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Solicitud International No. 

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 01/06039 

A. CLASIFICACION DE MATERIA 

IPk7 C12N1/20 A61K35/74 A23K1/00 A23K1/16 A23K1/20 

//(Cl2NI/20, C12RI:225) 
Segün la  Clasiulcaciôn do Patentes Internacional (CP1) o seg(m la closiuicaciôn nacional y la CPI 

B. CAMPOS BUSCADOS 
Documentación minima buscada (sistoma do clasiflcaciôn seguido de simbolos de clasiflcación) 

1PC7 A6IK A23K C12N 

Documentacióæ buscada fuera de documentación minima hasta donde dichos documentos so incluyan an los campos buscados 

Base di datos electronica consultada durante la büsqueda internacional (noinbre do la base de datos y, donde sea prÆctico, buscar tØrminos usados) 

BIO$IS, EPO-Internal, FSTA, PM, WPI Data 

C. DO(UMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES 

Cateor1a° Citación de documento, con indicacidn, donde sea apropiado, de los textos relevantes Relevante ala reivindicaciôn No. 

A WO 96 08261 A (THE UNIVERSITY OF NEW SOUTH WALES) 1-31 
Matzo 21, 1996 (1996-03-21) 
documento conipleto 

A US 5 968 569 A (CAVADINT C. Y COL.) 1-31 
Octubre 19, 1999 (1999-10-19) 
citado en la solicitud 
documento conipleto 

A US 5 922 375 A (LUCHANSKY J.B. Y COL.) 1-31 
Julio 13, 1999 (1999-07-13) 
documento conipleto 

A WO 9917788 A (ABBOTT LABORATORIES) 1-31 
Abril 15, 1999 (1999-04-15) 
documento completo 

-I--

En el recuadro C so enumeran mØ.s documentos. En el anexo so enumoran miembros do la faniilia de patentes. 

°Categrias especiales de documentos citados: T documento posterior publicado despuØs de Ia fecha de presentacion 
internacional o fecha do prioridad 

y 

quo no estª  on conflicto con la 
’A’ documento quo define el estado general de la tØcnica ci coal no so solicitud pero citado palo entender ci prmcipio o teorla que sustenta 

conidera de relevancia particular Ia invención 

’E’ docuenth anterior on odespus de la fecha de pero publicado documento de relevancia particular, la invención reivindicada no 
presoitacióninternaeional puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende 

’L’ docunento quo puede arrojar dudas sobro reivindicaciones do 
un paso inventivo cuando el documento so tome solo 

prioridad o quo so cite pans establecer la fecha do pubhcaciôn de otra y’ documento de relevancia particular; la invcnción reivindicada no 
citacón u otra razón especial (segün so especifica) puede considerarse quo comprende tin paso inventivo cuando el 

documento so combina con uno o niÆs documentos, siendo dicha 
10’ documento que so reflere a una revelación oral, uso, exhibición u combmación obvia palo una persona experta on la tØcnica 

otro medios 
ii  documento miembro de In niisrna familia do patentes 

P’ docunento publicado antes de la fecha do presentacidn  internacional 
Vero dospuØsde la fecha de prioridad reivindicada  

echa ds la termlnación real do la bÆsqueda internacional Fecha de envlo par coerce del reporte do busqueda mternacional 

Octulre 10, 2001 S 17/10/2001 

Nombre fr direcclón de correo do ISA Funcionario autorizado 
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk Moreau, J. 

Tel. No (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni, 
Fax No. (+31-70) 340-3016 _______________________________________________ 
Form PCT ISA 210 (segumla hoja) (Julio 1998) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT tJronai Application No 

J
 

PCT/EP 01/06039 

A23K1/00 A23K1/16 - A23K1/20 
//(C12N1/20,C12RI :225) 

According to International Patent Classlticatlon (1PC)orto both national classification and IPO 

B. FIELDS SEARCHED 
Minimum documentation searched (ctasslflcalion system followed by tiassificallon symbols) 
IPC 7 A61K A23K C12N 

Documnłntatlon  searched other than minimum documentation to the extent that such doownents are Included In the fields searched 

Electronic data base consulted during the lnteznattonal search (name of data base and, where practical, search terms used) - 

BIOSIS, EPO-Internal, FSTA, PA1, WPI Data 

CIENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Category° Citation of document with Indlcal1on where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No. 

