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DESCRIPCION

Composiciones de alimento para mascotas que permiten tratar a los animales domésticos contra especies de
helicobacter

La presente invencion esta relacionada con el uso de una cepa aislada de bacterias lacticas para la preparacion de
una composicion alimentaria pensada para el tratamiento o profilaxis de trastornos relacionados con infeccién por
organismos similares a Helicobacter en animales domésticos. La invencion también esta relacionada con
composiciones alimentarias para animales domésticos preparada para los mismos.

Antecedentes de la invencion

Se sabe que en humanos, la infeccidén con el organismo patégeno Helicobacter pylori puede provocar gastritis, y
conduce a una enfermedad ulcerativa y tumores gastricos. Los métodos de tratamiento son numerosos. Se ha
mostrado anteriormente en PE 577903 (Nestlé) que las bacterias del acido lactico son capaces de inhibir
Helicobacter pylori tanto in vitro como in vivo.

Los carnivoros domésticos como los perros y los gatos estan practicamente todos infectados con otras especies de
Helicobacter gastricos. La mayoria de ellos no pueden cultivarse in vitro, pero morfolégicamente se parecen a H.
heilmannii. También se aislé H. felis de la mucosa gastrica de gatos y, recientemente, dos nuevas especies de
Helicobacter, denominadas H. bizzozeronii y H. salomonis, se aislaron de perros. No obstante, el Unico analisis
morfolégico no permite discriminar entre estas especies de Helicobacter y se agrupan bajo la denominacién de
"organismos gastricos similares a Helicobacter " (GHLO).

Los GHLO colonizan el antrum y/o el corpus de animales domésticos mientras que la colonizacién de H. pylori
principalmente tiene lugar en el corpus. Los organismos GHLO colonizadores se localizan en lo mas profundo de las
glandulas fundicas gastricas y algunas veces se encuentran de hecho dentro de los canaliculos celulares de las
células parietales gastricas asi como en las fosas gastricas y en el mucus, en comparacion con H. pylori que se sabe
gue no es una bacteria invasiva. (Dunn et al, 1997 : "Hp se localiza en el mucus adherido a la superficie del epitelio
superficial y a menudo se encuentran en lo profundo de las criptas”...)

La contaminacion del estdmago de gatos y perros por especies de Helicobacter se considera un factor de riesgo
importante para desarrollar una gastritis media o grave. La inflamacién observada normalmente es menos grave que
la que sucede en humanos infectados con H. pylori. Las lesiones mas graves como las Ulceras de estdmago,
linfomas y cancer puede observarse pero la patogenicidad de los GHLO esta lejos de ser clara.

Sin embargo, al controlar la infeccién por GHLO en gatos y perros a un nivel bajo se considera un beneficio por la
mayoria de veterinarios. Debido a que no es una enfermedad totalmente reconocida que requiera una terapia
farmacoldgica, es necesario un producto alimentario que contenga un ingrediente activo capaz de minimizar la
infeccion por GHLO en perros y gatos.

Resumen de la invencion

Asi, la presente invencion esta relacionada con la utilizacion de una cepa de bacteria del acido lactico seleccionada
de entre el grupo que consiste en Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus
fermentum, Bifidobacterium sp., Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium animalis y/o sus metabolitos o un medio
fermentado asi para la preparacién de una composicién para el tratamiento o profilaxis de infeccion de GHLO en
animales domésticos.

En una realizacion preferible, se utilizan los metabolitos producidos por la cepa aislada o un medio fermentado por
dicha bacteria del acido lactico, o subfracciones de medio fermentado cultivado por la cepa aislada de bacteria del
acido lactico.

En una realizacién preferible la cepa de bacteria del acido lactico se selecciona de entre el grupo que consiste en
Lactobacillus johnsonii NCC 533 (CNCM-I 1225), Lactobacillus fermentum NCC 2581 (CNCM [-2448), Lactobacillus
fermentum NCC 2592 (CNCM 1-2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM 1-2452), Lactobacillus paracasei
NCC 2461 (CNCMI 2116), Lactobacillus animalis NCC 2603 (CNCM [-2451), Lactobacillus rahmnosus NCC 2583
(CNCM 1-2449), Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM 1-2453), Bifidobacterium sp. NCC 2627, Bifidobacterium
sp. NCC 2657, Bifidobacterium lactis (ATCC 27536).

Otro objeto esta relacionado con un método para el tratamiento o para la profilaxis de trastornos relacionados con
infeccion por GHLO en animales domésticos, que comprende la administracién a un animal doméstico una
composicién que contiene al menos una cepa de bacteria del acido lactico y /o sus metabolitos o un medio
fermentado por al menos una bacteria del acido lactico que se ha aislado y seleccionado por su capacidad de
mostrar una fuerte actividad bactericida anti-Helicobacter in vitro.
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La composicidon alimentaria para mascotas que contiene una cantidad efectiva de la menos un componente
seleccionado de entre el grupo que consiste en Lactobacillus fermentum NCC 2581 (CNCM [-2448), Lactobacillus
fermentum NCC 2592 (CNCM 1-2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM 1-2452), Lactobacillus paracasei
NCC 2461 (CNCM-I 2116), Lactobacillus animalis NCC 2603 (CNCM 1-2451), Lactobacillus rahmnosus NCC 2583
(CNCM [-2449), Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM [-2453), Bifidobacterium lactis (ATCC 27536), los
metabolitos y un medio de crecimiento fermentado de los mismos; un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

Esta composicion alimentaria para mascotas es capaz de disminuir la infeccion por GHLO en perros y gatos de
forma que la carga de GHLO vy la actividad ureasa se reducen en al menos 0,5 grados en el fundus y en al menos
0,5 grados en el antrum.

El efecto de la composicidon sobre la gastritis cronica se analizé también mediante el examen citolégico de la biopsia
en secciones finas. Se puede inducir una regresion de la gastritis findica crénica, con una regresiéon media en un
grado de inflamacion gastrica (graduada de 0 a 3) en al menos 0,5.

En otra realizacion, esta composicion alimentaria para mascotas puede inducir una reduccion significativa de malos
olores en el aliento que estan correlacionadas con el nivel de infeccion por GHLO.

Descripcion detallada de la invencion

Dentro de la siguiente descripcion, el término "GHLO" define a los "organismos gastricos similares a Helicobacter".
Las especies de Helicobacter como Helicobacter felis, H. heilmannii, H. bizzozeroni y H. salomonis, por ejemplo, que
se ha visto que colonizan la mucosa gastrica en animales domésticos, se agrupan bajo esta denominacion.

Ademas, se incluye dentro de los términos "trastornos por GHLO", todos los trastornos que pueden afectar
directamente al tracto gastrointestinal de animales domésticos, pero también a trastornos secundarios como
sintomas de halitosis, por ejemplo.

Finalmente "NCC" se refiere a la Coleccion de Cultivos Nestlé (Nestlé Research Center, Vers-chez-les-Blanc,
Lausanne, Suiza).

