9 9
Promedio 0,49 0,32 0,43 -0,17 0,11 -0,06
+-SEM 0,03 0,04 0,01 0,06 0,04 0,03
DiavaDyp D4av8Diq | Dy3vBDp




%
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Prueba-t | 0, 0155 0,0381

pareada

0,0921

TABLA 4: actividad de la ureasa gistrica (prueba Jatrox®) en

el Autrum

Antro (densidad 6ptica)

Do Dy4 Dys D14-Do D43-Di4 Dq3-Do
BO1 0,31 0,00 0,00 -0,31 0,00 -0,31
BO2 0,33 0,05 0,00 -0,28 -0,05 -0,33
B04 0,41 0,00 0,00 -0,41 0,00 -0,41
BOS 0,46 0,00 0,00 -0,46 0,00 -0,46
BO6& 0,28 0,00 0,00 -0,28 0,00 -0,28
BO7 0,00 0,00 0,00 -0,02 0,00 0,00
BO8 0,00 0,07 0,00 0,07 -0,07 0,00
BOS 0,05 0,00 0,00 -0,05 0,00 -0,05
B10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Mediana 0,28 0,00 0,00 -0,28 0,00 -0,28
Nbr. < 0 - - - 6 2 6
Nbr. = 0 - - - 2 ? 3
Nbr. > 0 - - - 1 0 0
n 9 9 9 9 9 9
Promedio 0,20 0,01 0,00 -0,15 -0,01 -0,20

a0



BS

+-SEM 0'06 0|°1 0,00 0‘07 0'01 0,06

Dy4vBDg DeyaveDyy | DeaveDy

Prueba-t | 0,0197 |0,1756 |0,0123

pareada

Al final del perfodo de tratamiento ([Dy] a [Dis]), el prome-
dio de la actividad de la ureasa disminuy$ de manera signifi-
cativa del 35% en el fondo (P= 0,0155) y 93% en el antro (P=
0,0197).

Veintinueve dias después del fin del tratamiento {[Dy] a
[Daal), el promedic de la actividad de la ureasa aumentd de
manera significativa del 35% en las biopsias ftindicas (P =
0,0381), pero todavia permanecia mis baja que al inicio del
tratamiento. La actividad de la ureasa antral no se modificéd
Yy permanecié nula.

Actividad de la ureasa global (prueba del aliento *C-urea):
Los resultados se dan en la Tabla 5.

TABLA 5: Actividad de la ureasa global (prueba del aliento

Le_urea)

Do D14 Dq4a Di4-Do Dy43-Daq Dy3-Dy

BOl 34 6 55 -28 49 21

3l




Bo2 18 26 21 8 -5 3
BO4 165 24 50 -141 26 -116
BO5S 15 7 6 -8 -1 -9
BO6 18 20 19 2 -1 1
BO7 12 13 22 1l S 10
BO8 47 17 15 -30 -2 -32
BOY9 20 10 9 -10 -1 =11
Bl10 32 9 13 -23 4 -19
Mediana 20 13 20 -10 -1 -9
Nbr. < 0 - - - 6 5 5
Nbr. = 0 - - - 0 0 0
Nbr. > 0 - - - 3 4 4
n 9 9 9 9 9 9
Promedio 40 14 23 -26 9 -17
+-SEM 16 3 6 15 6 -13

D14v8Dp | D43v8Diy | DaaveDe

WSRT 0,0494 0,4772 0,3433

Entre el inicio y el fin del tratamiento ([De]l a [Dwl]), 1la

mediana del enriquecimiento del ’C- del 35% del 2)CO, exhalado

disminuy6 significativamente (P = 0,049).
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Al final de 29 dfas después de terminado el tratamiento ([Dy]
a [Da)), el enriquecimiento del **C- del *°CO; exhalado no se
modificé de manera significativa.

Gastritis crénica (prueba de aliento *C-urea): Los resultados
ge dan en las Tablas 6 y 7 a continuacién.

TABLA 6: Histopatologia in fundus

Fondo/Cuerpo (grado)

Inclusién | Dy Daa Diq-Incl. | D4y3-Dig¢ | Daa-Incl.
BOl 2 1 0 -1 -1 -2
B02 1 0 0 -1 0 -1
B04 2 0 0 -2 0 -2
BO5 1 1 1 0 0 (4]
BO6 1 0 1 -1 1 0
BO?7 1 0 0 -1 0 -1
BO8 1 0 0 -1 v -1
BOS 1 0 0 -1 0 -1
Blo 2 0 0 -2 0 -2
Mediana 1 0 0 -1 0 -1
Nbr. < 0 - - - 8 1 7
Nbr. = 0 - - - 1 7 2
Nbr. > 0O - - - 0 1 0
n 9 9 9 9 9 9

a3



Promedio 1,3 0,2 0,2 -1,1 0,0 -1,1
+~-SEM 0,17 0,15 0,15 0,20 0,17 0,26
Dis-Incl. Dy¢3-Dyq | Da3-Incl.
WSRT | 0,0143 0,7500) 0,0225
TABLA 7: Histopatologia in antrum
Antro (grado)
Inclueién | Dy, Day Dyy-Incl. |Du-Dis | De3-Incl.
BO1 1 2 0 1 -2 -1
BO2 1l 0 2 -1 2 1
B04 0 0 0 0 0 0
BOS5 0 p 1 1 0 1
BO6 1 0 1 -1 1l 0
BO?7 1 0 1 -1 1l 0
BO8 1 1 1 1] 0 0
BO9 1 0 0 -1 0 -1
B10 1l 1 0 0 -1 -1
Mediana 1 0 1 0 0 0
Nbr. < 0 - - - 4 2 3
Nbr. = 0 - - - 3 4 4
Nbr. > 0 - - - 2 3 2
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n 9 9 9 9 9 9

Promedio 0,8 0,6 0,7 -0,2 0,1 -0,1

+-SEM 0,15 0,24 0,24 0,28 0,39 0,26
Di-Incl. D43=Di14 | Dyx-Incl.