A WO 96 08261 A (THE UNIVERSITY OF NEW SOUTH - 1-31 
WALES) 21 March 1996 (1996-03-21) 
the whole document 

A US 5 968 569 A (CAVADINI C. El AL.) 1-31 
19 October 1999 (1999-10-19) 
cited in the application 
the whole document 

A US 5 922 375 A (LUCHANSKY J.B. ET AL.) 1-31 
13 July 1999 (1999-07-13) 
the whole document 

A WO 99 17788 A (ABBOTT LABORATORIES) 1-31 
15 April 1999 (1999-04-15) 
the whole document 

Further documents documents are listed In the continuation of box C. 
[fl 

Patent family members are listed In annex. 

°Special   categories of cited dosuments: 
V later document published alter the hdemallonal tiling date 

W docuua elInbtggeneed staie ofll*ri isnot In cmdW with the 
theprinoletheorl 

application 
considered to be of particular rokmmoe under" the 

Invention 
’E easier document but published on or alter the IntelTuiulOflal I)(I do tmenl of particular relevance; time claimed Invention filing data cannot be consIdered novel or cannot be considered to 

document which may throw doubts on n’4"dty claim(s)or involve an inventive step when the document is taken alone 
which Is cited to establish the publlcan date of another 

Ir document of paiticuierrelewanoe the claimed Invention citation or other special reason (as specified) CMn0I be considered to Involve an Inventive step when the 
’O document referring to an oral disclosure, use. exhibition or document is combined with one or more other such docu-

other means mania, such combination being obvious to a parson skilled 
hi the ad. P document published prior to the international tiling date but 

later than the priority date claimed �&� document member oi the same patent family 

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the lnternattonaJseamli report 

10 October 2001 17/10/2001 

Name and mailing address of the ISA Authorized officer 
European Patent Office, P.R. 5818 Patentlean 2 

2SOHVRUSWIJk 
TeL (c31-70) 340-2040.Tx. 31651 epa KMoe" 

� 

WI, J Far (+31-70)340-3018 

Foisi PCTflSA!210 (recondehest) (July 1092) 
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hit mat App1IZton No 

Info one members 
1.PCT/EP  01/06039 

Patent document I Pabllcafton Patent family PubilcaUon 
� ded In seatch teport dWdWs 

0 968261 A .1-03-1996 AU 687253 B2 19-02-1998 
AU 3557995 A 29-03-1996 
WO 9608261 Al 21-03-1996 
CA 2199140 Al 21-03-1996 
EP 0778778 Al 18-06-4997 

� JP 10500142 T -06-01-1998 
� . 

NZ 293195 A 28-01-1999 
� US 6060050 A 09-05-2000 

� IJS 5968569 A 19-10-1999 AU .5040598 A 16-07-1998 
� . 

BR 9800271 A 29-06-1999 
CA 2222758 Al 09-07-1998 

� CN 1192330 A 09-09-1998 
EP 0862863 A2 09-09-1998 

10191916 A 28-07-1998 

� US 59375 A 13-07-1999 US 59.02743 A 11-05-1999 

� - WO 9911788 A 15-04-1999 WO 9917788 Al 15-04-1999 

W01,0053002 - A - 14-09-2000 - EP 1034787 Al 13-09-2000 
EP 1034788 Al 13-09-2000 
AU 3162700 A 28-09-2000 
AU 3162900 A 28-09-2000 
WO 0053200 Al 14-09-2000 
WO 0053202 Al 14-09-2000 

� . AU 3162800 A 28-09-2000 
� WO 0053201. Al 14-09-2000 

- Fan rfle1oOeW4fem%va4ux) 04 15 



(19) Organización Muni 
OIcina 

(Q) F’ccha de PubI 

Noviembre 29 de 

(51) Claslfkadón Internac 
A6IK 35/74, A23K 1 
1225) 

(21) NÆmerO de Solicitud I 

22) 1echa do Registro I 

(25) Idioma do rogistro: 

(26) Idiorna 

(30) lnforrnacldn de Priork 

00201867.9 Mayo 25 do 20C 
01201503.8 Abril 25 do 200 

(71) Soilcitinte: (Pam t 
Unidos de.Amdrica): SOCIF 
P.O Box 353, CH-1800 Vev 

(72) Inventores; a 
(75)1 (75)Inventores/Solicft 
solamente): ZINK Raif (DE 

� La Mont Pelerin (CH). RUN 
CH-1801 i.e Mont-Pelerin (CI 
Tilleuls 6, CH-1820 Montu 

� Chemin de Paudilie 26, CH-1 
Tbiersr CR/AR]; Chemin 
SCHIFRIN, Eduardo [AR 
Crissier (CM. JIENYACOUI 
101 Laussanne (Cli). ROSSII 
F-49070 St. Lambert La Pod - 
SON’ 895 20B, 1900 La Plata 

do 
rnaconai 

ion (10) Ndmero de PublicaclOn luternaclonal 

1 (29.11.2001) PCT WO 01/90311 Al 

PUBLICADA SEG(JN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (ITT) 

Intelectual 

C.’ 