Respecto al primer objeto de la presente invencion, el uso de al menos una cepa de bacteria del acido lactico y/o sus
metabolitos o un medio fermentado por al menos una cepa de bacteria del &cido lactico que es capaz de mostrar
una fuerte actividad bactericida anti-Helicobacter in vitro, se refiere a la preparacion de una composicion pensada
para la profilaxis o el tratamiento de trastornos relacionados con una infeccion por GHLO en animales domésticos.

Estas cepas se han seleccionado entre cepas de bacterias de acido lactico respecto a sus parametros tecnoldgicos
y fisiolégicos y en particular por sus buenas caracteristicas de crecimiento, al menos 5x10° bacterias /ml,
preferiblemente 10%-10" bact/ml, mas preferiblemente 10°-10" bact/ml y su capacidad de mostrar una fuerte
actividad bactericida anti-Helicobacter in vitro.

En una realizacion la cepa de bacterias del acido lactico puede seleccionarse de entre el grupo que consiste en
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium sp., Bifidobacterium
lactis y Bifidobacterium animalis.

La cepa de bacterias del acido lactico se selecciona de entre el grupo que consiste en Lactobacillus johnsonii NCC
533 (CNCM-I 1225), Lactobacillus fermentum NCC 2581 (CNCM 1-2448), Lactobacillus fermentum NCC 2592
(CNCM 1-2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM [-2452), Lactobacillus paracasei NCC 2461 (CNCM-I
2116), Lactobacillus animalis NCC 2603 (CNCM 1-2451), Lactobacillus rahmnosus NCC 2583 (CNCM [-2449),
Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM 1-2453), Bifidobacterium sp. NCC 2627, Bifidobacterium sp. NCC 2657 y
Bifidobacterium lactis (ATCC 27536).

Entre las diferentes cepas seleccionadas de acuerdo con la presente invencion, las siguientes cepas se depositaron
por ejemplo bajo el tratado de Budapest en la colecciéon nacional de cultivos de microorganismos (CNCM) del Institut
Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia: Lactobacillus johnsonii (NCC 533) el 30.06.92 con
la referencia CNCM 1-1225, Lactobacillus paracasei (NCC 2461) el 12.01.99 con la referencia CNCM [-2116 y
Lactobacillus fermentum NCC 2581, NCC 2592, NCC 2613, Lactobacillus animalis NCC 2603, Lactobacillus
rahmnosus NCC 2583, Lactobacillus acidophilus NCC 2628 el 19.04.00 con las referencias (CNCM [-2448), (CNCM
[-2450), (CNCM 1-2452) (CNCM 1-2451), (CNCM 1-2449) y (CNCM [-2453), respectivamente. La cepa de
Bifidobacterium lactis ((ATCC27536) fue proporcionada por Hansen (Chr. Hansen A/S, 10-12 Boege Alle, P.O. Box
407, DK-2970 Hoersholm, Dinamarca).

Caracterizacion bioquimica de las cepas seleccionadas

Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225
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- microorganismo Gram positivo, sin motilidad, sin espurulacién

- forma de bacilo bastante corto y ancho

- microorganismo microaeroéfilo con metabolismo homofermentativo, produccion de acido lactico L (+) y D (-).
- catalasa (-), produccién de CO2 (-), hidrélisis de arginina (-)

- fermentacién de azucares: amigdalina (+), arabinosa (-), celobiosa (+), esculina (+), fructosa (+), galactosa (-),
glucosa (+), lactosa (+), maltosa (+/-), manitol (-), manosa (+), melibiosa (-), rafinosa (+), ribosa (-), salicina (+),
sacarosa (+), trehalosa (+).

Lactobacillus paracasei CNCM 1-2116

- Gram positivo

- catalasa negativo,

- arginina en forma NHj3 negativo,

- produccién de CO; negativo

- produccion de acido lactico L(+),

- crecimiento en presencia de sales biliares en una concentracién de hasta alrededor de 0,4%.

La cepa aislada de bacterias lacticas y/o su medio de cultivo fermentado puede utilizarse para la preparacion de
composiciones que pretenden mejorar la salud de la mascota, y en particular para la prevencién o tratamiento de
trastornos relacionados con la infeccion por GHLO en animales domésticos.

Estos pueden utilizarse en otros trastornos relacionados con la infeccion por GHLO, como el mal aliento. De hecho,
la presencia de GLHO en el estémago de gatos y perros puede tener una clara influencia en el mal aliento al
producir una gran cantidad de amonio a partir de la urea. Este amonio puede aparecer en el aliento tras eructarse. El
mal aliento también puede estar relacionado con la presencia de GHLO en el estdbmago por la produccion de
compuestos sulfuro volatiles. Preferiblemente, los metabolitos producidos por dichas cepas aisladas pretenden
reducir el mal olor del aliento y refrescar el aliento de la mascota.

También puede utilizarse una subfraccion del medio de cultivo fermentado por la cepa aislada cepa de bacterias del
acido lactico.

La cepa de bacterias del acido lactico de acuerdo con la invencion, puede utilizarse en su forma viable o inactivada.

En una realizacion preferible, la cepa de bacterias del acido lactico se utiliza en presencia de su medio de
crecimiento fermentado. Dicho medio puede esterilizarle solo o con un alimento, extraido o secado por pulverizacion,
enfriado o estable a temperatura ambiente, por ejemplo.

Las bacterias del acido lactico o el medio de fermentacién equivalente puede utilizarse de forma que la cantidad
disponible para la mascota puede corresponder a alrededor de 10°-10,, cfu diarias. Esta cantidad depende del peso
del animal, y esta preferiblemente alrededor de 10°-10™ ufc/dia para perros y 10-10"" ufc/dia para gatos.

En otra realizacion, la invencion esta relacionada con un método para el tratamiento o la profilaxis de trastornos
relacionados con una infeccién por GHLO en animales domésticos, que comprende la administracion a una mascota
de una composicién que contiene al menos una cepa de bacterias del acido lactico y/o un medio fermentado por al
menos una bacteria del acido lactico con las caracteristicas anteriores. La cantidad disponible para la mascota
puede corresponder a alrededor de 10°-10" ufc diarias, y esta preferiblemente alrededor de 10°-10" ufc / dia para
perros y 10’-10"" ufc / dia para gatos.

El segundo objeto principal de la presente invencion esta relacionado con una composicion alimentaria para
mascotas que contiene al menos una cepa aislada de bacterias del acido lactico y/o sus metabolitos o medio de
crecimiento fermentado, y dichas bacterias lacticas poseen las caracteristicas anteriores, asociada con un soporte
ingerible o una matriz farmacéutica.

La cepa y/o su medio fermentado puede seleccionarse de entre una o mas bacterias lacticas adecuadas para el
consumo animal por su capacidad de mostrar una actividad bactericida anti-Helicobacter in vitro.
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Al menos una cepa bacteriana con las caracteristicas anteriores y/o su medio fermentado puede administrarse a la
mascota como un suplemento a su dieta normal o como un componente de un alimento para mascotas
nutricionalmente completo.

