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a)

b)
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solicitud en relaclén con la cual reclamo prioridad.

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de Propledad Intelectusl
relacionados con el Comercio, dal Acuerdo por el cual se estableca la “"Organlzacién
Mundial de Comerclo (OMC)" suscrito en Marruecos el 15 de abril de 1994. Este acuerdo
fue aprobado por el Congreso de Colombla mediante Ley 170 de 1994 y por la Corte
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en vigencla en nuestro pals el 30 de abril de 1985, 30 dias despuéa de su ratificacion.

. Dicho Articulo establece que en lo que respecia a las partes I, Ill y IV del Acuerdo
(referidos a la existencia, alcance y sjercicio de los derechos de propleded Intelectual, entre
otros) los Miembros cumpliréin los articulos 1 a 12 y el Articulo 18 del Convenio de Parls —
ol Articulo que establece la prioridad de las patentes de Invencidn es el Articulo 4.

En el Articulo 4 del mencionado Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de Propledad
Iintelectual relacionados con el Comevcio, del Acuerdo por o que se establece Ia
Organizacién Mundial de Comercio (OMC), el cual consagra el "Trato de la naclén més
favorecida® para los palses Miambros del mismo.

En el Articulo 4 del Convenlo de Parfs, del cual ya era parte Colombia en el momento en que
se presento la solicitud cuya prioridad ahara reivindico, con lo cual se cumple la reciprocided
exigida en el Articulo 9 de la Decision 486 del Acuerdo de Cartagena para con solicitudes
provenientes del Pals Miembro del Acuerdo de Cartagena.
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TALIMENTO PARA MASCOTAS DESTIMADO AL TRATAMIENTO DE LA

ESPECIE HELICOBACTER EN LAS MASCOTAS"™

Uso de por lo menos una cepa de bacterias lécticas y/o sus
metabolitos o un medio fermentado por a lo menos una bacteria
l4ctica que ha sido 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 profilaxis o -al tratamiento de
trastornos relacionados con la infeccién producida por los
GHLO en las mascotas y las composiciones de alimentos para
mascotas que contienen la misma.



MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién trata del uso de una cepa ais-
lada de bacterias l&cticas para la preparacién de una composi-
cién de alimento destinada a la profilaxis o al tratamiento de
trastornos relacionades con la infececién producida por organis-
mos semejantes al Helicobacter en las mascotas. La invencién
trata también de la composicién de alimento para mascotas pre-

parada de la misma.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se sabe que en los seres humanos, la infeccién produ-
cida por el Helicobacter pylori patégeno puede causar gastritis
y conducir a una enfermedad ulcerosa y tumores gastricos. Los
métodos para el tratamiento son numerosos. Anteriormente, en la
EP 577903 (Nestlé) se ha demostrado que las bacterias del acido
lactico son capaces de inhibir el Helicobacter pylori tanto in
vitro como in vivo.

Casi todos los animales domésticos carnivoros como
los perros y los gatos estdn infectados con otras especies de
Helicobacter gastricos. La mayoria de ellos no se puede culti-
var in vitro, pero morfolégicamente se parecen al H. heilman-

nii. También se aislé el H. felis de la mucosa gastrica de los
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gatos y, recientemente, dos nuevas especies de Helicobacter,
llamadas H. bizzozeronii y H. salomonis, fueron aisladas de los
perros. Sin embargo, el tnico andlisis morfolégico no permite
discriminar entre estas especies de Helicobacter y se les agru-
pa bajo la denominacién de “Organismos semejantes al Helicobac-
ter Gastrico” (GHLO).

Los GHLO colonizan el antro y/o el cuerpo de las mas-
cotas en tanto que la colonizacién del H. pylori tiene lugar
principalmente en el cuerpo. Los organismos GHLO colonizadores
se localizan en la profundidad de las glidndulas gastricas fun-
dicas y a veces se encuentran realmente dentro de los canalicu-
los de las células parietales gastricas al igual que en la mu-
cosidad géstrica y de las cavidades, comparados con el H. pylo-
ri que es conocido como bacteria no invasiva. (Dunn et al,
1997: “Los Hp se encuentran ubicados en la mucosidad adherida
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
riesgo importante en el desarrollo de la gastritis suave a mo-
derada. La inflamacién que se observa es cominmente menos se-
vera que la que se produce en el ser humano infectado con H.
pylori. Se pueden observar lesiones mis severas tales como 4l-
ceras, linfomas y canceres estomacales, pero la patogenicidad

de los GHLO est& lejos de ser aclarada.
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Sin embargo, el control de la infeccidén por los GHLO
en los perros y en los gatos a un nivel bajo es reconocido por
la mayoria de los veterinarios como beneficioso. Dado que no es
una enfermedad totalmente reconocida que requlera terapia con
medicamentos, principalmente se necesita un producto alimenti-
cio 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 invencidén se refiere al uso
de por lo menos una cepa de bacterias de &cido lactico y/o sus
metabolitos o un medio fermentado por a lo menos una bacteria
de 4cido lactico que haya sido aislada y seleccionada por su
capacidad de desplegar 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 infeccidén producida por los GHLO en las
mascotas.

En una modalidad preferida, se usan metabolitos pro-
ducidos por la cepa aislada o un medio fermentado por esas bac-
terias de 4cido lactico o subfracciones de un medio cultivado
fermentado por la cepa aislada de bacterias de dcido lactico.
La cepa de bacterias de acido lActico puede seleccionarse del
grupo formado por Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reute-

rii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus animalis, Lactoba-
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cillus ruminis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahm-
nosus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium sp., Bifidobac-
terium lactis, Bifidobacterium animalis.

En una modalidad preferida, la cepa de bacterias lac-
ticas se selecciona del grupo formado por Lactobacillus johnso-
nii NCC 533 (CNCM-I 1225), Lactobacillus fermentum NCC 2581
(CNCM I - 2448), Lactobacillus fermentum NCC 2592 (CNCM I -
2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM I-2452), Lactoba-
cillus paracasei NCC 2461 (CNCM I - 2116), Lactobacillus anima~
lis NCC 2603 (CNCM I - 2451), Lactobacillus rahmnosus NCC 2583
(CNCM I - 2449), Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM I -
2453), Bifidobacterium sp. NCC 2627, Bifidobacterium 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 infeccidédn producida por los GHLO en las mascotas,
que comprende la administracién a una mascota de una composi-
cién que contiene por lo menos una cepa de bacterias de &cido
lactico y/o sus metabolitos o un medio fermentado por a 1lo
menos una bacteria de acido lactico que ha sido aislada y
seleccionada por su capacidad de desplegar una poderosa
actividad bacterlicida anti-Helicobacter in vitro.

Otro objetivo consiste en proporcionar una composi-
cién de alimento para mascotas que contiene por lo menos una
cepa aislada de bacterias de acido l4actico y/o sus metabolitos

¢ un medic fermentado por a lo menos una bacteria lactica con
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las caracteristicas anteriores, asociado con un soporte ingeri-
ble o una matriz farmacéutica.