I de Patontes1: C12N 1/20, (74) Representante ComUn: SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.; 

1/16,1/20 # (C12N 1/20, C12R hautard, CŒcIle, P.O. Box 353, CH-1800 Vevey, C}i).. 

(81) Estados Deslgnudos (nacionales): AE, AU, BR, CA, CN, CO CR, 
DM, BC, RU, ID, IL, IN, JP, KR, MA, MX, NO, NZ, I’L1 SO, TR, U, 

nacional: PCT/BP01/06039 

(84) Estados Designados (reglonales): Patente ARIPO (GH, GM, XE, LS, 
donfli: Mayo 22 de 2001 (22.05.2001) MW, MZ, SD, SL SZ, TZ, 1.10, ZW), patente Eurasiatica (AM, AZ, BY, KG, 

KZ, MD, RU, TJ, TM) Patente Europea (AT, BE, Cl-I, CY, DE, DX, ES, FL, 
FR, GB, GR, IB, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), Patente OAPI (13F, Bi, CF, 

Ingles CG, CI, CM, (IA, ON, OW, ML, ME, NE, SN, TI), TO). 

Publicado: 
InglØs 

- con reporee de bdsqueda Internacional 
- crates de La erpiraclón del limite do tiempopara modificar 

las relvindicaciones y serpublicada de nuevo en ci caso do 
recibo do modificaciones 

- Con lndlcaelón (as) en relaciôn al material blolôgico depositado, 
(25.052000) EP proporcionado bajo la Regia 13bis de manera separada ala descripción. 
(25.04.2001) EP 

Para las côdlgos de do: leirasy otras abreviaturas roflØrase a 
os los Estados designados excepto (Estados Notes Gulas sobre CØdigos 

y 

4brevlatura? qua aparecen 
’E DES PRODUITS NESTLE S.A (CH/CH); alcomlenso do cada emtsldn regular de la Gaceta PCT 

Stes (pan Estados Iinidos do Mndrica 
H); Chernin do la Maison Jean 36, CH-I801 
IRO, Roberto [IT/CM; Chemin Paudille 24, 

. ROCIAT, Florence [CR/CR]; Quartier des 
x (CH). CAVADINI, Christoph [DE/FR]; 

La Mont-Pelerin (CH). VON DER WElD, 
s Bellevue 25, CH-1005 I.aussanne (CU). 
H]; Chemin do Riant-Mont 17, CU-1023 
Jaill (CR/CR); Chentin des Eterpeys, 21, Cli-
1J, Virginia [FR/FR]; 92, Doniaine des Ecots, 
ie (FR) PEREZ, Pablo [AR/AR]; Diagonal 

� (54) Titulo: 
"MJEV)S PIWBIOTICOS PARA APL1CACIONS DE ALIMENTO DE MASCOTAS’ 

� 
(57) Resumen: La presónte  invención se refiere a nuevoi microorganismos bacterianos de Æcido 
lÆctico que se ha4i aislado y seleccionado por su potencial probiótico y su uso para la preparación 
Y composiciones de a1mcnto para mascotas propuestas para mejorar la salud de las mascotas, y a 

� composiciones que coiitienen los mismos. 
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(12) INTERNATIONAL APPUCATION PURLISRED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PC-1) 

(19) World Intellectual Property Organization 
International Bureau 

1? 
is 

(43) International Publication Date (10) International Publication Number 
29 November 2001 (29.11,2001) PCT WO 01/90311 Al 

(51) International Patent Classlticatlon7: C12N 1120, 
A61K 35/74, A23K 1/00, 1/16, 1/2011 (C12N 1J20, C12R 
1:225) 

(21) International Application Number: PCT/BP01060390  

(22) International Filing Date: 22 May 2001 (22.05.2001) 

(25) Filing Language: English 

(26) Publication Language: English 

(30) Priority Data: 
(10201 867.9 25 May 2000 (25.05.2000) EP 
01201503.8 25 April 2001 (25.04.2001) EP 

(71) Applicant (r all designated States except US): SOCI-
ETE DES PRODUITS NESTLE SA. [CIIICR]; P.O. Box 
353, CH-1800 Vevey (CH). 