La composicion alimentaria para mascotas nutricionalmente completa de acuerdo con la invenciéon puede estar en
forma pulverizada o seca, o ser un producto alimentario humedo, enfriado o estable a temperatura ambiente.

También puede ser un suplemento a la dieta para animales domésticos o una composicién farmacéutica.

El alimento para mascotas nutricionalmente completo puede encontrarse en cualquier forma adecuada, por ejemplo
en forma seca, semihumeda y humeda. Estos alimentos para mascotas pueden fabricarse del modo convencional.
Aparte de las cepas bacterianas y/o su medio fermentado, estos alimentos para mascotas pueden incluir uno o mas
componentes de entre cualquier fuente de almidon, fuente de proteinas y fuente de lipidos.

Las fuentes de almidén adecuadas son, por ejemplo, granos y legumbres como el maiz, arroz, trigo, cebada, avena,
soja y mezclas de los mismos.

Las fuentes de proteina adecuadas pueden seleccionarse de entre cualquier fuente animal o vegetal adecuada; por
ejemplo carne y harina, harina de ave, harina de pescado, concentrados de proteinas de soja, proteinas de la leche,
gluten y similares. Para los animales de edad avanzada, es preferible que la fuente de proteinas contenga una
proteina de elevada calidad.

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

La eleccion de las fuentes de almidén, proteina y lipidos vendran determinadas principalmente por las necesidades
nutricionales del animal, consideraciones de palatabilidad, y el tipo de producto a producir. Para los animales
domésticos de edad avanzada, el alimento para mascotas preferiblemente contiene proporcionalmente menos grasa
que los alimentos para animales domésticos mas jovenes. Ademas, las fuentes de almidén pueden incluir uno 0 mas
de los siguientes componentes: arroz, cebada, trigo y maiz.

Ademas, también pueden incorporarse varios ingredientes distintos, como por ejemplo, azucar, sal, especies,
aderezos, vitaminas, minerales, agentes aromatizantes, grasas y similares en el alimento para mascotas segun se
desee.

Para los alimentos para mascotas secos, un proceso adecuado es el cocinado con extrusidon, aunque pueden
utilizarse el horneado y otros procesos adecuados. Cuando se cocina con extrusion, el alimento para mascotas seco
a menudo se proporciona en forma de croquetas. Si se utiliza un probiético, debe mezclarse el probidtico con el
resto de ingredientes del alimento para mascotas seco previamente a su procesado. Un proceso adecuado se
describe en la solicitud de patente europea N° 0850569, cuya descripcion se incorpora aqui como referencia. Si se
utiliza un microorganismo probidtico, el organismo se sitia como un recubrimiento o como un relleno en el alimento
para mascotas seco. Un proceso adecuado se describe en la solicitud de patente europea N° 0862863, cuya
descripcién se incorpora aqui como referencia.

Para los alimentos humedos, los procesos descritos en las patentes US 4.781.939 y 5.132.137 pueden utilizarse
para producir productos que simulan ser carne. Las descripciones de estas patentes se incorporan aqui como
referencia. También pueden utilizarse otros procedimientos para producir productos en porciones, por ejemplo
cocinar en un horno de vapor. Alternativamente, pueden producirse productos en rodajas emulsificando un material
carnico adecuado para producir una emulsién carnica, afiadiendo un agente gelificante adecuado y calentando la
emulsién carnica previamente a su introduccién en latas u otro tipo de contenedores.

La cantidad de probidtico en el alimento para mascotas esta preferiblemente alrededor del 20% en peso;
especialmente alrededor del 10% en peso. Por ejemplo, el probidtico puede comprender alrededor del 0,1% a
alrededor del 5% en peso del alimento para mascotas. Para los alimentos para mascotas que utilizan achicoria como
probidtico, la achicoria incluida puede comprender de alrededor del 0,5% a alrededor del 10% en peso de la mezcla
alimenticia, mas preferiblemente de alrededor del 1% a alrededor del 5% en peso.

Si se utiliza un microorganismo probiético, el alimento para mascotas preferiblemente contiene de alrededor de 10*a
alrededor de 10" células del microorganismo probidtico por gramo de alimento para mascotas; mas preferiblemente
de alrededor de 10° a alrededor de 10° células del microorganismo probiético por gramo. El alimento para mascotas
puede contener de alrededor del 0,5% a alrededor del 20% en peso de la mezcla del microorganismo probidtico,
preferiblemente de alrededor del 1% a alrededor del 6% en peso; por ejemplo de alrededor del 3% a alrededor del
6% en peso.

Los alimentos para mascotas pueden contener otros agentes activos como acidos grasos de cadena larga. Los

acidos grasos de cadena larga adecuados incluyen el acido alfa linoleico, acido gamma linoleico, acido linoleico,
acido eicosapentanoico y acido docosahexanoico. Los aceites de pescado son una fuente adecuada de acido
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eicosapentanoico y acido docosahexanoico. El aceite de borraja, el aceite de semillas de grosella negra y el aceite
de onagra son fuentes adecuadas de acido gamma linoleico. Los aceites de cartamo, los aceites de girasol, los
aceites de maiz y los aceites de semilla de soja son fuentes adecuadas de acido linoleico.

Si es necesario, los alimentos para mascotas se suplementan con minerales y vitaminas de forma que sean
nutricionalmente completos.

Ademas, si se desea, la cepa de bacterias puede estar encapsulada, por ejemplo en una matriz de aztcares, matriz
de grasas o matriz de polisacaridos.

La cantidad de alimento para mascotas que debe consumir la mascota para obtener un efecto beneficioso
dependera del tamafo o de la mascota, el tipo de mascota y la edad de la mascota. Sin embargo, a menudo sera
adecuada una cantidad del alimento para mascotas que proporcione una cantidad diaria de alrededor de
aproximadamente 10%-10™ ufc de al menos una cepa de bacterias del acido lactico y/o el medio de fermentacion
equivalente. Preferiblemente, se administran alrededor de 10°-10" ufc / dia para perros o 107-10"" ufc / dia para
gatos.

La composicion de acuerdo con la invencion se pretende utilizar en particular para la profilaxis o el tratamiento de
infecciones relacionados con GHLO en animales domésticos, y en particular en el tracto gastrointestinal o en el
intestino grueso de los animales domésticos, por ejemplo. También se pretende utilizar para mantener una funcion
digestiva sana en animales domésticos y evitar la reinfeccidén por cepas patogénicas como los GHLO, por ejemplo.
Por lo tanto, esta composicién también puede utilizarse como adyuvante de una terapia con antibioticos frente a la
infeccién por GHLO.

El efecto de la composicion de acuerdo con la invencion sobre los GHLO se evalu6 mediante un examen histoldgico
de secciones de biopsia (véase el ejemplo 2). Si el nimero de GHLO por seccién es de ausencia de bacterias (grado
"0"); menos de 5 bacterias (grado "1"); entre 5 y 20 bacterias (grado "2") y mas de 20 bacterias (grado "3"). Esta
composicion alimentaria para mascotas es capaz de reducir la infeccion por GHLO en perros y gatos de forma que la
carga de GHLO y la actividad ureasa en el fundus se reduce en al menos 0,5 grados y al menos en 0,5 grados en el
antro.