WSRT | 0,5294

0,8336 10,7874

Al final del periodo del tratamiento (([Incl.] a (D14]) 1la

mediana de la gastritis crénica disminuyd de manera signifi-

cativa en grados del "1" al "0" en el fondo (P = 0,0143). Bs-

ta disminucién se mantuvo haste el fin del estudio. Ninguna

modificacién

las bidpsias antrales.

gignificativa del grado de la mediana se not6 en

CONCLUSION
TRATAMIENTO ([ Dy vs | POSTRATAMIENTO
[Do]) - Dieta especf-{ ([Di1al a [Did)
fica Dieta especifica
+ L. Johnsonii NCC 533
preparacién de leche
fermentada
FONDO ANTRO FONDO ANTRO
GHLO ¥ - 8 (-)* (-)* ns ns

s



Actividad (-)* (-)» (+)» ns
de la urea-

ga 1) -b

Actividad (-)* ne

de la urea-

ga (2) - ¢

([Di] ve Inclusién) ([Dga] v [Did)
Gastritis (-}~ ns ns ns
crénica @

(¢ _test pareada; ‘¥’ Prueba Wilcoxon Signed Rank - (-) (+)
variacién negativa o positiva - P<0,05 - *Histobacteriologfa
- ® prueba Jatrox® - °Prueba de aliento * C-Urea - ¢ Histopa-
tologia.

En los perros que tienen una infeccién géstrica producida por
105 GHLO con una gastritis crénica, el consumo de una prepa-
racién de leche acidificada fermentada por L. johnsonii NCC
533 logré obtener:

- en el fondo y en el antro, una disminucién significativa de
la carga de los GHLO y la actividad de la ureasa y la regre-

8ién de la gastritie crénica durante el tratamiento,
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- en el fondo, una regresién significativa de la gastritis
crénica que se mantuvo después de terminado el tratamiento,

- 8in efecto colateral

EJEMPLO 3: Alimento seco para perros

Se hace una mezcla alimenticia de alrededor del 58% por peso
de mafiz, alrededor del 5,5% por peso de gluten de maiz, alre-
dedor del 22% por peso de alimento de ave, 2,5% de achicoria
seca, leche fermentada mediante cepas de Lactobacillus john-
sonii NCC 533 (CNCM I - 1225) y Lactobacillus paracasei (CNCM
I - 2116) de manera que la cantidad correspondiente para el
perro es de alrededor de 10 - 10'? ufc/dfa y sales, vitaminas
Yy minerales que completan el resto.

La mezcla alimenticia se coloca en un preacondicionador y se
humedece. El alimento humedecide se coloca entonces en una
cocina extrusora y se gelatiniza. La matriz gelatinizada que
sale de la extrusora ee forzada a través de un molde y ex-
truida. El1 material extruido se corta en pedazos adecuados
como alimento para perros, se seca alrededor de 110°C durante
alrededor de 20 minutos y se enfria para formar los pellets.
Este alimento seco para perros puede mejorar la salud de la
mascota y especialmente previene los trastornos relacionados

con la infeccién por GHLO en las mascotas.
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EJEMPLO 4

Se realiza un ensayo en un grupo de 20 sabuesos machos gque
habian contralido de manera natural una infeccifn gdstrica
producida por los GHLO. A todos los perros se les dio primero
un antibiético, un tratamiento clésico para la erradicacién
de los GHLO, que comprendia la administracién de dos antibi-
Oticos diferentes (Espiramicina y Metronidazol) y un antise-
cretor tal como el Omeprazol durante una semana.

Después de 7 dias de tratamiento, la mitad de los perros te-
nfian GHIO negativos, es decir, no se detectd ninglin organismo
Helicobacter mediante histobactereologia, ninguna actividad
de ureasa géstrica y un valor de la prueba de aliento !)C-Urea
inferior al 5% de aumento scbre la linea de base en 40 minu-
tos.

Despuéa del tratamiento, la mitad de loa perros fue alimenta-
da con el producto Friskies Menu Energy, que es un alimento
seco para perros que se encuentra en el comercio, como ali-
mento de control. A los 10 perros restantes se les alimentéd
con un alimento de prueba correspondiente al producto Fris-
kies Menu Energy, excepto que contiene pellets de leche en
polvo fermentada por cepas de Lactobaclillus johnsonii NCC 533

(CNCM-I 1225) y Lactobacillus paracasei (CNCM-I 2116) de ma-
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nera que la cantidad para un perro es de alrededor de 10° -
10?2 ufc/dia.

La prueba de aliento de ’C-Urea y la deteccién del Helipobac-
ter mediante histobacteriologia fueron medidas de nuevo 6 se-
manas despuée de la alimentacién mediante estas dos dietas
diferentes. El resultado muestra que el 20% de los perros
alimentados con el producto normal Friskies Menu Energy fue
positivo en 6 sBemanas. Todos los perros alimentados con el
alimento de prueba fueron negativos después de § semanas.
Esta compoeicién es eficaz como adyuvante en antibioterapias
para la prevencién de la reinfestacién por GHLO.

EJEMPLO 5

Alimento enlatado para mascotas

Se prepara una mezcla de un 73% de ave, pulmones de cerdo e
higado de vacuno (molido), 16% de harina de trigo, 2% tintu-
ras Yy 9% de leche fermentada por cepas de Lactobacillus john-
gonii NCC 533 (CNCM - I 1225) y Bifldobacterium lactis (ATCC
27536), vitaminas y salese inorgénicas. Esta mezcla es emul-
sionada a 12°C y es extruida en forma de budin que luego es
cocido a una temperatura de 90°C. Se enfrfa a 30°C y se cor-
ta en trozos. El 45% de estos trozos se mezcla con el 55% de

una salsa preparada de 98% de agua, 1% de tintura y 1% de go-
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ma de guar. Se llenaron y se esterilizaron latas de estafio a
125°C durante 40 minutos.

Esta composicién hGmeda esté destinada a prevenir o tratar
los trastornos relacionados con la infeccién por GHIO en las
mascotas.

EJEMPLO 6: Efecto sobre el mal aliento

Se alimentaron 10 perros con GHLO en el estémago con la misma
dieta del ejemplo 2 durante dos semanas. El mal aliento se
midié en cada perro al inicio y al término del tratamiento
con la ayuda de un halitémetro.

Este experimento demostr6 que alimentar a los perros con una
composicién que contiene una preparacién de leche acldificada
fermentada por L. Johnsonii NCC 533 induce una reduccién
significativa del mal aliento.

Adem&s, hubo una clara correlacién entre el nivel de infec-

cién por Helicobacter y el mal aliento.