(fl) inventors; and 
_ (75) Inventors/Applicants (for US only): ZINK, Ralf 

[DE/CM; Chemin de laMaison Jean 36, CH-1801 LeMont 
Pelerin (CID. RENIERO, Roberto [IT/M; Chemin 
Paudille 24, CH-1801 Le Mont-Pelerin (CR) ROCRAT, 
Florence [CH/M; Quartier des Tilleuls 6, CH-187-0 

Mon-treux (CM. CAVADINI, Christoph [DE/FR.]; Chemin 
de Paudille 26, CH-1$01 La Mont-Pelerin (CH). VON 

= DER WEED, Thierry [CH/AR]; Chemin do Bellevue 
25, CH-1005 Lausanne (CE). SCRIFFRIN, Eduardo 

. [AR/CU]; Chemin de Riant-Mont 17, CH-1023 Crissier 

= 

(CH). BENYACOUB, Jalil ICR/CU]; Chemin des Eter-
peys, 21, CH-101 Lausanne (CU). ROUSSEAU, Virginic 
[FR/FR]; 92, Domaine des Ecots, P.49070 St Lambert La 
Potherie (FR). PEREZ, Pablo [AR/AR]; Diagonal SON" 
895 2°B, 1900 La Plata (AR). 

(74) Common Representative: SOCIETE DES PRODUITS 
NESTLE S.A.; Chautard, CØcile, P.O. Box 353, CH-1800 
Vevey (CH). 

(81) Designated States (national): AE, AU, BR, CA, CN 0, 
CR. DM, EC, NU, ID, IL, IN, JP, KR, MA, MX, NO, 
PL, SG, TR, US, ZA. 

(84) Designated States (regional): ARIPO patent (GK GM, 
KU, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, IZ UG, ZW), Euiasian 
patent (AM, AZ,BY, KG, KZ, MD,RU, TI, TM), European 
patent (AT,B  DE, DLE,FI,FR,GB,GR,IU, 
FL’, LU, MC, NL, PT, SE, TR), OAPI patent (BF, Bi, CF, 
CG, CL CM, GA, GN, GW, ML, MR., NE, SN, TD, TO). 

Published: 
- with international search report 
- before the expiration of the Lime limit for amending the 

claims and to be republished in the event of receipt of 
amendments 
with (an) indication(s) in relation to deposited biological 
material furnished wider Rule l3bit separately from the 
description 

For two-letter codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
ance Notes on Codes andAbbreviations"appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazette. 

- (54) Title: NOVEL PROBIOTICS FOR PET FOOD APPLICATIONS 

(57) Abstract: The present invention relates to novel lactic acid bacterial microorganisms that have been isolated and selected for 
their probiotic potential and their use for the preparation of petfood compositions intended to improve the health of pets, and to 
compositions containing the same. 



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES 

PCT I 
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL 

(PCT ArtIculo 36y Regla 70) 

Registro de referenda del PARA FUTURAS ACCIONES Ver NotificaciOn o TransmisiOn del 
soliçitante o agente Reporte de Examen Preliniinar 

NO 6658/WO 
Internacional (Formato ?Cr/[PEA/416) 

Solidtud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad 
(dia/ mes/aæo) (dia/mes/aæo) 

PCT/EP 01/06039 22/05/2001 25/05/2000 

Clasificación Internacional de Patentes (IPC) a clasificación nacional e IPC7 

C12N1/20 

SolIcitante 

SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A. 

Este informe de examen preliniinar internacional ha sido preparado por esta Autoridad 
Exarninadora Prelirninar Internacional 

y 

se transmite al solicitante de conformidad con el Articulo 
36, 

2. Este REPORTE consta do un total de 
- 2 paginas, incluyendo la carÆtula. 

Este reporte tambiØn estÆ acompauiado de ANEXOS, es decir, pginas de descripción, 
reivindicaciones y/o dibujos que ban sido modthcados 

y 

son la base de este informe yb 
pÆginas que contienen rectificaciones hechas ante esta Autoridad (ver Regla 70.16 

y 

la 
SecciOn 607 de las Instrucciones Administrafivas do conformidad con el PCT). 

Estos anexos constan de un total de pÆginas. 

3. Este informe contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items: 

I Z Bases del Reporte 

II 0 Prioridad 

Ill Z No establecirniento de opixuón respecto a novedad, nivel mventivo 
y 

aplicabilidad 
Industrial. 

IV Palta do urudad de invención 

V Z Afirmación razonada de conformidad con el ArtIculo 35(2) con respecto a novedad, nivel 
inventivo a aplicabilidad industrial; dtaciones 

y 

explicaciones que sustentan dicha 
afirmación. 