El efecto de la composicidn sobre la gastritis cronica también se evalué mediante un examen citolégico de secciones
finas de biopsia. La clasificacién histoldgica de la gastritis crénica es:

- grado O: fibrosis superficial, 0 neutrdéfilos, 0-10 linfocitos y células plasmaticas, sin agregados, epitelio normal;

- gastritis crénica leve - grado 1: gastritis superficial crénica, 10-15 linfocitos o células plasmaticas que involucran el
tejido intersticial superficial, agregados <2, epitelio normal,

- gastritis crénica moderada - grado 2: gastritis intersticial cronica, 10-50 o mas linfocitos o células plasmaticas que
involucran el grosor completo de la mucosa, agregados >3, epitelio normal

- gastritis crénica severa - grado 3: gastritis atréfica, 10-50 o mas linfocitos o células plasmaticas, agregados >3,
cambios en el epitelio glandular.

Esta composicion puede inducir una regresion de gastritis fundica crénica, con una regresion mediana del grado de
inflamacion gastrica de al menos alrededor de 0,5.

También se ha demostrado que esta composicién induce una reduccion significativa del mal aliento. Asi, se pretende
utilizar para tratar o evitar los trastornos secundarios relacionados con la infecciéon por GHLO como el mal olor del
aliento en los animales domésticos.

Ademas, las composiciones de acuerdo con la presente invencion también se pretenden utilizar para aumentar la
longevidad en perros.

Los siguientes ejemplos se proporcionan solamente a modo de ilustracion y en modo alguno deben tomarse como
limitantes de la materia objeto de la presente solicitud. Todos los porcentajes se proporcionan en peso a no ser que
se indique de otro modo.

Ejemplos

Ejemplo 1: Seleccion de la cepa bacteriana

Para seleccionar la cepa bacteriana de acuerdo con la presente invencién, pueden incubarse los GHLO cultivables

(10" bacterias) a 37°C y en CO2 al 5% durante 1-2 horas en presencia de diluciones seriadas de dicho sobrenadante
de cultivo de la cepa bacteriana (BS) en DMEM. Tras la incubacion, la mezcla de GHLO-BS se centrifuga a 12.000 g
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durante 3 minutos, luego se lava el botén con 1 ml de NaCl 0,9%, y se resuspende en 500 pl de test de ureasa
rapido (Jatrox®-H.p.-test, Procter & Gamble Pharmaceuticals GmbH, Weiterstadt, Alemania). Los cambios
colorimétricos, proporcionales a la actividad ureasa, se determinan mediante un analisis fotométrico a una densidad
optica de 550 nm.

La viabilidad bacteriana se estima previamente y tras la incubacion con LS mediante la siembra en placa de
diluciones seriadas de los GHLO en placas de suero (GC agar, Gibco BRL, Paisley, Escocia) suplementadas con
suero de caballo al 10%, Inotec, y con Isovitale X al 1% (Baltimore Biological Laboratories, Baltimore, MD), y el
contaje de las unidades formadoras de colonias (CFU).

Ejemplo 2

Se estudian los efectos de un suplemento con medio de fermentacion de Lactobacillus sobre la infeccion por
Helicobacter spp. en perros.

Materiales y métodos
Animales

El comité ético de la escuela de veterinaria de Lyon - Francia, aprob¢ el estudio. Se incluyeron en el estudio nueve
machos de beagle, que de forma natural habian contraido una infeccion gastrica con GHLO. El peso de los perros
oscilaba entre 10 y 14 kg y la edad entre 3 y 4 afios. Los perros se mantuvieron en casetas individuales con
condiciones idénticas de higiene y alimentacion (escuela de veterinaria de Lyon - Francia). Las casetas se limpiaron
y desinfectaron diariamente.

Los perros se alimentaron regularmente a las 8 a.m. y tuvieron acceso constante al agua a lo largo del estudio.
Durante el estudio completo, se alimentaron con una dieta especifica: VITALITY® - Friskies, Francia (anexo A).

Disefio experimental

Antes del tratamiento, la infeccion gastrica con GHLO se habia confirmado en los 9 beagle mediante una evaluacion
de la identificacion de GHLO (histobacteriologia), la actividad ureasa gastrica (test Jatrox®) y la presencia de gastritis
crénica (histopatologia) en biopsias fundicas y/o antrales del estdmago. Todos los perros con infeccién por GHLO se
sometieron a un tratamiento de 13 dias de duracién. La deteccion de infeccion gastrica por GHLO mediante estas
pruebas, ademas de la prueba del aliento de "*C-urea se repitié tres veces: antes del tratamiento [Do], al final del
tratamiento [D13] y 30 dias tras la finalizacion del tratamiento [D43].

Tratamiento

El tratamiento se componia de un consumo diario de una preparacién de leche acidificada fermentada por L.
johnsonii NCC 533 de 13 dias de duracion. La preparacion de leche acidificada debia consumirse completamente
antes de la dieta especifica (240 g de "VITALITY® /perro).

Pruebas de evaluacién

» Examen clinico: durante el estudio completo, dos cirujanos veterinarios de la escuela de veterinaria de Lyon -
Francia vigilaron a los perros. Las observaciones clinicas se registraron en un formulario de informe de casos.

* Biopsia gastrica: la endoscopia gastrica se realizé con anestesia (quetamina, IMALGENE®, 5 mg/ kg - IM). Los
perros se mantuvieron sin comer durante 24 horas. La endoscopia se realizé con un videogastroscopio Olympus®
GIFK/XV10. En cada dia de evaluacién, se tomaron 12 biopsias del fundus y del antro. Dos biopsias fundicas y
antrales se utilizaron inmediatamente para medir la actividad ureasa de los GHLO. Cuatro biopsias fundicas y
antrales se mantuvieron en una solucion "bouin" antes de utilizarse en la histobacteriologia e histopatologia.

* |dentificaciéon de GHLO (histobacteriologia): la identificacion de GHLO se realizé mediante un examen histoldgico
de secciones de la biopsia. Las secciones de tejido se tifieron con un colorante tipo Giemsa y se evaluaron mediante
microscopia optica (x 1000). Se realizd una evaluacién semicuantitativa de los GHLO teniendo en cuenta la
localizacién en el estémago y la profundidad de la contamination extracelular. Si el nimero de GHLO por seccion es
de ausencia de bacterias (grado "0"); inferior a 5 bacterias (grado "1"); entre 5 y 20 bacterias (grado "2") y mas de 20
bacterias (grado "3"). Para cada biopsia fundica y antral, se realizaron dos secciones, luego se evaluaron y el
resultado fue la media de las dos evaluaciones (Ref. Willard M.D. Characterization of naturally developing small
intestinal bacterial overgrowth in 16 German Shepherd Dogs. J Am Vet Med Assoc, 1994, 204, 1201-1206).