REIVINDICACIONES

1. Uso de por lo menos una cepa de bacterias licticas y/o un
[~ N

medio fermentado por a lo menos una bacteria léctica que ha

8ido aislada y seleccionada por su capacidad para desplegar

una poderosa actividad bactericida anti-Helicobacter in vi-

tro, caracterizado porque sirve para la preparacién de una
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composicién destinada a la prefilaxis o al tratamiento de
trastornos relacionados con la infeccién producida por los
GHLO en las mascotas.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por-
que la bacteria de acido lactico se usa en forma de un medio
fermentado por esa bacteria de &dcido léctico o una subfrac-
cién del medio de cultivo fermentado por la bacteria de &cido
lactico.

3. Usq de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado porgque la cepa de bacterias de &cido
lactico se selecciona del grupo compuesto por Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus animalis, Lactobaclllus ruminis, Lactobaciluus
acldophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermen-
tum, Bifidobacterium sp., Bifidobacterium lactis, Bifidobac-
terium animalis.

4. qu de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado porque la cepa de bacterlas lacticas
se selecciona del grupo compuesto por Lactobacillus johnsonii
NCC 533 (CNCM I - 1225), Lactobaclillus paracasei NCC 2461
(CNCM I - 2116) y Bifidobacteriun lactis (ATCC 27536).

5. Uso de acuerdo con cualqulera de las reividincaciones pre-

——

cedentes, caracterizado porque las bacterias de dcido léactico
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o el medio de fermentacién eqguivalente se usa de manera gque
la cantidad disponible para la mascota sea de alrededor de
10* - 10 ufec/al dfa.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado porque las bacterias de &dcido léctico
o el medio de fermentacidn eguivalente se usa en una cantidad
de alrededor de 10° - 10'? ufc/dfa para los perros y 10’ - 10
ufe/dfa para los gatos.

7. Un método para el trgEamiento o para la profilaxis de los
trastornoe relacionados con la infeccién producida por los
GHLO en lae mascotas, caracterizado porque comprende la admi-
nistraci6n a una mascota de una compoeicién que contiene por
lo menos una cepa de bacterias de &cido l&ctico y/o un medio
fermentado por a lo menos una bacteria de &dcido léctico que
ha sido aislada y seleccionada por su capacidad para desple-
gar una poderosa actividad bactericida anti-Helicobacter in
vitro.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacién 7, caracteriza-
do porque se administra alrededor de 10° - 10** ufc de las
bacterias lacticas o su medio de fermentacién equivalente al
dia a la mascota.

9. Una composicién de alimento para mascotas caracterizada

porque contiene una cantidad eficaz de por lo menos una cepa

— e =
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de bacterias lacticas aislada y/o su medio de crecimiento
fermentado, dichas bacterias lacticas son aisladas y selec-
cionadas por su capacidad para desplegar una poderosa activi-
dad bactericida anti-Helicobacter in vitro donde esta compo-
sicién estd asociada con un soporte ingerible o una matriz
farmacéutica.

10. Una composiclién de acuerdo con la reivindicacién 9, ca-
racterizada porque la bacteria de &cido lactico se usa en
forma de un medio fermentado por una bacteria de &cido lé&cti-
co viable o inactivada o una subfraccién del medio de cultivo
fermentado por la bacteria de &cido lécteo.

1l. Una composicién de acuerdo con las reivindicaciones 9 6
10, caracterizada porque la cepas de bacterias de &cido l&c-
tico se selecciona del grupo formado por Lactobacillus john-
sonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paracagei, Lac-
tobacillus animalis, Lactaobacillus ruminig, Lactaobacillus
acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermen-
tum, Bifidobacterium sp., Bifidobacterium lactis, Bifidobac-
terium animalis.

12. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 11, caracterizada porque la cepa de bacterias
ldcticas se selecciona del grupo compuesto por Lactobacillus

johnsonii NCC 533 (CNCM I - 1225), Lactobacillus paracasei
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NCC 2461 (CNCM I - 2116), Bifidobacterium 1lactis (ATCC
—
27536) .
13. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 12, caracterizada porque la cantidad de la ce-
pa de bacterias de &cido l&ctico o el medio de fermentacién
equivalente disponible para la mascota corresponde a alrede-
dor de 10° - 10 cfu al dia.
14. Una composicidén de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 13, caracterizada porque reduce la infeccién
producida por GHLO en los perrcs y en los gatos de manera
que la carga de los GHLO y la actividad de la ureasa en el
fondo se reduce en por lo menos 0,5 grado y en por lo menos
0,5 grado en el antro.
15. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 14, caracterizada porque induce una regresidn
de la gastritis flndica crénica, con una regresién mediana
del grado de la inflamacién géistrica de por lo menos alrede-

dor de 0,5.

16. Una composicibn de acuerdo con cualquiera de las reivin-

A

dicaciones 9 a 13, caracterizada porque reduce el mal aliento (yp

de las mascotas.

Titulo:
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Alimento para mascotas destinado al tratamiento de la especie
helicobacter en las mascotas

Resumen:

Uso de por lo menos una cepa de bacterias lacticas y/o un me-
dio fermentado por a lo menos una bacteria léctica que ha si-
do aislada y seleccionada por su capacidad para desplegar una
poderosa actividad bactericida anti-Helicobacter in vitro,
para la preparacién de una composicién destinada a la profi-
laxis o al tratamiento de trastornos relacionados con la in-
feccién producida por los GHLO en las mascotas y las composi-

ciones de alimentos para mascotas que contienen la misma,
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Pet foed composition fer treating helieababter species tn peta X4

mmmmmul of an isclated strin of lactlo
bactexia for the preparation of 8 food {intended for the prophylaxis or
trestment of disordeors related to gasizic ion by Helicobacter-like-organisms
in pets. The invention also relates to pet composition prepared thexcof.
I

Backgroxnd of the invention
Bt is known thet in humans, I'mmmmmm
pylori can canse gastritia, and lead to disease and gastrio tamors. The

mothods of treatment are nymerous, It has shown previously in EP 577903
(Nesti5) that lactio acld hactetia are able td inhibit Helicobacter pylori both in
vitro and in vivo. L

Domestic caraivores such ag dogs antl cats are virtpally all infected with
mmdmmmmmumumm

tut morphologically resemble H, / 3 H. felis was algo isclsted fram oat
mmmm.m”wmmmmdx
bizzozeronii wud H. salomonis, were isclated from dogs. However, the only
morphological analysis does not allow) to discriminate betwoeen these
Helicobacter species and are growped the demomination of "Gastric
Helisobacter like organimmns” (GHLOs).