Vi D Ciertos documentos citados 

VU 0 Ciertos defectos en la solicitud internacional 

VIII 0 Ciertas observaciones sabre la solicitud internacional 

Fecha de presentación de la demanda Fecha de terminación de este reporte 

04/12/2001 09/03/2002 

Nombre 
y 

dirección de correo de la ]PEA/ 

- 

Funcionario autorizado 
Ouicina de Patentes Europea BOUTRUCHE J E E 
D-80298 Munich 
Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d TelØfono No. (+49- 89) 2399 2828 
Fax: (+49 9) 2399-4465 

FORMA PCT/IPEA/409(Portada) (Julio 1998) 



VPATENT COOPERATION TREATY 

PCT 19 

* 

WUERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 

A6 

Applicant’s or agent’s file reference 
See Notification of Transmittal of International 

NO 6658/WO 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 

International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year) 

PCT/ EP 01/ 06039 22/03/2001 23/05/2000 

International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 

C12N1/20 

Applicant 

SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A. 

1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 2 sheets, including this cover sheet. 

[j] This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consists of a total of - sheets. 

3. This report contains indications relating to the following items: 

I [J Basis of the report 

II [II Priority 

III [J Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

IV [J Lack of unity of invention 

,v [] Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

VI Certain documents cited 

VII [I] Certain defects in the international application 

VIII [I] Certain observations on the international application 

Date of submission of the demand Date of completion of this report 

04/12/2001 09/03/2002 

Name and mailing address of the IPEA/ 

JEuropean Patent Office 
0-80298 Munich )

 

Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 

Authorized officer 

BOUTRUCIIEJEE(

 
Tel. (+49-89) 2399 2828 

Form PtJIf1F1!A/4U9 cover sneeL) kJUIY IY6) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemation application No. PT/ EP 01/ 06039 
EXAMINATION REPORT 

L Basis of report 

1. The basis of international preliminary examination report is the application as originally 
filed. 

Ill. Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial 
applicability 
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EVOS PROBIOTICOS PARA APLICACIONES DE ALIMENTO DE 

MASCOTAS 

5 La presente invenci6n se ref iere a nUevas 

erias de Æcido lctico y de manera mÆs particular 

thicroorganismos de los gØneros Lactobacililus, 

E 4dobacterium y Streptococcus (Enterococcus) quo se 

aislado y seleccionado por su potencial 

10 1i6tico. La presente invØnciôn tambiØn so refiere 

su uso en la preparación de composiciones do 

: mento para mascotas, propuestas para mejorar la 

U1 de las mascotas y a composiciones que contienen 

1 Tnisma. TambiØn se proporcionan mØtodos para 

15 n tner o mejorar la salud de las mascotas a travØs 

de la alimentación a una .mascota de estos 

iuL Oorganismos. 

. 4DENTES DE LA INVENCIöN 

20 El bienestar do los animales domØsticos se 

$ iona estrechamente a su alimentaciôn. La 

ntación correcta debe dar por resultado una 

ota en forma y saludable. AdemÆs de proporcionar 

rr nutritivo, la composiciôn alimenticia influye 

25 et. 1 equilibrio de la microflora intestinal y puede 

COn iir o prevenir trastornos gastrointestinales. 

Pc r b o tanto, el conocimiento con respecto a los 

P os de digestion y el tracto gastrointestinal de 

loo #imales saludables es integral al entendimiento 

30 cle na. prctica alimenticia factible. Como 

cat ’oros, los gatos y perros se caracterizan por 
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rcto digestivo corto y una rpida velocidad de 

lijo del bolo alimenticio. 

Entre los constituyentes de la microfbora 

atrointestina1 de gatos y perros, Be pueden 

S ecuperar Bacteroides sp., Clostridium sp., 

riterobacteriaceae, Bifidobacterium 

actobacillus sp., Streptococcus sp., Staphylococcus 

p. y levaduras. 

El nümero y composición de esta flora 

10 nd6gena tiende a ser ms bien estable, aunque la 

� dad y en un menor grado, el alimento pueden 

odificarla. La acidez gÆstrica, bills, peristalsis 

� ntestinal e inmunidad local son factores que Se 

oxsideran importantes en la regulación de la flora 

15 acteriana en el intestino delgado de los seres 

� umanos y varios otros mamiferos. 

Frecuentemente, los trastornos 

as.trointestinales de felinos y caninos Be enlazan al 
77 

- cbrecrecimiento bacteriano y la producc16n de 

20 iterotoxinas producidas por bacterias pat6genas. 