Esta composicién de alimento para mascotas es capaz
de 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 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 composicidn sobre la gastritis créni-
ca también fue evaluado por examen citolégico de biopsia en
secciones delgadas. Puede inducir una regresién de gastritis
findica crénica, con un promedio de regresién del grado de in-
flamacién gastrica de por lo menos 0,5 ( graduada de 0 a 3).

En otra modalidad, esta composiclén de alimento para
mascotas puede llevar a una reduccién significativa de los olo-
res del aliento que se correlacionan con el nivel de infeccién

producida por los GHLO.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Dentro de la siguiente descripcién, el término “GHLO”
define los “organismos semejantes al Helicobacter Gastrico”.
Bajo esta dencominacién se agrupan especies de Helicobacter ta-
les como Helicobacter felis, H. heilmannii, H. bizzozeroni y H.
salomonis, por ejemplo, que se ha demostrado que colonizan 1la
mucosa gastrica de las mascotas.

Ademias, incluimos dentro del término de los “trastor-

nos producidos por los GHLO”, todos los trastornos que puedan



afectar directamente el tracto gastrointestinal de las masco-
tas, pero también trastornos secundarios tales como sintomas de
mal aliento, por ejemplo.

Finalmente, “NCC” designa la Coleccién de Cultivos de
la Nestlé (Nestlé Research Center, Vers-chez-les-Blanc, Lausan-
ne, Suiza).

Con respecto al primer objetivo de la presente inven-
cién, éste consiste en el uso de por lo menos una cepa de bac-
teria de acido lactico y/o sus metabolitos o un medio fermenta-
do 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 desti-
nada a la profilaxis o al tratamiento de los trastornos rela-
cionados con la infeccién producida por los GHLO en las masco-
tas.

Estas cepas se han seleccionado de entre las cepas de
bacterlas lacticas con respecto a sus parametros tecnolégicos y
fisiolégicos, y en especial, por sus buenas caracteristicas de
crecimiento, por lo menos 5x10° bacterias/ml, de preferencia 10°
- 10 bact/ml, y con mayor preferencia atn 10° - 10! bact/ml y
su capacidad para desplegar una poderosa actividad bactericida
anti-Helicobacter in vitro.

En una modalidad preferida, se puede seleccionar la
cepa de bacterias de &cido lactico de entre el grupo compuesto
por Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacl-

llus paracasei, Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis,
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Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacl-
llus fermentum, Bifidobacterium sp., Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium animalis.

La cepa de bacterias lacticas se selecciona de prefe-
rencia de entre el grupo formado por Lactobacillus johnsonii
NCC 533 (CNCM I - 1225), Lactobacillus fermentum NCC 2581 (CNCM
I - 2448), Lactobacillus fermentum NCC 2592 (CNCM I - 2450),
Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM I - 2452), Lactobacillus
paracasei NCC 2461 (CNCM I - 2116), Lactobacillus animalis NCC
2603 (CNCM I - 2451), Lactobacillus rahmnosus NCC 2583 (CNCM I
-2449), Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM I - 2453), Bi-
fidobacterium sp. NCC 2627, Bifidobacterium sp. NCC 2657, Bifi-
dobacterium lactis (ATCC 27536).

Entre las diversas cepas selecciocnadas de acuerdo con
la presente invencién, las siguientes cepas fueron depositadas
a modo de ejemplo conforme al Tratado de Budapest en la Colec-
¢ién Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM), Institut
Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia,
Lactobacillus johnsonii (NCC 533) el 30.06.92 conforme a la re-
ferencia CNCM I - 1225, Lactobacillus paracasei (NCC 2461) el
12.01.99 conforme a la referencia CNCM I -~ 2116 y Lactobacillus
fermentum NCC 2581, NCC 2592, NCC 2613, Lactobacillus animalis
NCC 2603, Lactobacillus rahmnosus NCC 2583, Lactobacillus aci-
dophilus NCC 2628 el 19.04.00 conforme a las referencias (CNCM
I -~ 2448), (CNCM I - 2450), (CNCM I - 2452) (CNCM I -2451),

(CNCM I -~ 2449), (CNCM I - 2453), respectivamente. La cepa de
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Bifidobacterium lactis (ATCC27536) es proporcionada por Hansen
(Chr. Hansen A/S, 10-12 Boege Alle, P.O. Box 407, DK-2970 Hoer-

sholm, Dinamarca).

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

— Microorganismo gram positivo, no movible, no forma-
dor de esporas

- Pequefios bastones bastante cortos y gruesocos

- Microorganismo microaerdéfilo con metabolismo homo-
fermentativo, produccién de acido lactico L (+) y D (-).

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

- Fermentacién de azdcares: Amigdalina(+), arabinosa
(-), celoblosa(+), esculina{+), fructosa(+)}, galactosa(-), glu-
cosa(+), lactosa(+), maltosa{+/~), manitol(-), manosa(+), meli-
biosa(-), rafinosa(+), ribosa({-), salicilina(+), sacarosa (+),

trehalosa(+).

Lactobacillus paracasei CNCM I - 2116

- Gram positivo

Catalasa negativa,

Arginina de forma NH; negativa

Produccidén de CO; negativa
Produccién de &cido lactico L (+),

Crecimiento en presencia de sales biliares en una

concentracién de hasta alrededor de 0,4%.
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La cepa aislada de bacterias lacticas y/o su medio de
cultivo fermentado puede usarse para la preparacién de composi-
ciones destinadas a mejorar la salud de las mascotas y, en par-
ticular, 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 relacio-
nados con la infeccién producida por los GHLO tal como el mal
aliento. En realidad, la presencia de GHLO en el estémago de
los perros y de los gatos puede tener clara influencia en el
mal aliento al producir gran cantidad de amoniaco de la urea.
Este amoniaco puede aparecer en el aliento después de la eruc-
tacién. El mal aliento podria relacionarse también con la pre-
sencia de GHLO en el estdémago por la producciétn de compuestos
volatiles de sulfuro. De preferencia, los metabolitos produci-
dos por esas cepas aisladas estin destinados a reducir el mal
olor y a refrescar el aliento de la mascota.

Tamblén se puede usar una subfraccién del medio de
cultivo fermentado por la cepa de bacterias de &cido 1lactico
aislada.

La cepa de bacterias de &acido lactico de acuerdo con
la invencién puede usarse en su forma viable o inactivada.

En una modalidad preferida, la cepa de bacterias léac-
ticas se usa en presencia de su medioc de crecimiento fermenta-

do. Ese medio puede ser esterilizado solo o con alimento, ex-



truldo o deshidratado por aspersién, enfriado o en almacenaje,
por ejemplo.

Las bacterias de &cido lactico ¢ el medio de fermen-
tacién equivalente puede usarse de manera que la cantidad dis-
ponible para la mascota corresponda a alrededor de 10° - 10
ufc al dia. Esta cantidad depende del peso del animal y es pre-
ferible 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 tratamlento o la profilaxis de trastornos relacionados
con la infeccibén producida por los GHLO en las mascotas, que
comprende la administracién a una mascota de una composicién
que contiene por lo menos una cepa de bacterias de &cido lacti-
co y/o un medio fermentado por a lo menos una bacteria de &cido
lactico que tenga las caracteristicas anteriores. La cantidad
disponible para la mascota puede corresponder a aproximadamente
10°-10' ufc al dia y es preferible que sea de aproximadamente
10%-10'% ufc/dia para los perros y 107-10'! ufc/dia para los ga-
tos.