whhmmmm stimea are found actually within
MMMWNwﬂumwmmMm
to H. pylori which is known as a non invasiye baoteria. (Donn et al, 1997 : "Hp

are looated in the muons adherent to the s
doep within the arypts"...)

|

The contamination of cat and dog by Helicohacter speocies s
considered as an important risk fastor to mild to moderate gastritis. The
inflammation observed is usnally logs than the one occuring in lmnan
infcted with K. pylors. More ssvare lesions{sach as stormach yloers, iymphomas

MmmthhMUdGﬂ&hﬁ:ﬂmbmg
olarified.
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Nevertheless, controlling the by GHLOs in cat and dog to a low
lovel in recognized by most veterinarisns §s & benefit, Since it is not & fully
recoguized diseage requiring drug therapy, & food produsct containing sn active
ingredient capable of minitizing GHLO ifection in osts and doga is mastly
required.

Sunmmnary of the invention

mummﬂmuhnmduhnmﬁndm
acid bacteria and /or s mediym fermented by at lesst one lactic acid bacteria that
have been isolated and selectsd for ife[ebility to display a strong anti-
Helloobacter bactericidal activity in wvitro, fir the preparstion of a composition

intended for the prophylaxis ot the of disorders related to GHLOs
infection in pets.

T » prefiured embodimert, 8 | medium by s lactic acid bacteria, or
subfinctions of cultured medium the isalated strain of lactic acid
bacteria are used.

|
The Iactio acid bacteria strein may be shlectsd from fhe group consisting of

Lactobacillus joknsondl, Laotobacillus Lactobadillus paracased,
Lactobacillus animalis, Lactobacills riminls, Lactobactlbes acidaphilus,
Lactobacilbus  rahmnosus, Lactobacillus | fermentum, Bifidobacterhan  p.,

Bifidobacterhum lactls, Bifidobacterim anithalis,

In a prefeyred embodiment the lactic acid bacteria strain may be selected
from the group comsisting of Lactobacillus j¢ NCC 533 (CNCM-I 1225),
Lactobacillus formentum NCC 2581, luy formentson NCC 2592,
Lactobaciliuy fermentom NCC 2613, L4 paracasei NCC 2461

(CNCM-1 2116), Laciobapillus antmalis NOC 2603, Lactobacilius rakmnoss
NCC 2583, Lactobaoillur acidophilue NCC 2628, Bifidobacterium sp. NCC
2627, Bifidobacterian sp. NCC 2657, ; lactis (ATCC 27536).
|

Ancther cbjet relates to a method forjthe treatment ar for the prophylaxis
of disorders related to GHLOs infection in which comprises administering
10 & pet & sompasition contxining at loast ong strain of lactio acid bacteria and /or
a medimm fermented by at least cne lactic poid bacteria that have been isolated

NO 6210/Ep

| Printed:09-01-2001
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and seleoted for it ability to display a sfrong anti-Helicobacter bacterloidai

activity in vitro.

A faxther cbjeot ia to peavido a pot focll composition containing st lsast an
mmam-ﬁdmum?mwwumm
lactic bacteria having the above traits, associated with sn ingestible mppot or a
pharmacentical matrix,

This pet food ocnmpoattion is able to Sharease GHLO infiction in cats and
doga so that the GHLOS load sud fhe ursasg activity are rednoed of st least 0,5
grade in the fundug and of at loast 0,5 grade § the sntrum.

The effixt of the camposition on
cytologioal examination of biopsy on thin
chronio fundio gastritls, with sn average
inflammation (graded from 0 1o 3) of at

gastritis was also evaluated by
. |t can indooe a regression of
of the grade of gastric

In snother embodiment, this pet fbod ition may induoe & significant
reduction of breath odars which ere with tho level of infection by
.
Detafled deseription of the invextion |
Within the following description, the "GHLOs" dofines the "Gastric
Helicobacter-Hkn-organisma”. Species of H such as Helicobaoter felis,
H. hellmannii, H. biscozeroni snd H. sal , for example, which have been

shown to oolomize the gastrdo nmcoss ‘in pets, are gromped under this
denominstics. t
|

um.mmmumin-amm-.mm
which may affect directly the gastro intestijal tract of pets, but also secondary
disorders mch as bad breath symptams, fix

Binally, "NCC" deaignstes Nestld Collection (Nestlé Research
Center, Vers-chez-les-Blans, Lausanns, SIfI'ﬁﬂnd)

thmmteﬁuobjmofﬁ#minvuﬂm.hm of a at
lautmlucﬂnuidwlnhnﬂuﬁmdhmwbyuhum
mammwmumqm.mnﬂnﬁm
k
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bacterlcldal activity in vitro, for the prepatation of a composition intended for the
prophylaxia or the trestment of disorders related to GHLOs infbction in pots, is
concemed. :

Theso strains have been seloctad Inotio baoteria strains with yegard
to their technologioal and plrysiclogical and in particular for their
good growth charscteristion, ot Jeast 5x10] basteris /ml, preferably 10%.10%°
bact/ml, most prefirably 10°-10" bact/ml #nd their ability to display & strong
anti-Helioobacter bactericidal activity in

In a preforred embodiment the lactio bacteria strain may be selected
from the group consisting of Johnsonil, Lactobacilius resuterii,
Lacwobacillus paracasel, Lactobacilius ., Lactobacillus  naminis,
Lactobacillug qoidophilis, Lactobacilluz Lactobacillus farmentum,
BMM@.BWDWM“ animalis,

‘The lactis bacteris strain is profieably sslected from the group consisting
of Lactobacillus joknsonil NCC 533 Al 1225), Lactobacillus farmentum
NCC 2581, Lactobaoillys formentian NCC Lactobacilius farmentum NCC
2613, Lactobacilius paracareli NCC (CNCM-1 2116), Lactobacilius
animalis NCC 2603, Lactobacillus NCC 2583, Lacwobacillus
acidophilus NCC 2628, Bifidobacrertum sp, NCC 2627, Bifidobacterivm sp.
NCC 2657, Bifidobacterism laotis (ATCC 27536).

mmmhm

invention, the following sirains were by way of example under the
Budapest Troaty at ths Collection Nati da Cultures do Miczoorganismes
(CNCM), Institut Pasteny, 28 1o do Roux, 75724 Paris Cedex 15,

The ateain of Bifidobacterim lactls .Wﬂﬂnwww
(Chx. Hnmus.m-lznoepua.r Box 407, DK-2970 Hoesholm,
Danemark).