� Durante los ültimos aiios, la investigación 

ha enfocado en algunas cepas vabiosas de bacterias 

cido lÆctico y su uso potericial como agentes 

robi6ticos. Los probi6ticos Be consideran que son 

25 zieparacionea microbianas viables que promueven la 

41ud de los mamiferos al conservar la microfbora 

atura1 en el intestino. Los probiôticos Be piensa 

tie Be unen a la mucosa intestinal, cobonizan el 

rfacto intestinal y de este modo impiden la union de 

30 croorganismos peligrosos al mismo. Un prerrequisito 

ra su acciOri reside en que tienen que alcanzar la 

.............-��  
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La cepa prebótica se puede aeleccionar de 

lactobacilos, bifidobacterias oenterococos. 

La cepa probiótica  se puede seleccionar a 

partr, del grupo que consiste de Lactobacillus 

5 reuter.i, Lactobac11us acidophilus, Lactobacillus 

anima1is, Lactobacillus ruminia, Lactobacillus 

johnson.ti, Lactobacillus caaei, Lactobacillus 

pracasez, Lactobacillus rhamnosua, Lactobacillus 

frxnàntum y.Bifdobacterium app. 

10 En uria modalidad preferida, la cepa 

rob.ôtLca se seleccona del grupo que consste de 

actobacilltzs reuteri (CC2581, CNCM 1-2448), 

4ctobaci.i2zisreuteri NCC2592; CNCM 1-2592); CNCM I-

450), Lactobacillus rhamnosus (NCC2583, CNCM I-

15 2449), Lactobacillus reuteri (NCC2603, CNCM 1-2451), 

Ictobaci11us reuteri (NCC2613, CNCM 1-2452), 

ictobacL11Lis acidophilus (NCC2628, CNCM 1-2453), o 

f2.d6bacter1um adolescents (por. ejemplo NCC2627), o 

fidobacterium sp. NCC257 o enterococcus faecum 

� 20 68(NcIMB 10415).. . 
. 

La nueva cepa bacterana se puede usar en 

9alquier canti.dad desde aproxunadamente 1 OE+04 a 

proxamadamente 1 OE+12 cfu/animal y de manera 

rferente 1 OE+05 a aproximadamente 1 OE+11 

25 fi/animal y dia, de manera mae preferente de 1 OE+07 

OE+10 cfu/animal y dia 

En un aspecto, la invenci6n se ref ier al 

de la cepa bacteri.ana comp se describe 

teriorniente yb su sobrenadante de cultivo y/o sue 

30 tabolLtos, para la preparacLón de una C0tnp0BL&fl 

4uesta para el tratamiento Y/o profilaxs de 
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aislada como se describe anteriormerite. 

Adems, la invención proporciona un mØtodo 

el tratamiento y/o profilaxis de trastornos 

ciados con la colonización del tracto 

5 rointestinal de mascotas por microorganismos 

gnicos, que comprende el paso de alimento para 

otas que contiene al menos una cepa aislada de 

a rdo con la presente irivención. 

La invención tarnbiØn proporciona un mØtodo 

10 a regular la respuesta inmunitaria en mascotas, 

q comprende el paso de alimentar una mascota con 

- - - J - -..a+-  
U aJ.i.IIILJ 

� 9 tiene al menos una cepa aislada de acuerdo con la 

snte irwención. 

15 La invenci6n tamblØn proporciona un mØtodo 

� 

mejorar o reducir los efectos del erwejecimiento 

SI: una mascota, que comprende el paso de alimentar 

� rPascota con una composición que contiene al menos 

ut. cepa aislada de acuerdo con la preserzte 

20 
i 

4ci6n. 

Estos microorganismos seleccionados tienen 

inpacto benØfico particular en mascotas en su 

to gastrointestinal, o en su piel y/o 

stimjento, o su sistema inmunitario y en los 

25 
i 

tps del envejecimierito. 

Tienen un impacto benØfico particular en 

pat6genos intestinales tal como las cepas 

oe11a typhimurium, Escherichia coli, Shigella 

teriaea u otras Enterobacteriaceae patogØnicas 

30 
que 

4lonizan mascotas o parÆsitos tal como he].mintos 

� (2 Cara spp.) protozoarios (Cryptosporiclium spp, 



15 atrointestinal de una mascota que lo ingiere. 

Por consiguiente, la invenciôn so ref iere a 

na composic16n do alimento para mascotas propuesta 

ara la salud del tracto gastrointestinal de las 

ascotas, quo 

contiene al menos una cepa prebiótica 

20 islada como se describe anteriormente y/o un 

obrenadante do su cultivo y/c, un metabolito de la 

� isma, asociada con un soporte ingerible o una matriz 

armacutica. 