El segundo objetivo principal de la presente inven-
cién se relaciona con una composicién de alimento para mascotas
que contenga por lo menos una cepa de bacterias de &cido lacti-
co y/o sus metabolitos o medio de crecimiento fermentado. Esa
bacteria de acido l&ctico tiene las caracteristicas anteriores,

asociadas con un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

10
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La cepa y/o su medio fermentado puede seleccionarse de una o
mas bacterias lacticas adecuadas para consumo animal por su ca-
pacidad para desplegar una poderosa actividad bactericida anti-
Helicobacter in vitro.

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

La composicién del alimento para mascotas nutricio-
nalmente completo de acuerdo con la invencidédn puede ser un pro-
ducto de alimentacién para mascotas en forma de polvo, seco o
himedo, enfriado o en almacenaje.

También puede ser un suplemento dietético para masco-
tas o composiciones farmacéuticas.

El alimento para mascotas nutricionalmente completo
puede ser de cualquier forma adecuada, por ejemplo, en forma
seca, en forma semi-hGmeda y en forma huimeda. Estos alimentos
para mascotas pueden ser producidos de manera convencional.
Ademds de las cepas de bacterias y/o su medio fermentado, estos
alimentos para mascotas pueden incluir una o mds de una fuente
de almidén, una fuente de proteina y una fuente de lipidos.

Fuentes adecuadas de almid6én son, por ejemplo, granos
Yy legumbres como el maiz, arroz, trigo, centeno, avena, soya y
mezclas de los mismos.

Las fuentes adecuadas de proteinas pueden seleccio-

narse de cualquier fuente adecuada de proteina animal o vege-

11
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tal, por ejemplo, carne y comida, comida de ave, harina de pes-
cado, concentrados proteicos de soya, proteinas de leche, glu-
ten y otros semejantes. Para animales de mis edad, se prefie-
ren como fuentes de proteinas las que contienen proteina de al-
ta calidad.

Las fuentes adecuadas de 1lipideos incluyen carnes,
grasas animales y grasas vegetales.

La elecclén de las fuentes de almidén, proteinas y
lipidos seran en gran medida determinadas por las necesidades
de nutricién del animal, consideraciones de palatabilidad y el
tipo 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 mas jévenes. Ademas, las fuentes
de almidén pueden incluir una o mas de arroz, centeno, trigo y
maiz.

Ademas, segin se desee, también se pueden 1ncorporar
a los alimentos para mascotas diversos otros ingredientes, por
ejemplo, azidcar, sal, especies, condimentos, vitaminas, minera-
les, agentes saborizantes, grasas y otros semejantes.

Para los alimentos secos para mascotas, un proceso
adecuado es el cocimiento por extrusién, 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 ("kib-
ble"). Si se usa un probi6tico, el probiético puede ser agrega-

do a los otros ingredientes del alimento seco para mascotas an-
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tes del procesamiento. Un proceso adecuado se encuentra descri-
to en la solicitud de patente europea No.0850569; cuya divulga-
cién se incorpora por referencia. Si se usa un microorganismo
probiético, el organismo queda mejor revestido en el alimento
seco para mascotas o agregado a éste. En la solicitud de paten-
te europea No.0862863, se describe un proceso adecuado cuya di-
vulgacién se encuentra Incorporada por referencia.

Para el caso de los alimentos htmedos, se pueden usar
los procedimientos gque se describen en las patentes de los Es-
tados 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
otros procedimientos para producir productos del tipo trozos:
por ejemplo, cocimiento en un horno de vapor. De manera alter-
nativa, se pueden producir productos del tipo pastel, emulsifi-
cando un material de carne adecuado para producir una emulsién
de carne, agregando un adecuado agente para cuajar en forma de
gel y calentando la emulsién de carne antes de llenar las latas
u otros envases.

La cantidad de prebiéticos en el alimento para masco-
tas es de preferencia de alrededor del 20% por peso; especial-
mente de alrededor del 10% por peso. Por ejemplo, el prebibético
puede comprender de alrededor del 0,1% a alrededor del 5% por
peso del alimento para mascota. En el caso de los alimentos pa-
ra mascotas que usan achicoria como prebiético, la achicoria

puede ser incluida hasta comprender alrededor del 0,5% a alre-
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dedor 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 microorganismo probibético, el alimento
para mascotas contiene de preferencia de alrededor de 10* a
alrededor de 10 células del microorganismo probiético por
gramo del alimento para mascotas; con mayor preferencia, de
alrededor de 10° a alrededor de 10° células del microorganismo
probiético por gramo. El1 alimento para mascotas puede contener
de alrededor del 0,5% a alrededor del 20% por peso de la mezcla
del microorganismo probilético; de preferencia de alrededor del
1% a alrededor del 6% por peso; por ejemplo, de alrededor del
3% a alrededor del 6% por peso.

Los alimentos para mascotas pueden contener otros
agentes activos tales como 4dcidos grasos de cadena larga. Los
dcidos grasos de cadena larga incluyen el acido alfalinoleico,
dcido gamalinoleico, é&cido linoleico, &cido eicosapentanoico y
dcido docosahexanoico. Los aceites de pescado constituyen una
fuente adecuada de acidos eicosapentanoicos y &cido docosahexa-
noico. El aceite de borraja, acelte de semilla de grosella ne-
gra y aceite de la hierba del asno constituyen fuentes adecua-
das de &cido gamalinoleico. Los aceites de azafrdn, aceites de
maravilla, aceites de maiz y aceites de porotos de soya son
fuentes adecuadas de &cido linoleico. Si es necesario, los ali-
mentos para mascotas se complementan con minerales y vitaminas

para que queden nutricionalmente completos.
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Ademds, si se desea, la cepa de bacterias puede en-
capsularse; por ejemplo, en una matriz de azicar, matriz de
grasa o matriz de polisacéaridos.

La cantidad de alimento para mascotas que deba ser
consumida por la mascota para obtener un efecto beneficioso de-
penderd del tamafio de la mascota, del tipo de mascota y de la
edad de la mascota. Sin embargo, cominmente seria adecuada una
cantidad del alimento para mascotas para proporcionar una can-
tidad diaria de alrededor de 103-10'* ufc de por lo menos una
cepa de bacterias de &cido lactico y/o el medio de fermentacién
equivalente. De preferencia se administra alrededor de 10°-
102 ufc/dia a los perros 6 107-10!! ufc/dia a los gatos.

La composicién de acuerdo con la invencién esta par-
ticularmente destinada a la profilaxis o el tratamiento de in-
fecciones relacionadas con los GHLO en las mascotas y en espe-
cial en los tractos gastrointestinales o en el intestino bajo
de las mascotas, por ejemplo. También estd destinada a mantener
sana la funclén digestiva en las mascotas y a prevenir una re-
infeccién por cepas patdgenas tales como los GHLO, por ejemplo.
Asi, esta composicién puede también ser usada con adyuvante de
una antibioterapia contra la infestacién causada por los GHLO.