BIOCMCALGEARACIMA’I‘ION THE SELECTED STRAINS

ey gy 2. oo, g_...,_.,_

NO 6210/8P
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Lactobacilins jeknsewil CNCM F-1215 ! |0L(
mmmm
- Fairly shoet and thick sodlsts |

s of L(+)endD(-)lactio aaid. ,
- Catalass (-), produation of CO; (-), hydsolysls of arginine (-)
- Fermeutstion of sugms: Amygsdaline (+), srabinose (), cellobiose (+), esculine
(+), fructoss (+), galactose (-), gincass (), lagtose (+), maltose (+/-), mamnitol (=),

mannoss (+), melibiose (=), maffincss (+), fiboso (-), salicine (+), sucrcse (+),
10 todhalose (+).

|
Lactobuoilins paracasel CNCM 1-3116 I-
- Gram positive i
- Catalase negative, b
15 - NH3 form arginine negative,
@, - CO2 production negative }
- produstion of L(+) laotic asjd, u+nﬁm
= growth in the pressnce of bile salts in & of up 10 about 0.436.

20 The isolsted strain of lastic and/or its fermented medinm of
culture may be used for the prepastion of itions intended for improving
pet health, and particylarly for the iop or tresiment of disorders related to
GHLOs infisction in pets. |

I

as They oan also be used in other disordars related to GHLOs infection such
a8 bad bresth odors. In fast, the presence of FLHOs in cat and dog stomach may
have & clear infiuence in breath odors by producing Iarge quantity of ammaonia
from urea. This ammonia can appear in brogsh .ﬁ:tmuhﬂm.nldhralﬂuauld

O bo also related fo the prasence GHLOs in sjomach by fhe production of sulfide
. volatiles compounds. i

A mbfrection of onltared medinm by the isclated steain of
lastic acid bacteria may also be used. '

s The lactio aoid bacteria strain ing to the invention, may be used in its
vishle or inactivated fhrm. !

i
[ NO 6210/EP
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In a prefersed embodiment the lactic §
of its foxmented growth medium. The said
or with a fhod, extruded o spray-dried,

strzin is used in the presence
can be either sterflized alone
or shelf stable, for exsmple.

5 The lactic acid bacteria or the fermentation medinm may be
uaed so that the amonnt gvailabls for the pet may carrespond to sbout 10°-10
cfz per day. This amount depends on the syimal weight, and it is preferably of
about 10°-10" ofyy /day for dogs and 107-10'Ycfis /day for cats.

10 In another embodiment, the inventioniralaios to & method fiwr the treatment
or for the prophylaxis of disarders related 3o GHLOs inflaction in pets, which
comprises administering 1o & pet 8 compasiion containing at least one strain of
lactic acid bacteria and /or & medium fermentsd by st least one lactic acid

- bacteris having the sbove freits, The amonnt yvailabls for the pet may correspond

18 to sbout 10°-10* ofs per day, and it is prfémbly of sbont 10°-10"* ofis /day for

dogs and 107-10*! ofua /day for cats.

The second main objoct of the presdnt invention relxtas to & pet fod
composition containing st lsast an isclated sirwin of lastic acid bacteris and/or its
20 Mmmmm

20
The nutritionally compiste pet fbnd compogition acoording to the
invention may be in powdered, dried form jor » wet, chilled or shelf stable pet
food product.
38 hmmummhwnww

The mutritionally compleie pet food bo in sny sultable form; finr
exgmplo in dried form, gemi-malst form angd wet form. These pet foods may be
produoed as is conventional. Apart from the bacteria straing and/or its fermented

l NO €210/EP
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mediom, these pet foods may include anylone ar more of a starch source, a -IOY
Syttable starch sources are, for graing and lsgumes such as com,

s rice, whest, bariey, oats, 2oy, and mixtures :Iihn.
h
Suitshle protein sources may be : from smy suitable animal or
veogetable protein soutoe; for example and meq], poultry meal, fish meal,
soy protein concentrates, milk proteins, and ths like. For eldexly animals,
10 it is profiryed fixr the protain source to & high quality profein.

wmmmmmuﬁmuwwm

mdﬁudbmmandﬁﬁdmwﬂlhm
18 determinad by the autritional needs of the palatabitity considerations, and
O the type of product produced. For eldeddy the pet fbod prefxably contsing
proportionally less fat than pet fbods for pets. Further, the starch
sources may inchude one or more af rice, , Whest snd corn.

2 - Further, various other ingredients, ffor example, sugar, salt, spices,
scascnings, vitamins, minerals, Savouring agents, fits and the ko may also be
facorporated into the pet fiod s dosized,

For dried pet fbods = suitable pmoess 1§ extrosion cooking, although baking

23 and other snitable processes may be used. extrusion cocked, the dried pet
food is nmally provided in the form of & I a probiotic iz wused, the
prebiotic may be admixed with the other ients of fhe dried pet food prior to

{ in Baropean patent application No
by refxence. If a probiotic
ocoated onto ar filled into the dried

For wet foods, fis processes descriped in US patsailz 4,781,939 end
3s 5,132,137 may be used io produce simnlate meat products. The disclosures of |

theeo patents are incorparsied by refarendp. Other procedures for producing |
clumk type products may also be gsed; fof example cooking in & stoam oven.
Alternatively, loaf type products may be by eumlsifying a suitshls meat
5
i NO 6210/BP
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The amount of prebiotic in the pet fhod is prefixably about 20% by weight;

5 eapecially sbout 10% by weight. For the peebiotic may compriss about
0.1% to about 5% by weight of the pet For pet foods which use chicory as

the prebiotia, the chisary may be included to camprise about 0.5% to shout 10%

by weight of the feed mixtore; more sbout 19 to about 5% by weight.

1 ¥ a probiotic microcrganism is nsed, pummlymm
10* to about 10' cells of the prodlotic mi
more preferably about 107 to sbont 10" csllsl of the probiotls microorganism per
pram. The pet food may contain abont to about 20% by weight of the
mixtnre of the probiotle micracrganism; .