� Finalmente, la invenciôn se ref iere a una 

25 ’ omposición do alimento para mascotas propuesta para 
� 

a salud de la piel :y/o pelaje de utascotas, que 

� ontiene al menos una cepa aislada como se describe 

teriormente y/o, un sobrenadante de su cultivo yb 

metabolito do la misma, asociada con un soporte 

30 : gerible o una rnatriz farmacØutica. 

En una modalidad, el soporte irigerible 
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crioprotectores se demostró claramente a 4°C y 200C 

’Lcomo se indica par la prueba acelerada de 

almacenamiento. 

� 

Estas cepas se pueden earacterizar por 

tiempos cortos de generaciOn, altas cuentas (mae de 

.OE+08 cfu/ml) durarite su fase estacionaria y 

IIII estabilidad en altos ncimeros a 8 y 24 horas post-

inoculaci6n, estabilidad a liofilizaeión seguido ya 

sea par condiciones de almacenamiento, resistencia a 

ico. c,ncentraciones fisiológicas de bilis encontradas en 

� 1 duodeno (2% de bills) y su baja inhibici6n cuando 

ecen- en la presencia de hasta 4% de blue. 

4icionalmerite, los resultados de los anlisis de ADN 

� � e’. tomaron en cuenta para aeleccionar bacterias 

15 presentativas de la diversidad investigada. 

Las cepas propuestas para la salud de 

tros y gatos pueden crecer hasta al menos 1.OE+06 

/m1 en la presencia de hasta 2.0% de sales 

liares. Las cepas tambiØn pueden crecer hasta al 

20 ’. s 1.OE+06 cfu/ml despuØs de aproximadamente 2 
ç 

I 4s a un intervalo de pH de aproximadamente 3.4 a 

a óximadamente  4.2. 

Las cepas bacterianas de acuerdo con la 

del i eici6n se pueden seleccionar a partir grupo 

25 q .bonsiste de Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 

� ,phi1us, Lactobacillus anirnalis, Lactobacillus 

ris, Lactobacillus jobnsonii, Lactobacillus 

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 

nisus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium 

30 

Las siguientes cepas Lactobacillus reuteri 
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bificlobacteria de gatos (NCC2627)y una 

bifidobacteria de perros (NCC2657) se probaron 

adicionalmente para su actividad potencial probiótica 

H . en mascotas (ver Ejemplos 3 y4). 

En 
otra modalidad, la presente invención se 

Lref jere al uso de cepas bacterianas como se describe 

� 
anteriormente, para la preparaci6n de una composición 

alimenticia capaz de mejorar o mantener la salud de 

las mascotas. 

� Se pueden usar en forma viable, forma 

inactividad, como tin sobrenadante de tin cultivo o 

fracciones de la m.isma, por ejemplo, paredes 

cerebrales, peptidoglicano, citoplasma, protelnas 

purificadas, metabolitos funcionales, molØculas 

bioactivas. 

Be manera preferente, se usan en una 

cantidad de aproximadamente 1.6E+04 cfu/g a 

aproximadamente 1..OE+11 cfu/g y de manera preferente 

de l.OE+OS cfu/g a aproximadamente 1.OE+10 cfu/g, de 

manera mae preferente de 1.OE+06 cfu/g a 1.OE+09 

cfu/g. 

En una modalidad preferida, se pueden usar 

como adjuntos dietØticos para mejorar la calidad del 

alimento para mascotas y se pueden incluir en una 

� caritidad desde aproximadamente 1.OE+04 cfu/g a 

I 1 

aproximadamente 1.OE+11 cfu/g. Coma adjunto8 

dietØticos, se pueden encapsular a se püeden 

� t proporcionar en la forma de polvo y empacar en unión 

con, a de manera separada de una comida principal, 

� 3O estØ seca o htimeda. A manera de ejemplo, tin polvo que 

contiene microorganismos seleccionados de acuerdo con 
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la invención, a componentes o porciones del 

sobrenadante de sue cultivos en metabolitos 

seleccionado, se pueden empacar en aobrecitos en una 

forma de polvo o en un gel o lipido u otro portador. 

adecuado. Estas unidades empacadas de manera separada 

se pueden proporcionar conjuntamente con una comida 

principal o en paquetes de varias unidades para el 

usa con una comida principal o tratamiento, de 

acuerdo a las instrucciones del usuario. En otro 

ejemplo, las cepas probióticas as pueden proporcionar 

en una unidad de empaque de varias cmaras junta con 

tin segundo components ingerible, por ejemplo, una 

comida abundante hümeda o con un contenido medio de 

humedad, o tin lote de tamaflo de porción de productos 

molidos secos en una configuraci6n de balsa flexible. 