El efecto de la composicién de acuerdo con la inven-
cién sobre los GHLO fue evaluada por un examen histolégico de
secciones de biopsia (ver ejemplo 2). Si el nGmero de GHLO por
seccién es de ninguna bacteria (grado “0”); menos de 5 bacte-

rias (grado “1”); entre 5 y 20 bacterias (grado “2”) y mAs de
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20 bacterias (grado ™3”). Esta composicién de alimento para
mascotas 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 composiclén sobre la gastritls créni-
ca también fue evaluado mediante examen citolégico de secciones
delgadas de biopsia. La clasificacién histolégica de la gastri-
tis crénica es la siguiente:

- grado 0: fibrosis superficial, 0 neutréfilos, 0-10
linfocitos y células de plasma, sin agregados, epitelio normal;

- gastritis crénica suave - grado 1l: gastritis créni-
ca superficial 10-15 linfocitos o células de plasma involucran-
do el tejide intersticial superficial, agregados <2, epitelio
normal,

- gastritis crénica moderada -grado 2: gastritis cré-
nica intersticial, 10 - 50 o mas linfocitos o células de plasma
involucrando todo el grosor de la mucosa, agregados >3, epite-
lio normal,

- gastritis crénica severa - grado 3: gastritis atré-
fica 10 - 50 o mas linfocitos o células de plasma, agregados
>3, camblos glandulares en el epitelio.

Esta composicién puede inducir a la regresién de la
gastritis findica crénica con una regresién mediana del grado

de inflamacién gastrica de por lo menos alrededor de 0,5.
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Esta composicién ha probado también inducir una reduccién sig-
nificativa del mal aliento. Asi, estd destinada a tratar o pre-
venir trastornos secundarios relaclonados con la infeccién pro-
ducida por los GHLO tal como el mal aliento en las mascotas.

Ademds, las composiciones de acuerdo con la presente
invencién también pueden estar destinadas a mejorar la longevi-
dad de los perros.

Los sigulentes ejemplos se dan solamente a modo de
ilustracién y de ninguna manera deberan interpretarse como li-
mitantes del tema de la presente aplicacién. Todos los porcen-

tajes se dan por peso a menos que se indique de otro modo.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1l: Seleccién de la cepa bacteriana

Para seleccionar la cepa bacteriana de acuerdo con la
presente invencién, se pueden incubar GHLO (bacterias 107) cul-
tivables a 37°C bajo 5% de CO: durante 1-2 h en presencia de
diluciones de sobrenadantes del crecimiento de esa cepa bacte-
riana (BS) en DMEM. A continuacién de la incubacién, se centri-
fuga la mezcla de GHLO-BS a 12’000 g durante 3 minutos, el “pe-
llet” se lava entonces con 1 ml de 0,9% de NaCl y se vuelve a
suspender en 500 pl de la prueba de ureasa réaplida (Jatrox®—
H.p.-test, Procter & Gamble Pharmaceuticals GmbH, Witerstadt,
Alemania). Los cambios colorimétricos proporciocnales a la ac-
tividad de la ureasa son determinados por andlisis fotométricos

con una densidad éptica de 550 nm.
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La viabilidad bacteriana se estima antes y después de
la incubacién con LS mediante diluciones en serie de placas de
los GHLO en placas de suero {(GC. agar, Gibco BRL, Paisley, Es-
cocia) complementadas con 10% de suero de caballo, Inotec, Yy
con 1% de Isovitale X (Baltimore Biological Laboratories, Bal-
timore, MD) y se cuentan las unidades formadoras de colonias

(UFC) .

EJEMPLO 2
Se estudian los efectos de un suplemento con medio de
fermentacién de Lactobacillus sobre la infeccibébn por Helicobac-

ter spp. en los perros.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

El comité ético de la Escuela de Veterinaria de Lyon,
Francia, aprobé el estudio. En el estudio se incluyeron nueve
sabuesos machos que habian contraido naturalmente una infeccién
gastrica 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 idénticas condiciones de
higiene y alimentacién (Escuela de Veterinaria de Lyon, Fran-
cia). Las casas se limpiaban y desinfectaban diariamente.

A los perros se les alimenté regularmente a las 8

a.m. y ellos tenian acceso constante al agua durante el estu-
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dioc. A través de todo el estudio, se les alimenté con una di-

eta especifica: VITALITY® - Friskies, Francia (anexo A).

DISERO EXPERIMENTAL

Antes del tratamiento, se habia confirmado la infec-
cién gastrica producida por GHLO en los 9 sabuesos evaluando la
identificacién de los GHLO (histobacteriologia), la actividad
de la ureasa gastrica (Jatrox® test) y la presencla de gastri-
tis crénica (histopatologia), en biopsias findicas y/o antrales
del estomago. A todos los perros con infeccién por GHLO se les
sometié a un tratamiento durante 13 dias corridos. La deteccién
de la infeccibén gastrica por GHLO mediante estas pruebas més la
prueba de aliento de '’C-urea se repitié tres veces: antes del
tratamiento [Dg), al final del tratamiento {D;3] y 30 dias des-

pués del final del tratamiento [D4i].

TRATAMIENTO

El tratamiento consistié en un consumo diario de una
preparacién de leche acidificada fermentada por L. johnsonii
NCC 533 durante 13 dias corridos. La preparacién de leche aci-
dificada debia ser enteramente comida antes de la dieta especi-

fica (240 g de “VITALITY®”/perro).
PRUEBAS DE EVALUACION

- Examen clinico: durante todo el estudio, los perros

fueron observados por dos veterinarios de la Escuela de Vete-
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rinaria de Lyon, Francia. Las observaciones clinicas tenian que
registrarse en el formulario de informes de casos.

- Biopsia gdstrica: la endoscopia gastrica se realizé
con anestesia (Ketamine, IMALGENE®, 5 mg/kg - IM). A los perros
ge les dejdé en ayunas durante 24 horas. La endoscopia se rea-
1izé con un videogastroscopio Olympus® GIFK/XV10. En cada dia
de evaluacién, tenian que sacarse 12 biopsias del fondo y del
antro. Habia que usar inmediatamente dos biopsias filndicas y
antrales para medir la actividad de la ureasa de los GHLO.
Habia que guardar cuatro biopsias fuindicas y antrales en una
solucién de “bouin” antes de usarlas en histobacteriologia e
histopatologia.

- Identificacidn de los GHLO (histobacteriologia): La
identificacién de los GHLO se hizo mediante un examen histolé-
gico de secciones de biopsia. Se tifileron secciocnes de tejidos
con tincién tipo Giemsa y se evaluaron mediante microscopios
6pticos (x 1.000). Se hace una evaluacidédn semicuantitativa de
los GHLO tomando en cuenta la localizacién en el estémago y la
profundidad de la contaminaciébn extracelular. Si el nGmero de
GHLO por seccién es de ninguna bacteria (grado “0”); menos de
5 bacterias (grado “1”); entre 5 y 20 bacterias (grado “2”) y
mas de 20 bacterias (grado “3”). Para cada biopsia fuindica y
antral, se hicieron dos secciones, luego se evaluaron y el re-
sultado fue el promedio de las dos evaluaciones (Ref. Willard

M.D. Caracterizacién del pequefio sobrecrecimiento bacteriano
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intestinal de desarrollo natural en 16 perros pastores alemanes
J. Am Vet Med Assoc, 1994, 204, 1201-1206).