« Actividad ureasa gastrica (test Jatrox®- H.P., Procter & Gamble, Alemania): el principio del ensayo es que la urea

en el medio de ensayo la escinde la ureasa presente en los GHLO. El aumento del valor del pH asociado con la
escision de la urea causa un cambio de color en el medio indicador (rojo fenol) de amarillo a rosa/rojo. Las biopsias
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se analizaron inmediatamente tras su recogida. Tras la introduccion de la biopsia en el medio indicador, se realizé
una lectura del test Jatrox® a los 180 minutos mediante un fotdmetro con un detector ultravioleta que se fijo a 550 nm
para su lectura con una referencia a 650 nm. La actividad ureasa en las biopsias fundicas y antrales es la media de
dos determinaciones opticas.

* Prueba del aliento con "*C-urea (UBT): el ensayo UBT se realizd dos horas tras la anestesia para la endoscopia,
de forma que ésta no influenciara los resultados del UBT. El UBT se realizé en perros deprivados de alimento, sin
anestesia. La primera vez, los perros ingirieron una comida de prueba, que era la mitad de su ingesta diaria; es decir
120 g de VITALITY® / perro. La segunda vez, se administré a los perros por via oral 7,5 mg de "C-urea/ perro
(MASS TRACE, Woburn - USA). Se obtuvieron muestras de *CO2 expirado antes de la comida de prueba [TB] y
luego tras 40 minutos tras la administracion de "*C-urea [T40]. Después, los perros obtuvieron la segunda mitad de
su ingesta diaria de alimento. Las muestras de ®CO2 expirado se analizaron con un espectrometro de masas de
proporcion de isétopos en gases (FINNIGAN MAT, Bremen - Alemania). Para estandarizar los resultados entre
laboratorios, se utilizd un analogo del estandar internacional de referencia de C (Vienna Pee Dee Belemnite o
VPDB). El exceso porcentual de atomos de *COz2 se definid6 como la diferencia (valor delta, &) en el porcentaje de
atomos de "COz2 entre la muestra basal (muestra tomada antes de la comida de prueba y la administracién de *C
[TB]) y las muestras obtenidas tras 40 minutos [T40] x 1000 (44,45). Los resultados se expresan como un exceso de
3"CO2 (8 %o).

* Histopatologia (citologia): la histopatologia se realiz6 mediante el test cytoloBT y examen citolégico de secciones
finas de las biopsias. Las secciones impresas se tifieron con hematoxilina-floxina-azafran (HPS) y se observaron
mediante un microscopio. Los criterios para el diagnoéstico histolégico de las biopsias gastricas se basan en el
numero de cada tipo de células, que es la media de tres campos vistos a un aumento de x400, y la cantidad de
agregados linfociticos, que es el nimero en una muestra a un aumento de x200. La clasificacion histolégica de la
gastritis cronica es:

- grado 0: fibrosis superficial, 0 neutrdfilos, 0-10 linfocitos y células plasmaticas, sin agregados, epitelio normal;

- gastritis crénica leve - grado 1: gastritis superficial crénica, 10-15 linfocitos o células plasmaticas que involucran el
tejido intersticial superficial, agregados <2, epitelio normal,

- gastritis cronica moderada - grado 2: gastritis intersticial crénica, 10-50 o mas linfocitos o células plasmaticas que
involucran el grosor completo de la mucosa, agregados >3, epitelio normal

- gastritis cronica severa - grado 3: gastritis atréfica, 10-50 o mas linfocitos o células plasmaticas, agregados >3,
cambios en el epitelio glandular (atrofia). (Ref.: P. Lecoindre, M. Chevallier, R. Gillard y F. Daurin - Small intestinal
bacterial overgrowth and inflammatory bowel diseases in dogs. Evaluation of the therapeutic efficacy of Spiramycine-
Metronidazole association. Revue MéD. Vét, 1998;149:843-852).

Analisis estadistico

Cada resultado de las pruebas diagnosticas fue la media de dos determinaciones de biopsias distintas. La
normalidad o anormalidad de la distribucidon de los resultados se ha estudiado mediante el procedimiento de Wilk-
Shapiro.

Los efectos del tratamiento y posteriores al tratamiento se evaluaron utilizando una prueba de rangos con signo de
Wilcoxon (WSRT) y/o un prueba t de pares igualados. Todos los calculos estadisticos se realizaron con un programa
informatico (Statistix®, Excel Microsoft®). Se considerd como significativo un valor de p < 0,05.

Resultados

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

Tabla 1 : Histobacteriologia en fundus

Fundus / Corpus (grado)
Do D14 D43 D14- Do D43- D14 D43- Do
BO1 3 1 2 -2 1 -1
B02 3 2 3 -1 1 0
B04 2 1 0 -1 -1 -2
B05 3 2 1 -1 -1 -2
B06 3 0 3 -3 3 0
B0O7 3 1 2 -2 1 -1
B08 3 3 2 0 -1 -1
B09 3 1 1 -2 0 -2
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B10 3 1 3 -2 2 0
Mediana 3 1 2 -2 1 -1
N° <0 - - - 8 3 6
N° =0 - - - 1 1 3
N° >0 - - - 0 5 0
n 9 9 9 9 9 9
Media 2,9 1,3 1,9 -1,6 0,6 -1
+- DE 0,11 0,29 0,35 0,29 0,47 0,29
D14 vs Do D43 vs D14 D43 vs Do
| WSRT | 0,0143 10,3270 0,0360
Tabla 2 : Histobacteriologia en el Antro
Antro (grado)
Do D14 D43 D14- Do D43- D14 D43- Do
BO1 1 1 2 0 1 1
B02 1 1 2 0 1 1
B04 2 1 0 -1 -1 -2
B05 2 1 2 -1 1 0
B06 2 1 1 -1 0 -1
B0O7 1 0 1 -1 1 0
B08 1 1 1 0 0 0
B09 2 0 2 -2 2 0
B10 2 1 1 -1 0 -1
Mediana 2 1 1 -1 1 0
N° <0 - - - 6 1 3
N° =0 - - - 3 3 4
N° >0 - - - 0 5 2
n 9 9 9 9 9 9
Media 1,6 0,8 1,3 -0,8 0,6 -0,2
+- DE 0,18 0,15 0,24 0,22 0,29 0,3
D14 vs Do D43 vs D14 D43 vs Do
| WSRT 0,0360 0,1422 0,5896

A la finalizacion del tratamiento ([Do] a [D14]), la mediana de la carga bacteriana con GHLO disminuyd
significativamente desde el grado "3" al grado "1" en el fundus (P= 0,0143) y desde el grado "2" al grado "1" en el

antro (P= 0,0360).

Entre el inicio y el final del tratamiento ([Do] a [D43]), la mediana de la carga bacteriana con GHLO disminuyd
significativamente desde el grado "3" al grado "2" en las biopsias del fundus (P<0,0360). En las biopsias del antro,

no hubo diferencias significativas.