15 weight: fior axample sbout 3% to about 6% by weight, '

The pet thods may canixin other active agents such as long chain fhity
nm - -mmdwquwm Borago oil,

blackenmrent seed ofl and evening pri ol are suitshls sourcea of gamma

Hnoleio acid. Safflower oils, sonflower corn oils and soy bean oils are
spitable sonroes of Hnolsic aoid. i
b

23 If necessary, the pet foads are . with minezals and viteming so
that they are mutritionally complete. .

Futhes, if desired, fhe bacteria steain sy be encepeulated; for example in
sugar matrix, fat mairix or polyssccharide 1

The amount af the pet food 10 be constiined by the pet to obtnin & beneficial
effect will depend upon the siwe or the pe ﬂnivpoofpd.lndlslofﬂmpat
However an amount of the pet food to provide a daily smount of sbout 10°-10
ofx of at least one lactio asld bactoris straly and/or the equivalent farmentation

85  medinm, would usually be adaquate. Preforsbly about 10°.10' cfn /day for dogs |
or 107-10" cfiy /day for cata are administred | -

The composition accanding fo the invetion is particularly intended for fhe |
mmmmaml to GHLOs in pets. It is alao -
1
; NO 6210/BP
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w&mwdpujﬁmmnmmmm
reinfection by pathogenic stppins mach as! GFILOs, for examplo. Thms, this
emﬂﬂmwﬂnhwudmﬁnmwlﬂhtm

g

3 E

The effiect of the composition to the invention on GHLOs was
evaluated by s histologic examinstion of bi seotions (see example 2). i the
mmber of GHLOs per section is no (geade” 0"); lese than 5 bacteria
(grade” 1%); between 5 and 20 bacteria 2") and mave than 20 bacteria

10 (grade” 3%). This pet food camposition is ablp to decrease GHLO infection in cats
and doge so that the GHLOs load sud th urease activity in the fimdus are
reduced of st least 0,5 grade and of at least 05 grude in the anirum.

The cffect of the composition on ic gastritis was slso evaluated by

O 15 cytologioal examination of biapsy thin The histologics] classifioation of
chromio gastxitis is : :

- grade 0: supexficial fllyoais, 0 0-10 lymphocytes and plasma cells,

1o aggregatod, nomal epithelinm;
= mild chronic gastritis — grade 1: chromic
20 ar plasma cells involving the mperficial §

epithelinm,
- moderats chronio gastritis — grade 2: illbllﬂtlll;lll‘i!:il,l(l-Sl)tl'mun
lymphocytes o plasma cells inmvolving full thickness of the ‘micoss,
aggregates >3, nocmal epithelium b

2 - govers chvonioc gagtritin ~ grade 3 : | gastritis, 10-50 or more
lymphooytes or plasma calls, aggrogates >3, cpﬂ:ﬁhmahm

35 mewmmmeMMM
intended fir impwoving longevity of dogs.

i' NO QIVEP
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The following exkmples sre given : way of illystration only and in no
'way should be conatryed as lintiting the sul mdﬁomm
All pescentages ato given by weight unleas indicated,
|
Rxanples

F
E
Exnmple 1 : Solection of bacterial strain i’
|

Jn order to select baoterial strain sécording to the present invention,
cultivable GHLOs (107 bacteris) may be ingubated at 37°C wuder 5% CO, fir 1-
2 ton in presence of serial dilutiona of azid) basterial steain growth supematant
(BS) in DMEM. Following inoubatios, GHLOs-RS mixture is centrifaged st
12'0003h3mhntll.ﬂnpalletuﬁn hod with 1 ml of 0.9% NaCl, snd

peopastional fo wresse sotivity, sre
optical depsity of 350 nm. L
Bacterial viability is estimated mmmwmw

Sy == = m—

The effiects of s supploment with medinm of Lactobeoillus

on. Helicobacter spp. hMmiudnyilde.
MATERIALS AND METHODS

Animaels

e TS

The ethical commitive af the Veteri School of Lyon - Fraxice, sppeoved |

- -

the study. Nine male beagles, which had contraciad a gastrlo infection
with GHLOs, were incinded in the sindy. dogs manged in weight fram 10 0

14 kg and age from 3 o 4 years. The dogs housed in individual kemels with |

b ol ol Sl )

NO 6210/BEP
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identioal conditions of hygisne mdhﬂng&Veh:huyBcbmlofLym-M). IOT
mkmndlmdmedmdwh‘hy

The dogs were regulasly fod at 8 I.ndﬂuyhndmu:ﬂymm
s water thronghout the study, During the study, they were fod with e specific
diet: VITALITY? - Friskies, France (

10

O 15
20
preparation fermented by L jokwaonil 533 for 13 days running. The
acidified milk preparation had to be | eaten before the specific dict (240 g
"VITALITY®/ dog) |
a5 i
Evalustion tests ]
o wmw-wwliwmwmmwm
O veterinary surgeons of the Veterinary of Lyon - France. The clinioal

30 ohbservations had to be recorded in the cage report foxm.

o Gastric biopgy: the gasids was realised under anaesthesis
(ketamine, IMALGENE®, 5 mg / kg -
The endoscopy was osmmied out wy

3s GIFK/XV10. At each evaluation day, 12
antrom. Two fiundic snd antral biopsies hid to be immedistely used to measure
ho ureage activity of GHLOS. Four fiffic sud sutral bicpeles had to bad to |
hphnm'mhﬂmmb@gwhﬁmbmmd
histopathology. '

O 6210/BP
Printed:09-01-2001 N 11
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mﬁﬂnmdm her section i{s no bacteria (grade® 0);

less than 5 bacteria (grade” 1™); .Sndzowwo"z')nd
more then 20 bacteria (gmde” 3%). each fimdic and antral biopsy, two
soctions were mads, then evaluated, the result was the mean of two
evaluations (Ref. Willard M.D, ion of naturally developing small
intestinal bacterlal overgrowth in 16 Shepherd Dogs. J Am Vet Med
Assoc, 1994, 304, 1201-1206). i

Gastric urease gativity (Jatrox®- H.P. teft, Proctar & Gamble, Germany): the
principls of the test is that the urea in e test medinm is aplit by the uresso
pregent in the GHLOs. The rise in the pH valuo associated with the splitting of
fhe ures causes a colour change in the wedium (phenol red) from

yellow to pink/red. The biopaies were tegted immediately after their specimen. .