- Actividad de la aureasa gdstrica (Jatrox®- H.P.
test, Procter & Gamble, Alemania): El principio de la prueba
consiste en que la urea en el medio de la prueba es dividida
por la ureasa presente en los GHLO. El alza en el valor del pH
asociada con la divisidén de la urea produce un cambio de color
en el medio indicador (rojo fenol) de amarillo a rosado/rojo.
Se aplicaron las pruebas a las biopsias inmediatamente después
de sus muestras. Después de la introduccién de la biopsia en
el medio indicador, se leyé la prueba Jatrox® a los 180 minutos
mediante un fotémetro con un detector ultravioleta que fue co-
locado en 550 nm para su lectura con una referencia a 650 nm.
La actividad de la ureasa en las biopsias fliindicas 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
manera que ésta no influyera en los resultados de la UBT. La
UBT se hizo con los perros en ayunas, sin anestesia. La prime-
ra 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 comi-
da de prueba [TB], luego 40 minutos después de la administra-

cién de '’C-urea [T40]. Después, se les dio a los perros la se-
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gunda mitad de su ingesta diaria de alimento. Las muestras de
1300, exhaladas se analizaron con un espectrémetro de masa por
relaciétn de isétopos de gas (FINNIGAN MAT, Bremen, Alemania).
Para normalizar los resultados entre los laboratorios, se usé
un anilogo de la norma internacional para la referencia °c-
(Viennaa Pee Dee Belemnite o VPDB). El exceso de porcentaje de
dtomos para 3CO; se definié como la diferencia (valor delta, &)
en porcentaje de &tomos !3CO; entre la muestra de base (la mues-
tra antes de la comida de prueba y la administracién de !3C [TB)
y las muestras obtenidas después de 40 minutos [T40] x 1000
(44,45). Los resultados se expresan como un exceso de § !3Co. (&
).

- Histopatologfa (citologia): La histopatologia se
realizdé mediante la prueba citoloBT, se realizé por examen ci-
tolégico de secciones delgadas de biopsia. Se tifieron las sec-
clones de impresidén con Hematoxilina-Foloxina-Safranina (Hema-
toxylin-Pholoxin-Saffron) (HPS) y se observaron al microscopio.
Los criterios para los diagnésticos histolégicos de las biop-
sias gastricas se basan en el nimerc de cada tipo de célula que
es el promedio de tres campos vistos a un aumento de 400x y la
cantidad de agregados linfociticos que es el nimero en una
muestra a un aumento de 200x. La clasificacidén histoldgica de
la gastritis crénica es la siguiente:

- grado 0: fibrosis superficial, 0 neutréfilos, 0-10

linfocitos y células de plasma, sin agregados, epitelio normal;
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- gastritis crénica suave - grado 1l: gastritis cré-
nica superficial 10-15 linfocitos o células de plasma involu-
crando el tejido intersticial superficial, agregados <2, epite-
lio normal,

- gastritis crénica moderada - grado 2: gastritis
crénica intersticial, 10-50 o mds linfoclitos o células de plas-
ma involucrando todo el grosor de la mucosa, agregados >3, epi-
telio normal,

- gastritis crénica severa - grado 3: gastritis atré-
fica, 10-50 o més linfocitos o célulag de plasma, agregados >3,
cambios en el epitelio glandular (atrofia).

(Ref.: P. Lecoindre, M. Chevallier, R. Gillard y F.
Daurin.- Pequefio sobrecrecimiento bacterianoc y enfermedades
inflamatorias del intestino en los perros. Evaluacién de 1la
eficaclia terapéutica de la asociacién de la Espiramicina con el

Metronidazol. Revue Méd. Vét., 1998; 149:843-852).

ANALISIS ESTADISTICO

Cada resultado de las pruebas de diagnéstico fue el
promedio de dos medidas de distintas biopsias. La normalidad o
no normalidad de la distribucién del resultado habia sido exa-
minada por el procedimiento Wilk-Shapiro.

Los efectos del tratamiento y postratamiento fueron
evaluados usando una prueba Wilcoxon Signed Rank (WSRT) y/o t-

test pareada ("Paired t-test").
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Todos los calculos estadisticos se efectuaron con un
programa de software (Statistix®, Excel Microsoft®). Un valor-

P < 0,05 se consideré significativo.
RESULTADOS
Cinética de la carga de GHLO géstricos: Los resulta-

dos se presentan en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1: histobacteriologia in fundus

Fondo / Cuerpo (grado)

Do D14 D43 D14-Dg D43-D14 Dy3—-Do
BO1 3 1 2 ~2 1 -1
B02 3 2 3 -1 1 0
BO04 2 1 0 -1 -1 -2
BOS 3 2 1 ~1 -1 -2
B06 3 0 3 -3 3 0
BO7 3 1 2 -2 1 -1
BO8 3 3 2 0 -1 -1
B0S 3 1 1 -2 0 -2
B10O 3 1 3 -2 2 0
Mediana 3 1 2 -2 1 -1
Nbr. < 0 - - - 8 3
Nbr. = 0 - - - 4 1
Nbr. > 0 - - - 0 5
n 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

Di14vsDp D43vaDiy | De3vaDp

WSRT 0,0143 |0,3270 |0,0360
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TABLA 2: Histobacteriologia in Antrum

Antro (grado)

Do D14 D43 D14-Do Da3—Di4 D43—Dp
BO1 1 1 2 0 1 1
BO2 1 1 2 0 1 1
BO4 2 1 0 -1 -1 -2
BO5 2 1 2 -1 1 0
B06 2 1 1 -1 0 -1
B0O7 1 0 1 -1 1
BO8 1 1 1 ] 0
BO9 2 0 2 -2 2 0
B10 2 1 1 -1 0 -1
Mediana 2 1 1 -1 1 0
Nbr. < 0 - - - 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

D14vsDyg D43vSDi1g | DgavsDy

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

Al final del periodo del tratamiento ([Dp] a [D14]),
la mediana de la carga bacteriana con GHLO disminuyé significa-
tivamente 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 inicio del tratamiento y el fin del estudio

( [Dol a [D43]), la mediana de la carga bacteriana con GHLO
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disminuyé significativamente en grados del "3" al "2" en las
biopsias findicas (P< 0,0360). En las biopsias antrales no hubo
diferencia significativa.

Actividad de la ureasa gastrica (prueba de Jatrox®):

Los resultados se presentan en las Tablas 3 y 4.