Actividad de ureasa gastrica (prueba de Jatrox®): Los resultados se presentan en las Tablas 3 y 4.

Tabla 3 : Actividad de ureasa gastrica (prueba de Jatrox ®) en fundus

Fundus / Corpus (densidad 6ptica)

Do D14 D43 D14- Do D43- D14 D43- Do
BO1 0,43 0,34 0,43 -0,09 0,09 0,01
B02 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
B05 0,47 0,31 0,49 -0,16 0,18 0,02
B06 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
B08 0,68 0,31 0,40 -0,37 0,09 -0,28
B09 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
N°<0 - - - 9 0 6
N°=0 - - - 0 0 0
N° >0 - - - 0 9 3
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Fundus / Corpus (densidad 6ptica)
Do D14 D43 D14- Do D43- D14 D43- Do
n 9 9 9 9 9 9
Media 0,49 0,32 0,43 -0,17 0,11 -0,06
+- DE 0,03 0,04 0,01 0,06 0,04 0,03
D14 vs Do D43 vs D14 D43 vs Do
| Prueba t de pares igualados 0,0155 0,0381 0,0921
Tabla 4 : Actividad de ureasa gastrica (prueba de Jatrox®) en el antro
Antro (densidad 6ptica)
Do D14 D43 D14- Do D43- D14 D43- Do
BO1 0,31 0,00 0,00 -0,31 0,00 -0,31
B02 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
B05 0,46 0,00 0,00 -0,46 0,00 -0,46
B06 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
B08 0,00 0,07 0,00 0,07 -0,07 0,00
B09 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
Median 0,28 0,00 0,00 -0,28 0,00 -0,28
N°<O - - - 6 2 6
N°=0 - - - 2 7 3
N°>0 - - - 1 0 0
n 9 9 9 9 9 9
Media 0,20 0,01 0,00 -0,19 -0,01 -0,20
+- DE 0,06 0,01 0,00 0,07 0,01 0,06
D14 vs Do D43 vs D14 D43 vs Do
| Prueba t de pares igualados | 0,0197 0,1756 0,0123

A la finalizacién del tratamiento ([Do] a [D14]), la media de la actividad ureasa disminuyé significativamente a un 35%
en el fundus (P=0,0155) y 93% en el antro (P=0,0197).

Veintinueve dias después del fin de tratamiento ([D14] a [D43]), la actividad media de la ureasa aumento
significativamente en un 35% en las biopsias del fundus (P=0,0381) pero sigui6é siendo inferior a la del inicio del
tratamiento. La actividad ureasa del antro no se modificé y continu6 siendo nulo.

Actividad de ureasa global (test de aliento con 13C-urea) :

Los resultados se proporcionan en la Tabla 5.

Tabla 5 : Actividad ureasa global (test de aliento con 13C—urea)

Do D14 | D43 D14-Do D43-D14 D43-Do
BO1 34 6 55 -28 49 21
B02 18 26 21 8 -5 3
B04 165 |24 50 -141 26 -116
B05 15 7 6 -8 -1 -9
B06 18 20 19 2 -1 1
BO7 12 13 22 1 9 10
B08 47 17 15 -30 -2 -32
B09 20 10 9 -10 -1 -11
B10 32 9 13 -23 4 -19
Mediana 20 13 20 -10 -1 -9
N° <0 - - - 6 5 5
N° =0 - - - 0 0 0
N° >0 - - - 3 4 4
n 9 9 9 9 9 9
Media 40 14 23 -26 9 -17
+- DE 16 3 6 15 6 13

10
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[Do  [D14 [Dass3 [D14a-Do  [D43-D14 [ Da3-Do
D14vs Do | D43vs D14 | D43 vs Do
| WSRT |0,0494 0,4772 0,3433

Entre el inicio y el final del tratamiento ([Do] a [D14]), la mediana del enriquecimiento de "°C de 35% de *CO2
espirado disminuy¢ significativamente (P=0,049).

5 Al final de los 29 dias tras la finalizacidn del tratamiento ([D14] a [D43]), del enriquecimiento de 3¢ del "*cO2 espirado
no se modificé de forma significativa.

Gastritis cronica (test de aliento con "*C-urea) :
10 Los resultados se proporcionan en las Tablas 6y 7.

Tabla 6 : Histopatologia en el fundus

Fundus / Corpus (grado)
Inclusion | D14 D43 D14- Incl. | D43-D14 | D43- Incl.
BO1 2 1 0 -1 -1 -2
B02 1 0 0 -1 0 -1
B04 2 0 0 -2 0 -2
B05 1 1 1 0 0 0
B06 1 0 1 -1 1 0
B0O7 1 0 0 -1 0 -1
B08 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
N° <0 - - - 8 1 7
N°=0 - - - 1 7 2
N° >0 - - - 0 1 0
n 9 9 9 9 9 9
Media 1,3 0,2 0,2 -1,1 0,0 -1,1
+- DE 0,17 0,15 |0,15 0,20 0,17 0,26
D14- Incl. D43-D14 | D43- Incl.
| WSRT | 0143 0,7500 0,0225
15 Tabla 7 : Histopatologia en el antro
Antro (grado)
Inclusion D14 D43 D14- Incl. D43- D14 | D43- Incl.
BO1 1 2 0 1 -2 -1
B02 1 0 2 -1 2 1
B04 0 0 0 0 0 0
B05 0 1 1 1 0 1
B06 1 0 1 -1 1 0
B0O7 1 0 1 -1 1 0
B08 1 1 1 0 0 0
B09 1 0 0 -1 0 -1
B10 1 1 0 0 -1 -1
Mediana 1 0 1 0 0 0
N° <0 - - - 4 2 3
N° =0 - - - 3 4 4
N° >0 - - - 2 3 2
n 9 9 9 9 9 9
Media 0,8 0,6 0,7 -0,2 0,1 -0,1
+- DE 0,15 0,24 10,24 0,2 0,39 0,2
D14- Incl. D43-D14 D43- Incl.
| WSRT |0,5294 0,8336 0,7874
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A la finalizacién del tratamiento ([Incl.] hasta D14]), la mediana de la gastritis crénica disminuyd significativamente
desde grado "1" a grado "0" en el fundus (P= 0,0143). Esta disminuciéon se mantuvo hasta la finalizacion del estudio.
Cualquier modificacion significativa de la mediana del grado no se mostré en las biopsias de antro.