Aftur the introduction of the blopsy in te indicator medium, the Jatrox® test

was read st 180 muinmtes by a phot with an nitraviolet detector which
was aet at 550 nm for reading with & reférence at 650 nm. The urease activity
in fimdic and anteal biopsies was the mesh of two optical measures.

B0 uren breath test: the UBT tost wag réalised two hours after the anacethasia

ate a test meal, which was half of their dafly intaks; namely 120g VITALITY®
/ dog. At s second time, the dogs had xn Seal administration of 7.5mg *C-ures
/ dog (MASS TRACE, Wolmim - USA). The CO, breathed out samples wero
obtained before the test meal {TB), 40 mimstes after administration of
15C-urea [T40]. Afier, the dogs bad the half of their daily food intake.

The 300, ures bresthed ont samples analysed with & gas isotope mtio
MW(FIPMQANMAT.S!:M Gennany). To siandardise
the interlaboratory resulis, an of intenational standerd for “C-

reference (Vieana Pee Dee Belommito|or VPDB) was utilised. The atom |

percent excess for FCO; was defined an d:ﬁ:mm(dehnlu,ahm

[Printed:09-01-2001
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] 1%
sdministration [TB]) and ssnxples obtaingd after at 40 mimytes [T40] x 1000

(«An.nnm“w-nma“m,@m

° mewmwwmmw

s made by cytological examinstion of thin sections. The impression
sections were stainod with affron (HPS) and cbserved

by microscopy. The criteria for histologichl diagnoses of gastric biopsies relies

on the mumber of each oell type which # the mean of three ficlda viewed at

x400 magnification snd the amount of aggregates which is the

10 nmmber in a esmple st x200 ificatibn. The histological classification of
chronio gastritis is : P

= grade 0: saperficial fiheosis, 0 0-10 lymphooyes and

plaama oells, 10 aggrogates, epithelinm;
= mild chronic gastsitis — grads 1:3chronic superficial gastritls, 10-15

b 15 lymphocytes or plasma cells § the mperficial intersts e,
aggregates <2, harmaal epitheliom, |
~ moderte chronio gastritis —~ 2: chromic inteystitial gastritis, 10-

50 or more lymphooytes or calls involving the full thickness of
the miicoss, aggregates >3, normal i

20 = govere chronic gagirtis ~ gradas 3 : strophic gaatritis, 10-50 or mare
lymphocytes ar plasma cells, >3, gimdular epithelinm
changes (atrophy). ;

(Ref : P. Lecoindre, M. Chovallier, R. and F, Daurin.- Small intestinal
bacterial avergrowth and inflamymatory discages in dogs. Evaination of the

2 therapeutic efficacity of Spirsnycine-Metrni associstion. Revae MéD.

Vé1, 1998:149:843-352), F

I
| 30 Hach yesult of diagnostio tests was § mean of two measures from distinct
hnpnu.mmﬂhrumdny the rosult distribution had been

exsminnd by the Wilk-Shapiro pmoedure, g.
The effects of the treatment and were evaluated by using »

35 Wilcoxon Signed Rank tost (WSRT) and/or Raired t-test.
Al statistical celoulations were performed With a software progrsm (Statistix®,
mmm’uxr«mm.osmwﬁwum

; NO 6210/EP
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load with GHL.Os waa significently

fimdus (P= 0.0143) and from “2” to “1” in fle antram (P= 0.0360).

to geade from “3” to “1™ in the

Betwoen the start of treatment snd s end of stndy (JD] to [D43]), the

to “2" in fimdio biopxies (F<0.0360). In

difference.

-

docreased to grade from “3*
biopsies, there is no significantly

Gustric wrease activity (Jatrox® tou) ¢ Tho repults aro prosented in Tubles 3 and 4,

|
Table 3 : Gastrie urcase activity (Jatrax® traf) jn Sundus

;
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s At the end of the running of trestmenit ([Dy] to [D1D), the mesn of urcess
mwwmmhwmﬁlmmmth
(P=0.0197). :

Tweaty-nine days sfter the end of (@D o [Da), the mean
10 urease activity increased significanily of 35% in fimdic biopsies (P=0,0381) but
still remained lower then st the beginninglof the trestment. The entral uresse
mmm("cmma%m:

The results are given in Tahls §.

- e
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e — - —
e 40 14 3 | 26 ]
O F-8EM ] 16 3 6
Between the start and the end of the @Dy} to [D1]), the madian
s 8¢ enrichment of 35% *COp-breatbed out xignificantly (P=0,049),
At the end of 29 days sfier the cud of treatment ([D.(] 10 [Dys]), the UC-
exmichment of 2C0y-breathed ont was not signi modified.
10 Chronie gastritls (**C-urea breath test) :
o The results are given in Tables 6 and {.
|
i
l
F
|
r NO 6210/EP
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Table 6 : Histopathglogy in fndes

-~ SEM
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At the end of rmming of trestment . to [D14]), the median chronio
gastyitis was significantly decreased to from *1* to “0" in the Amdus (P=
0.0143). This decrease was maintained until the end of the stody. Any significant
s modifisation of median grade had not showedlin antral biopaies.
CONCLUBION
TREATMENT | POST-TREATMENT
(D) | (Dol v [41)
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A foed mixtue is made wp of sbout 8% by weight com, sbout 5.5% by
weight of oom gluten, about 22% by weight & chicken meal, 2,5% dried chioory,
frmented oIk by steaina of Lactobaciliu NCC 533 (CNCM-I 1225)

and Lactobacifius paracasel (CNCM-1 211§ so that the oorresponding amount

for the dog is shout 10°-10% ofh / day, and vitaming and minerals making
up the remainder. :
The fiod mixtare is fod hato » and moistenad. The moistensd

foed is then fed into an extruder-cooker and gelatinised. The gelatinised matrix
leaving the extmder is forced through s dlaland extruded. The extrudate is out
into pieces suitable for fseding to dogs, dried st sbout 110°C for about 20
mimtes, and conled t form pellets, .