TABLA 3: Actividad de la ureasa gastrica (prueba Ja-

trox®) en el fundus

Fondo / Cuerpo (densidad éptica)
Do D14 Da3 D14-Do D43—D14 D43-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
BO4 0,54 0,00 0,44 -0,54 0,44 -0,10
BO5 0,47 0,31 0,49 ~-0,16 0,18 0,02
BO6 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
BO9 0,45 0,35 0,38 -0,10 0,02 -0,08
B10 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 0 6
Nbr. =0 - - - 0 0 0
Nbr. > 0 - - - 0 9 3
n 0,49 9 9 9 9 9
Promedio 0,03 0,32 0,43 -0,17 0,11 -0,06
+-SEM 0,11 0,04 0,01 0,06 0,04 0,03
D14v8Dp | DgavsDiq | DaavsDp
Prueba-t [ 0,0155 |0,0381 | 0,0921
pareada
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TABLA 4: actividad de la ureasa gastrica (prueba Ja-

trox®) en el Autrum

Antro (densidad éptica)
Do D14 Da3 D14-Dp D43-Di14 D43-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
B0O9 0,05 0,00 0,00 -0,05 0,00 -0,05
B10O 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 7 3
Nbr. > 0 - - - 1 0 0
n 9 9 9 9 9 9
Promedio 0,20 0,01 0,00 -0,19 -0,01 -0,20
+-SEM 0,06 0,01 0,00 0,07 0,01 0,06
D14vS8Dyp D43v8Dy4 | Dy3vsDy
Prueba-t | 0,0197 [0,1756 |0,0123
pareada

Al final del periodo de tratamiento ([Dg] a [Di4l),
el promedio de la actividad de la ureasa disminuyé de manera
gsignificativa del 35% en el fondo (P= 0,0155) y 93% en el antro
(P= 0,0197).

Veintinueve dias después del f£fin del tratamiento

([D1a] a [Ds3] ), el promedio de la actividad de la ureasa au-
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mentd de manera significativa del 35% en las biopsias fandicas
(P = 0,038l), pero todavia permanecia mis baja que al inicio
del tratamiento. La actividad de la ureasa antral no se modi-
ficé y permanecié nula.

Actividad de la ureasa global (prueba del aliento 3C-

urea): Los resultados se dan en la Tabla 5.

TABLA 5: Actlividad de la ureasa global (prueba del

aliento 3c-urea)

Do D14 D43 D14—Do Dq3—Da4 D43-Do
BO1 34 6 55 -28 49 21
B0O2 18 26 21 8 -5 3
BO4 165 24 50 -141 26 -116
BO5 15 7 6 -8 -1 -9
BO6 18 20 19 2 -1 1
BO7 12 13 22 1 9 10
BO8 47 17 15 -30 -2 =32
BO9 20 10 9 -10 -1 -11
B10 32 9 13 -23 4 -19
Mediana 20 13 20 -10 -1 -9
Nbr. < 0 - - - 5 5

Nbr. = 0 - - - 0

Nbr. > 0 - - - 4 4
n 9 9 9 9 9 9
Promedio 40 14 23 -26 9 -17
+-SEM 16 3 6 15 6 -13

Dy14v8Dg Dq3v8D14 | De3vsDp

WSRT 0,0494 |0,4772 |0,3433
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Entre el inicio y el fin del tratamiento ([Ds] a
[D14]), la mediana del enriquecimiento del 3C- del 35% del °cO,
exhalado disminuyé significativamente (P = 0,049).

Al final de 29 dias después de terminado el trata-
miento ([Dis] a [De3l), el enriquecimiento del 3¢- del 3CO; ex-
halado no se modific6é de manera significativa.

Gastritis crénica (prueba de aliento *C-urea): Los

resultados se dan en las Tablas 6 y 7 a continuacién.

TABLA 6: Histopatologia in fundus

Fondo / Cuerpo (grado)
Inclusién | Dy, Dqa Dy'Il’lCl . D43—D!.| Dg3-Incl.

B0l 2 1 0 -1 -1 -2
BO2 1 0 0 -1 0 =1
B04 2 0 0 -2 0 -2
B05 1 1 1 0 0 0
BO6 1 0 1 -1 1 0
BO7 1 0 0 -1 0 -1
BO8 1 0 0 -1 0 -1
B09 1 0 0 -1 0 -1
B10 2 0 0 -2 0 -2
Mediana 1 0 0 -1 0 -1
Nbr. < 0 - - - B 1 7
Nbr. = 0 - - - 1 7 2
Nbr. > 0 - - - 0 1 0

n 9 9 9 9 9 9
Promedio 1,3 0,2 0,2 -1,1 0,0 -1,1
+-SEM 0,17 0,15 0,20 0,26

0,15 0,17
Di4—~Incl. D43=D14 | Di3—-Incl.
WSRT | 0,0143 0,7500]0,0225

29



TABLA 7: Histopatologia in antrum

Antro (grado)

Inclusién | D, Daa Di1s=Incl. | D43—Di¢ | Dyp-Incl.
BO1 1 2 0 1 -2 -1
BO2 1 0 2 -1 2 1
BO4 0 0 0 o 0 0
BO5 0 1 1 0 1
B06 1 0 1 -1 1 0
B07 1 0 1 -1 1 0
BO8 1 1 1 0 0 0
BO9 1 0 0 -1 0 -1
B10 1 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
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

Dyy~=Incl. D43—Di4 | Dy3~Incl.

WSRT | 0,5294 0,8336|0,7874

Al final del periodo del tratamiento ([Incl.] a
[D14]) la mediana de la gastritis crénica disminuyé de manera
significativa en grados del "1" al "0"™ en el fondo (P =
0,0143). Esta disminucién se mantuvo hasta el fin del estudio.
Ninguna modificacién significativa del grado de la mediana se

notdé en las biopsias antrales.
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CONCLUSION

TRATAMIENTO ([ D),] va [Ds]l) - | POSTRATAMIENTO

Dieta especifica ([Dia] & [Dyl)

+ L. Johnsonii NCC 533 Dieta especifica

preparacidn de leche fermentada

FONDO ANTRO FONDO ANTRO
GHLO "' = ° (-)* {-)* ns ns
Actividad de la | (-)* (-1t (+)* ns
ureasa ! - P
Actividad da la | (-)* ns
ureasa ‘2 - ¢

{[Dy4) vs Inclusién) ([D4s) vs [Dyl)
Gaatritis cré-| (-)* na na na
nica 2 -4

{(Ut-test pareada; ‘® Prueba Wilcoxon Signed Rank - (-) (+) va-
riacién negativa o positiva - P<0,05 - °Histobacteriologia - P
Prueba Jatrox® — °Prueba de aliento ! C-Urea - ¢ Histopatologia

- na = no aparece.

En los perros que tlenen una infeccién géstrica pro-
ducida por los GHLO con una gastritis crénica, el consumo de
una preparacién de leche acidificada fermentada por L. johnso-
nii NCC 533 logré obtener:

- en el fondo y en el antro, una disminucién signifi-
cativa de la carga de los GHLO y la actividad de la ureasa y la
regresién de la gastritis crénica durante el tratamiento,

- en el fondo, una regresidén significativa de la gas-

tritis crénica que se mantuvo después de terminado el trata-

miento,
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EJEMPLO 3: Propiedades anti-Helicobacter presentes
en los sobrenadantes del cultivo de las diferentes cepas de
Lactobacilos.

Las propiedades anti-GHLO in vitro de los scbrenadan-
tes del crecimiento del cultivo del Lactobacilos de las cepas
aisladas: NCC 533, NCC 2583 y NCC 2628 fueron evaluadas por in-
hibiecién de la actividad de la ureasa.