CONCLUSION
I
TRATAMIENTO POST-TRATAMIENTO
([D14] vs [Do]) ([D43] vs [D14])
Dieta especifica + preparacion de leche fermentada | Dieta especifica
con L johnsonii NCC 533
FUNDUS ANTRO FUNDUS | ANTRO
GHLO @-? (-) (-) ns ns
Actividad ureasa "7°° [ (-)* (-) (+) ns
Actividad ureasa "¢ | (-)* ns
([D14] vs Inclusion) ([D43] vs [D14])
Gastritis cronica @™ [ (-)* [ns ns [ns
(1) prueba t de pares igualados; (2) prueba de rangos con signo de Wilcoxon - ( - ) ( + ) variacién negativa
o positiva P < 0.05 - ? Histobacteriologia - b prueba Jatroxe - © test de aliento con ¥C-urea — ¢
Histopatologia

En perros con una infeccion gastrica por GHLO con una gastritis crénica, el consumo de una preparacion de leche
acidificada fermentado con L. johnsonii NCC 533 fue capaz de obtener:

- en fundus y en antro, a disminuciéon significativa de la carga de GHLO vy la actividad ureasa y la regresion de
gastritis cronica durante el tratamiento,

- en fundus, una regresion significativa de la gastritis cronica que se mantuvo hasta el final del tratamiento,

- sin efectos secundarios.

Ejemplo 3: Propiedades anti-Helicobacter presentes en los sobrenadantes de cultivo de diferentes cepas de
Lactobacilli.

Las propiedades anti-GHLO in-vitro de sobrenadantes de cultivo de crecimiento de Lactobacilli de las cepas
aisladas: NCC 533, NCC 2583 y NCC 2628 se analizaron mediante la inhibicién de la actividad ureasa.

Se hicieron crecer H. bizzozzeronii y H. salomonis en agar Columbia — sangre de oveja al 5%. H. felis crecié sobre
agar de infusion cerebro corazén (BHI) que contiene 3 g/L de extracto de levadura y sangre de oveja al 10%. Todas
las especies de Helicobacter se mantuvieron en una atmoésfera microaerofilica (85%N2/10% CO2/ 5% 0O2) a 37°C
durante 48 h. Las bacterias se recogieron en caldo BHI suplementado con 2.5 g/L de extracto de levadura. El
ntimero de bacterias se estimé midiendo la densidad 6ptica a 600 nm (1 DO600=10° bacterias/ml).

Los sobrenadantes del cultivo, puros o prediluidos en el medio apropiado, se diluyeron finalmente 1:2 en medio
DMEM. Tras ajustar el pH a 4,2, las muestras se esterilizaron mediante filtracion a través de 0,2 uM. El equivalente
de 1x10” H. pylori se afiadi6 a tubos que contienen 500 pl de diferentes muestras y los tubos se mantuvieron durante
1 hora mas a 37°C en un incubador celular (5% COz2). Las bacterias se recogieron mediante centrifugacionLos
botones bacterianos se lavaron una vez en NaCl 0,9% y se resuspendieron en 250 ul de reactivo de prueba de
ureasa (prueba Jatroxe-H.p.-; Procter & Gamble Pharmaceutical). Tras 1 hora de incubacién adicional a 37°C, se
determinaron los cambios colorimétricos, proporcionales a la actividad ureasa, mediante espectrofotometria a una
densidad éptica (DO) de 550nm.

Preparacién de sobrenadante fermentado

Los Lactobacilli de la coleccion de cultivos Nestlé denominados NCC 2583 y NCC 2628 se hicieron crecer en medio
MRS-Pasteur. E. faecium SF68 y S. boulardii SB20 crecieron en medio HIL y YPF, respectivamente. Tras 48 h a
37°C, las bacterias se centrifugaron y los sobrenadantes fermentados se recuperaron y se congelaron a -20°C hasta
su posterior utilizacion.

Resultados

Se cultivaron unas reservas de las cepas de Lactobacillus, NCC 2583 y NCC 2628, de E. faecium SF68 (Bioferment)
y de S. boulardii SB20 (Levucell) en paralelo en un medio apropiado. Los diferentes sobrenadantes fermentados se
analizaron por su capacidad inhibidora frente a H. bizzozzeronii, H. salominis y H. felis utilizando la prueba de la
ureasa. Se utilizé un sobrenadante de cultivo de crecimiento de NCC 533 como control positivo y el medio de cultivo
solo se utilizé como control negativo en el ensayo.
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La Tabla 8 muestra el resultado de dos experimentos separados. El sobrenadante fermentado del L. acidophilus
NCC 2628 inhibié totalmente la actividad ureasa de H. bizzozzeronii, H. salominis y H. felis. El sobrenadante
fermentado del L. rhamnosus NCC 2583 inhibid parcialmente la actividad ureasa de H. bizzozzeronii y H. salomonis
pero no la de H. felis.

La incubacion de cualquier especie de Helicobacter con el sobrenadante del cultivo de L. jonhsonii NCC 533 condujo
a una inhibicién completa de su actividad ureasa. No se observo inhibicion de actividad ureasa cuando se incubaron
las tres especies de Helicobacter con los sobrenadantes de cultivo de crecimiento de E. faecium SF68, de S.
boulardii SB20.

Tabla 8 : Efecto de diferentes sobrenadantes fermentados sobre la actividad ureasa de GHLO

Actividad ureasa (DO550 nm)
Muestra Especies pH inicial H.bizzozz eronii | H. felis H.salomonis
MRS Pasteur - 6,6 0,5 0,5 0,5
YPD - 6,4 0,5 0,6 0,5
CNCM 1-1225 L.johnsonii 3,9 0,0 0,0 0,0
CNCM 1-2583 L. rhamnosus 41 0,3 0,2 0,5
CNCM 1-2628 L.acidophilus 41 0,0 0,0 0,0
SF68 E.faecium 51 0,5 0,5 0,5
SB20 S.boulardii 4,2 0,5 0,5 0,6

3 Lactobacilli, E.faecium, S.boulardii se cultivaron durante 48h en su medio apropiado. Se incubd una dilucion 1/2 de
los sobrenadantes de cultivo fermentado con 2x10” bacterias/ml. Tras la incubacién de 1 h, se analizaron las
actividades ureasa de H.bizzozzeronii, H. felis y H.salomonis mediante espectrofotometria. Inhibicion total
DOs550nm=0; Sin inhibicion DD550nm>0.5.

Ejemplo 4: Alimento seco para perros

La mezcla alimentaria esta compuesta por alrededor de un 58% en peso de maiz, alrededor de un 5.5% en peso de
gluten de maiz, alrededor de un 22% en peso de harina de pollo, 2,5% achicoria deshidratada, leche fermentada por
cepas de Lactobacillus johnsonii NCC 533 (CNCM-I 1225) y Lactobacillus paracasei (CNCM-I 2116) por lo que la
cantidad correspondiente para el perro es de alrededor de 10°-10" ufc / dia, y el resto de sales, vitaminas y
minerales.

La mezcla alimentaria se introduce en un precondicionador y se humedece. El alimento humedo se introduce
entonces en un extrusor de coccion y se gelatiniza. La matriz gelatinosa que sale del extrusor se fuerza a través de
un colorante y se extruye. El extrusado se corta en piezas adecuadas para alimentar a perros, se seca a alrededor
de 110°C durante alrededor de 20 minutos, y se enfria para formar bolitas.