This dry dog fhod s shle to improve pet health, and particulstly prevents
dimdmnhtadtomwinMg
Example 4 ,
Atililemdnmdmlpmdofztﬁmﬂebuﬂa.wﬁnhmmﬂly
contracied a gastrio infection with G All dogs wers fint given an
antibiotics a classical trestment for of GHLOs, conynising

mmmmmwmw)mm
mlib&nwhdnlhslﬂ

After 7 days of trestment, half the were GHLOa negative, ie. no
Helicobacter organiams were detected by , 10 gastric ureese
mm:%mumwm:maw«:
baseziine at 40 minutes,

After the treatment, half of the dogs fod with Friskies Menu Energy
product, which iy dried dog food svailabls qn the market, as & control food. The
10 remsining dogs weye fod with 4 tegt correspanding to the Priskisy Mam
Energy product except that it contains pellety of dry fxmented milks by strsins of
Lactobagilius johnsonii NCC 533 (CNCM-1 1225) and Lactobacillus paracasel
(CNCM-1 2116), nauuﬂn-mmm.qg of about 10°-10" cftv/ day.

The 3C-Urca Breath test and detection by histobacteriology
wers measured agian 6 woeks afier two different diets. The resglt
mumaumummmmwm

:
.l NO 621(/EP
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weeks.

i mmnm»-:mi-mhmum
reinfhetation prevention,

Example 5: eanned pet food J
A mixtare is prepared ftom 73 % ofipovlity carcass, plg lungs and beef
10 Yiver (gronnd), 16 % of wheat flogr, 2 % of Pyes and 9 % of fermented milk by
strains of Lactobacillus jokmsonti NCC 533 (CNCM-1 1225) and Bifidobacterium
lactis (ATCC 27536), vitaming, and inorgant salts. This mixiure is eonmlsified at
12°C and extruded in the foxm of & puliding which is then ococked at a
temperstare of 90°C. 1t is cocled to 30°Cjend cut in ctmnks. 45 % of these
O 15 chunks sye mixed with 55 % of & pance prepgred fram 98 96 of water, 1 % of dye
and 1 % of gnar gom. Tinplate cans are filled]and sterilived at 125°C for 40 mrin.
This wet composition is intended fir preventing or treating disorders
related to GHLOs infaction in pety.
20
Exampls 6: Effoct on had breath odors
i
10 dogs with GHLOs in stomach fbd with the same dist that in
example 2 for 2 weeks, The breath odor | messyred in each doga st the
38 beginning and at the end of the treatment by the help of an halitometer.
O containing n acidified milk prepamtion fipmented by L. johnsonl} NCC 533
mnwmwmofm.
0 , '
Purthermore there was clear correlatibn between the level of infaction by
|
i
E
!
;
‘; NO 6210/EP
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Claims
1. The use of at least ons stysin of Jactio and / or a medium fermented

by et laast ome acto bectetl that have been jolatnd mnd selected e s ably o

10 form of a fermented medium by fhe aaid lacto acid hacteris, or & subfiaction of

. Lacwobacilie rabomoms, O
sp, DBifidobacterium lactis,

Bifidobacterium animalis, ]

20 4. The use according to suy of preceding wherein the Inctic acid bactecla
ia scleated from the group conalsting of the Strains Lactobacillus joknsonti NCC
533 (CNCM-I 1225), Lactobgotlius paradassi NCC 2461 (CNCM-I 2116),
Bifidobacterium lactis (ATCC 27536),
|

as 5. The uso according to suy of preveding ¢ wherein the lactic acid bacteria
or the equivalont fhrmentution medium is uged so that the amonnt available fx

fho pet is of sbout 10°-10'* ofus per day.

6. The use according to suy of preceding
30 ahwwmﬁmh
cfi /dsy for dogs and. 107-10% ofu /dxy for cat

in sn smount of shout 10°-102

7. A msthod for the trestment or for the [prophylaxis of discrders related to
GHLOs infection in pets, which comprises §dministering to a pet & compogition
as containing at least ane strain of lactic acid Hactaria and /or & medinm formentad
by at Jeast ane lactis asid bacteriy that hayie boen isolated and scleoted for its

i Sactericidal activity in vitro.

: NO 6210/EP
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8. Amoﬂ:ndlwudhgtouhhn'?,ﬂlﬂ*nw 10710 ofs of the Iactic II}
bacteria or its equivalent feementation medivfn is adotinistered por day to the pet.
b

]
9. A pet fbod composition comtaining leﬁoﬁwmduhanm

s isolated strain of lactic basteria and/or ite growth medium, said lactic
bacteria being isolated and selected fir ith ability to display s strong amti-
Helioobacter bectericidal activity s vifro, isted with an ingestible support
or & pharmaceutical matrix. !

10 10. A composition according to oleim 9, - the lactio aoid baoteria is used
in the form of & formented medinm by & acid baoteria viable or inastivated,
ot a subfraction of cultured mediym §d by the lactio acid bacteris.

|
11. A compasition according to claims 9 'lo.whadn&hnﬁoﬁdbm
O 15 swsin is selected from the group of Laotobacilluz joknsonil,
Lactobacillus rewteril, Lactobacllius Lactobacillus animalis,
Lactobacillus ruminis, Lactobacilfus , Lactobacillug rakmnosus,
Lactobacilis fermentum, 5p., Bifidobacterhan lactls,
Bifidobacterium animalis. |

12. A campogition accarding to any of 9 to 11, whesein the Iaotic acid
bacteris strain is selectsd from the gronp ing of the ateains Lactobacilius
Joknsonii NCC 533 (CNCM-1 1225), paracasel NCC2461
(CNCM-12116), Bifidobactarism lactis (A

as
13. A composition according to suy of 9 to 12, wherein the amount of
lactic acid bacteria strain of the aguivalent medium gvailable for the

pet is corresponding to about 10°-10™ ofiy pet day.

30 14. A composition sccanding to suy of 9 to 13, which reduces GHLO
infection in cats and dogs so that the load and the ureass activity in the
ﬁmhumradnudd‘nthnosmdendu at least 0.5 grade in the antrum.

15. A composition according to eny of .9u14.wﬁchhm:w
25 of chronic fimdic gastritiy, with a rogreasion of the gmade of gastric

inflsmyaation of at least sbout 0.5. !

16. A composition according to nya!'dl'm\kl9b 13, which reduces bad breath

odors of pets. b
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Abatract :

s The use of at least one strain of Inctic snd / or 3 medium formented by at
least ane lactic bacteyia that have been and selected for its sbility 0
display a stromg snti-Helicobaoter idal activity in virro, for the

preparation of & composition intended for fhe prophylaxis or the treatment of
disarders related to GHLOs infbotion inipets and pet food compositions
10 containing same.
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