Se cultivaron en agar Columbia - 5% de sangre de ove-
ja H. bizzozzeronii y H. salomonis . H. felis fue cultivado en
un agar de infusién de corazén - cerebro (BHI) que contenia 3
g/L de extracto de levadura y 10% de sangre de oveja. Se mantu-
vieron todas las especies de Helicobacter en una atmésfera mi-
croaer6fila (B5% N/10% CO2/ 5% O;) a 37°C durante 48 h. Se re-
cogieron las bacterias en el calde de BHI complementado con 2,5
g/L de extracto de levadura. Se estimo el nimero de bacterias,
midiendo la densidad éptica a 600 nm (1 OD600=10° bacteria/ml).
Los sobrenadantes del cultivo, puros o prediluidos en el medio
apropiado, se diluyeron finalmente 1:2 en un medio de DMEM.
Después de ajustar el pH en 4,2, se esterilizaron las muestras
mediante filtracién a través de 0,2 pM. Se agregd el equivalen-
te a 1x10’ de H. Pylori a tubos que contenian 500pl de diferen-
tes muestras y se mantuvieron los tubos por una hora mis a 37°C
en una incubadora de células (5% de CO3). Se recogieron las

bacterias mediante centrifugacién. Los pellets bacterianos se
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lavaron una vez en 0,9% de NaCl y se volvieron a suspender en
250 pl del reactivo de la prueba de ureasa (Jatrox® - H.p.-
test; Procter & Gamble Pharmaceutical). Después de una incuba-
cién adicicnal de 1 hora a 37°C, se determinaron los cambios
colorimétricos proporcionales a la actividad de la ureasa, me-
diante espectrofotometria a una densidad éptica (OD) de 550 nm.
Preparacién de sobrenadantes fermentados.

Los Lactobacilli de la coleccién de cultivos Nestlé
denominados NCC 2583 y NCC 2628 se cultivaron en un medio MRS-
Pasteur. E. faecium SF6B y S. boulardii SB20 fueron cultivados
en el medio HJL e YPF, respectivamente. Después de 48 h a 37°C
se sedimentaron las bacterias y se recuperaron los sobrenadan-
tes fermentados y se guardaron congelados a menos 20°C hasta su

préximo uso.

RESULTADO

Se cultivaron en paralelo en sus medios apropiados
cantidades de cepas de Lacbobacillus NCC 2583 y NCC 2628, de E.
faecium SF68 (Biofermento) y de S. boulardii SB20 (Levucell).
Los diferentes sobrenadantes fermentados fueron probados con
respecto a su capacidad inhibidora contra H. bizzozzeronii, H.
salominis y H. felis usando la prueba de ureasa. Se usd un so-
brenadante del crecimiento del cultivo de NCC533 como control
positivo y los medios de cultivo solos se usaron como controles

negativos en los ensayos.
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La tabla 8 muestra los resultados de dos experimentos
separados. El ssobrenadante fermentado del L. acidophilus NCC
2628 inhibidé totalmete la actividad de la ureasa de H. bizzoz-
zeronii, H. salominis y H. felis. El sobrenadante fermentado
de L. rhamnosus NCC 2583 inhibié parcialmente la actividad de
la de ureasa de H. bizzozzeronii y H. salomonis , pero no la
de H. felis.

La incubacién de cualquiera de las especies de Heli-
cobacter con el sobrenadante del cultivo de L. jfonhsonii NCC
533 condujo a una completa inhibicién de su actividad de la
ureasa. No se observd ninguna inhibicién de la actividad de la
ureasa al incubar las tres especies de Helicobacter con los so-
brenadantes del crecimiento del cultivo de E. faecium SF68, de

5. boulardii SB20.

TABRLA 8: Efecto de los diferentes sobrenadantes fer-

mentados sobre la actividad de la ureasa de GHLO.

Ureasa actividad | (ODssom)

Muestra especie PH inicial H.bizzozzeronii | H. felis | H. Salomonis
MRS-Pasteur - 6,6 0,5 0,5 0,5
YPD - 6,4 0,5 0,6 0,5
CNCM L. johnsonii 3,9 0,0 0,0 0,0
I-1225 0,0 0,0 0,0
CNCM L. rhamnosus 4,1 0,3 0,2 0,5
I-2583

CNCM L. acidophilus 4,1 0,0 0,0 0,0
I-2628

SF68 E. faecium 5,1 0,5 0,5 0,5
§B20 8. boulardii 1,2 0,5 0,5 0,6

3 Lactobacilli, E. faecium, S. boulardii fueron cultivados

durante 48 horas en sus medios apropiados. La dilucién 1/2 de
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los sobrenadantes del cultivo fermentados fue incubada con
2x107 bacteria/ml. Después de la incubacién de 1 hora, las ac-
tividades de las ureasas de H. bizzozzeronii, H, felis y H. sa-
lomonis fueron evaluadas por espectrofotometria. Inhibicién
total ODssomm= 0; sin inhibicidén ODssom 20,5.

EJEMPLO 4: Alimento seco para perros

Se hace una mezcla alimenticia de alrededor del 58%
por peso de maiz, alrededor del 5,5% por peso de gluten de
maiz, alrededor del 22% por peso de alimento de ave, 2,5% de
achicoria seca, leche fermentada mediante cepas de Lactobaci-
llus johnsonii NCC 533 (CNCM I - 1225) y Lactobacillus paraca-
seli (CNCM I - 2116) de manera que la cantidad correspondiente
para el perro es de alrededor de 10% - 10'? ufc/dia y sales, vi-
taminas y minerales que completan el resto.

La mezcla alimenticia se coloca en un preacondiciona-
dor y se humedece. El alimento humedecido se coloca entonces
en una cocina extrusora y se gelatiniza. La matriz gelatiniza-
da que sale de la extrusora es forzada a través de un molde y
extruida. El material extruide 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 relacio-

nados con la infeccién por GHLO en las mascotas.
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EJEMPLO 5

Se realiza un ensayo en un grupo de 20 sabuesos ma-
chos que habian contraido de manera natural una infeccién géas-
trica producida por los GHLO. A todos los perros se les dio
primero un antibiético, un tratamiento cliasico para la erradi-
cacién de los GHLO, que comprendia la administracién de dos an-
tibiéticos diferentes (Espiramicina y Metronidazol) y un anti-~
gsecretor tal como el Omeprazol durante una semana.

Después de 7 dias de tratamiento, la mitad de los pe-
rros tenian GHLO negativos, es decir, no se detectd ningin or-
ganismo Helicobacter mediante histobactereologia, ninguna acti-
vidad de ureasa gastrica y un valor de la prueba de aliento ’C-
Urea inferior al 5% de aumento sobre la linea de base en 40 mi-
nutos.

Después del tratamiento, la mitad de los perros fue
alimentada con el producto Friskies Menu Energy, que es un ali-
mento seco para perros que se encuentra en el comercio, como
alimento de control. A los 10 perros restantes se les alimenté
con un alimento de prueba correspondiente al producto Friskies
Menu Energy, excepto que contiene pellets de leche en polvo
fermentada por cepas de Lactobacillus johnsonii NCC 533 (CNCM-I
1225) y Lactobacillus paracasei (CNCM-I 2116) de manera que la
cantidad para un perro es de alrededor de 10° - 10'? ufc/dia.