Este alimento seco para perros es capaz de mejorar la salud de la mascota, y en particular previene los trastornos
relacionados con una infeccion por GHLO en animales domésticos.

Ejemplo 5

Se realiza un ensayo sobre un panel de 20 perros beagle macho, que han contraido de forma natural una infeccién
gastrica con GHLO. A todos los perros se les administrd primero un tratamiento clasico de antibidticos para la
erradicacién de GHLO, que comprende la administracion de dos antibidticos diferentes (Spiramicina y Metronidazol)
y un antisecretor como Omeprazol durante 1 semana.

Tras 7 dias de tratamiento, la mitad de los perros fueron GHLO negativos, es decir, no se detectaron organismos de
Helicobacter mediante histobacteriologia, ni actividad de ureasa gastrica y un valor de la prueba de aliento con 3c-
Urea inferior al 5 %o de aumento sobre la linea basal a los 40 minutes.

Tras el tratamiento, la mitad de los perros se alimentaron con el producto Friskies Menu Energy, que es un alimento
seco para perros disponible en el mercado, como alimento control. Los 10 perros restantes se alimentaron con un
alimento prueba que corresponde con el producto Friskies Menu Energy excepto que contiene bolitas de leche
fermentada deshidratada de cepas de Lactobacillus johnsonii NCC 533 (CNCM-I 1225) y Lactobacillus paracasei
(CNCM-I 2116), por lo que la cantidad para un perro es de alrededor de 10 -10" ufc / dia.

La prueba de aliento con 3C-Urea y la deteccion de Helicobacter mediante histobacteriologia se midié de nuevo 6
semanas tras la alimentacion con estas dos dietas diferentes. El resultado muestra que el 20% de los perros
alimentados con producto normal Friskies Menu Energy, pasaron a ser positivos en 6 semanas. Todos los perros
alimentados con el alimento de prueba fueron negativos tras 6 semanas.

Esta composicion es eficiente como adyuvante en antibioterapias para la prevencién de la reinfestacion por GHLO.
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Ejemplo 6: Alimentos para mascotas enlatados

Se preparo6 una mezcla de un 73% de carcasa de ave, pulmones de cerdo e higado de ternera (triturado), un 16% de
harina de trigo, un 2% de colorantes y un 9% de leche fermentada por las cepas de Lactobacillus johnsonii NCC 533
(CNCM-I 1225) y Bifidobacterium lactis (ATCC 27536), vitaminas y sales inorganicas. Esta mezcla se emulsiona a
12°C y se extruye en forma de un pudin que luego se cocina a una temperatura de 90°C. Se enfria hasta 30°C y se
corta en porciones. El 45% de estas porciones se mezclan con un 55% de salsa preparada a partir de un 98% de
agua, un 1% de colorante y un 1% de goma de guar. Se introduce en latas de hojalata y se esteriliza a 125°C
durante 40 min.

Esta composicion humeda se pretende utilizar para prevenir o tratar los trastornos relacionados con la infecciéon por
GHLO en animales domésticos.

Ejemplo 7: Efecto sobre el mal aliento

Se alimenté a 10 perros con GHLO en el estdmago con la misma dieta que en el ejemplo 2 durante 2 semanas. El
olor del aliento se midié en cada perro al inicio y al final del tratamiento con la ayuda de un halitémetro.

Este experimento mostré que alimentar a los perros con una composicidon que contiene una preparacion de leche
acidificada fermentada por L. johnsonii NCC 533 induce una reduccion significativa del mal aliento.

Ademas se observo una clara correlacién entre el nivel de infeccion por helicobacter y el mal aliento.
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REIVINDICACIONES

1. La utilizacion de una cepa de bacterias del acido lactico seleccionada de entre el grupo que consiste en
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium sp., Bifidobacterium
lactis, Bifidobacterium animalis y/o sus metabolitos o un medio fermentado de las mismas para la preparacion de una
composicién para la profilaxis o tratamiento de la infeccién por GHLO en mascotas.

2. La utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la cepa de bacterias lacticas se selecciona de entre el
grupo que consiste en Lactobacillus johnsonii NCC 533 (CNCM-I 1225), Lactobacillus fermentum NCC 2581 (CNCM
1-2448), Lactobacillus fermentum NCC 2592 (CNCM [-2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM [-2452),
Lactobacillus paracasei NCC 2461 (CNCM-I 2116), Lactobacillus animalis NCC 2603 (CNCM 1-2451), Lactobacillus
rahmnosus NCC 2583 (CNCM I- 2449), Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM [-2453) y Bifidobacterium lactis
(ATCC 27536).

3. La utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que las bacterias del acido lactico se
utilizan en forma de un medio fermentado por dichas bacterias del acido lactico, o una subfraccion del medio de
cultivo fermentado por las bacterias del acido lactico.

4. La utilizacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en las que las bacterias del acido
lactico o el medio de fermentacion equivalente se utiliza de forma que la cantidad disponible para la mascota es de
10°-10" ufc diarias.

5. La utilizacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que las bacterias del acido
lactico o el medio de fermentacion equivalente se utiliza en una cantidad de 10°-10" ufc/dia para los perros y 10'-
10" ufc/dia para los gatos.

6. Una composicion alimenticia para mascotas que contiene una cantidad efectiva de al menos un componente
seleccionado de entre el grupo que consiste en Lactobacillus fermentum NCC 2581 (CNCM [-2448), Lactobacillus
fermentum NCC 2592 (CNCM 1-2450), Lactobacillus fermentum NCC 2613 (CNCM 1-2452), Lactobacillus paracasei
NCC 2461 (CNCM-I 2116), Lactobacillus animalis NCC 2603 (CNCM [-2451), Lactobacillus rahmnosus NCC 2583
(CNCM 1-2449), Lactobacillus acidophilus NCC 2628 (CNCM 1-2453) y Bifidobacterium lactis (ATCC 27536), los
metabolitos y un medio de crecimiento fermentado de los mismos; un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

7. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que las bacterias del acido lactico se utilizan en forma
de un medio fermentado por las bacterias del acido lactico, viables o inactivadas, o una subfraccion del medio de
cultivo fermentado por las bacterias del acido lactico.

8. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 6 o la reivindicacién 7, en la que la cantidad de cepa de
bag:}erias del acido lactico o el medio de fermentacién equivalente disponible para la mascota se corresponde a 10%-
10" cfu diarias.

9. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 6 a 8, que reduce la infecciéon por GHLO
en gatos y perros de forma que la carga de GHLO y la actividad ureasa en el fundus se reduce en al menos 0,5
grados y en al menos 0,5 grados en el antro.

10. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 6 a 9, que induce una regresion de la
gastritis fundica cronica, con una regresién mediana del grado de la inflamacién gastrica de al menos 0,5.

11. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 6 a 8, en el que los metabolitos reducen
los malos olores del aliento de las mascotas.

12. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 6 a 8, que evita o reduce los trastornos

relacionados con la infeccién por GHLO en el tracto gastrointestinal de las mascotas, en particular en el estomago y
en el intestino grueso.
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