La prueba de alientoc de °C-Urea y la deteccién del
Helipobacter mediante histcobacterlologia fueron medidas de nue-

vo 6 semanas después de la alimentacién mediante estas dos die-
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tas diferentes. El resultado muestra que el 20% de los perros
alimentados con el producto normal Friskies Menu Energy fue
positivo en 6 semanas. Todos los perros alimentados con el
alimento de prueba fueron negativos después de 6 semanas.

Esta composicién es eficaz como adyuvante en antibio-

terapias para la prevencién de la reinfestacién por GHLO.

EJEMPLO 6

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%
tinturas y 9% de leche fermentada por cepas de Lactobacillus
johnsonii NCC 533 (CNCM - I 1225) y Bifidobacterium lactis
(ATCC 27536), vitaminas y sales inorganicas. Esta mezcla es
emulsionada a 12°C y es extruida en forma de budin que luego es
cocido a una temperatura de 90°C., Se enfria a 30°C y se corta
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 goma de
guar. Se llenaron y se esterilizaron latas de estafio a 125°C
durante 40 minutos.

Esta composicién hameda estd destinada a prevenir o
tratar los trastornos relacionados con la infeccién por GHLO en

las mascotas.
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EJEMPLO 7: Efecto sobre el mal aliento

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

Este experimento demostré que alimentar a los perros
con una composicién que contiene una preparacién de leche aci-
dificada fermentada por L. johnsonii NCC 533 induce una reduc-
cién significativa del mal aliento.

Adeﬁﬁs, hubo una clara correlacién entre el nivel de

infeccién por Helicobacter y el mal aliento.
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REIVINDICACIONES

l. Uso de por lo menos una cepa de bacterias lacticas
y/o sus metabolitos o un medio fermentado por a lo menos una
bacteria l4ctica que ha sido alslada y seleccionada por su ca-
pacidad para desplegar una poderosa actividad bactericida anti-
Helicobacter in vitro, CARACTERIZADO porque sirve para la pre-
paracién de una composicién destinada a la profilaxis o al tra-
tamiento de trastornos relacionados con la infeccién producida

por los GHLO en las mascotas.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERI-
ZADO porque la bacteria de &cido lactico se usa en forma de un
medio fermentado por esa bacteria de Acido lactico o una sub-
fraccién del medio de cultivo fermentado por la bacteria de

&cido lactico.

3. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
clones precedentes, CARACTERIZADO porque la cepa de acterias de
dcido lactico se selecciona del grupo compuesto por Lactobaci-
llus johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paraca-
sei, Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis, Lactobaci-

Juus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fer-

39



mentum, Bifidobacterium sp., Bifidobacterium lactis, Bifidobac-

terium animalis.

4, Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones precedentes, CARACTERIZADO porque la cepa de bacterias
lacticas se selecciona del grupo compuesto por Lactobacillus
johnsonii NCC 533 (CNCM I - 1225), Lactobacillus fermentum NCC
2581 (CNCM I - 2448), Lactobacillus fermentum NCC 2592 (CNCM I
- 2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM I - 2452), Lac-
tobacillus paracasei NCC 2461 (CNCM I - 2116)K'Lactobaci11us
animalis NCC 2603 (CNCM I - 2451)/ﬁactabaci11us rahmnosus NCC
2583 (CNCM I - 2449), Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM

I - 2453), Bifidobacteriun lactis (ATCC 27536.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reividinca-
ciones precedentes, CARACTERIZADO porque las bacterias de Acido
lactico o el medio de fermentacién equivalente se usa de manera
que la cantidad disponible para la mascota sea de alrededor de

10? - 10" ufc/al dia.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones precedentes, CARACTERIZADO porque las bacterias de Acido

lactico o el medio de fermentacidn equivalente se usa en una
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Cantidad de alrededor de 10 - 102 ufc/dia para los perros y
107 - 10** ufc/dia para los gatos.

7. Una composicién de alimento para mascotas
CARACTERIZADA porque contiene una cantidad eficaz de por lo
menos una cepa de bacterias l&cticas aislada y/o sus
metabolitos o su medio de crecimiento fermentado. Las bacterias
lacticas son aisladas y seleccionadas por su capacidad para
desplegar una poderosa actividad bactericida anti-Helicobacter
in vitro donde esta composicién estd asociada con un soporte

ingerible o una matriz farmacéutica.

8. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 7,
CARACTERIZADA porque la bacteria de &4cido l&ctico se usa en
forma de un medio fermentado por una bacteria de &cido l&ctico
viable o inactivada o una subfraccién del medio de cultivo

fermentado por la bacteria &cido léacteo.

9. Una composicién de acuerdo con las reivindicaciones 7
u 8, CARACTERIZADA porque la cepae de bacterias de &cido
l&ctico se selecciona del grupo formado por Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum,
Bifidobacterium sp., Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium

animalisg.

10. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9, CARACTERIZADA porque la cepa de
bacterias l&cticas 8se selecciona del grupo compuesto por
Lactobacillus johnsonil NCC 533 (CNCM I - 1225),Lactobacillus
fermentum NCC 2581 (CNCM I - 2448), Lactobacillus fermentum NCC
2592 (cncm I - 2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM I
- 2452), Lactobacillus paracasei NCC 2461 (CNCM I - 2116),
Lactobacillus animalls NCC 2603 (CNCM I - 2451),Lactobacillus
rahmnosus NCC 2583 (CNCM I - 2449), Lactobacillus acidophilus
NCC 2628 (CNCM I - 2453), Bifidobacterium lactis (ATCC 27536).
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11. Una composicién de acuerdo .con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 10, CARACTERIZADA porque la cantidad de la
cepa de bacterias de &cido lactico o el medio de fermentacién
equivalente disponible para la mascota correponde a alrededor
de 10® - 10 cfu al dia.

12. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 11, CARACTERIZADA porque reduce la

L
infeccifn producida por GHLO en los perros y en los gatos de ’-J'c‘”

manera que la carga de los GHIO 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.

13. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 12, CARACTERIZADA porque induce una
regrenidén de la gastritis fGndica crénica, con una regresién
mediana del grado de la inflamacifn gdstrica de por lo menos
alrededor de 0,5.

14. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 11, CARACTERIZADA porgque los metabolitos

reducen el mal aliento de las mascotas.

15. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 11, CARACTERIZADA porgque previene o reduce
los trastornos relacionados con la infeccién producida por lcs
GHLO en el tracto gastrointestinal de las _ mascotas,

especialmente en el estSmago y en el inﬁestino bajo.
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de Iln solicitud cuya priorkiad se Invoca, copla de ia misma ceriificads por la autoridad que |a expkdld, un certificado de la fecha d e
presentacidn y, en ios casos en que haya lugar, la taduccidn simple del capitulo relvindicatorio. El incumplimientio de éste plazn ,
aczmean I périkia de I pricrided invocada.
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