Una prirnera cÆmara en la bolsa contendrA la cepa 

prebióticà y una segunda cÆmara sellada, separada 

eontendr& el segundo componente ingerible. 

Betas microorganismos seleccionados tienen 

un impacto benØficó particular en mascotas en su. 

tracto gastrointestinal, en su piel y pelaje, en su 

sistema inmunitario, en la salud dental u oral, en 

sue huesos y en los efectos del envejecimiento. 

TambiØn se encuentra que mejoran el buen 

sabor de la comida, digestión, función inmunitaria y 

furiciones sanitarias (reducción de volumen fecal y 

desodorizaciôn parcial de las ..heces caninas) en 

mascotas. 

La presents invención tambiØn se ref iere a 

una composición de alimento para mascotas .,para 

mejorar a mantener la salud de mascotas, la cual 
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contiene al menos una cepa probiótica  que contiene 

los :rasgos anteriores, Æsoaiada con un soporte 

ingerible o una matriz earmaceutica 

&e puede admuustrar a la mascota como un 

S .�cOmpietnento de sud�ietanormal.  .0 cómo un components 

de un almento para mascota nutriciona].mente 

completo, al menos una c.epa bacteriana que tiene 109 

rasgos anteriores y/a su sobrenadante de cultivo o 

una fracci6n de la mistna.y/.osus metabolitos. 

jQ. La composición de alimento .para mascotas, 

nutrci.onalmente completa de acuerdo con la Lnvenclón 

puede estar en la forma de polvo, seco o en un 

producto de ali.rnento para mascotas, himedo, molido o 

auto-eatable Estos alimentos para mascotas se pueden 

15 ?pjroducir por maneras conocidas en la tØcnica con la 

condicthn que donde se desee la activ:i.dad de 

nucroorganismo, se tome cuj.dado para asegurar la 

supervLvencla del microorganismo Aparte de las cepas 

bacterianas y/a su medic fermentado, estos alimentos 

2L para mascotas pueden incluir cualguiera de una fuente 

e almid6n, una fuente de protelna y una fuente de 

L Ipidos 

Las fuentes de almidón adecuadas son por 

jemp1o, granos y legum.bres, ta]. coma malz, arroz, 

25 rigo, cebada, avena, soya y mezclas de Østas 

Las :fuentea de protelna adecuada se pueden 

seleccionar de cualqui.er fuente de protelna animal a 

?egetal adecuada; par ejemplo came y conuda, came 

ayes de corral, came de pescado, concentrado de 

30 rotena de soya, protelnas lÆcteas, gluten y 

:im–iarea. Para animales de vari.os afios, se prefiere 
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ue esta fuente de protena conteria una protemna de 

1ta calidad 

Las fuentes adecuadas de ilpidos incluyen 

comidas, grasas animales y grasas vegeta].es 

5 La eledci6n de.las..fUentes de almid6n, 

protemna y ilpido se determinarÆn ampliamente por las 

ncesidades nutricionales del animal, consideraciones 

buen 9abor y el tpo de producto aplicado Para 

mecotas con varios aos, ei, alimento para mascotas 

10 cntiene de manera preferente, proporconalmente 

nos grasa que los alimexitos para mascotas jóvenes 

icionalmente, las fuentes de alrnid6ri pueden incluir 

ioornÆs de arroz,. cebada, .trigo ymalz 

�Adicionalmente, tambiØn se pueden 

15 corporar coriforme. Se desee en el alimento para 

scotas, varios ingredientes diferentes, por 

entplo, azilcar, sal, espec.es, agentes de sazón, 

taminas, minerales, agentes saborizantes, grasas y 

milares, 

20 :.Paraloa alimentos aecosp.aramaScOtas, un 

oceso adecuado es la cocción por extrusiôn, aunque 

puede usar el horneado y otros procesos adecuados 

ando se cuece por extrusiôn, el alimento seco para 

scotaa isualmØnte se proporciona en la forma de un.. 
. : �.. : . . 

25 oducto molido Si se usa un carbohidrato 

zebi6ticó, el preb–.ótico  se puede ’mezelar con los 

tros ingrethentes del alimento seco para mascotas 

rites’

-del procesamiento En la solicitud de Patente 

uropea No 0850569, se describe un proceso adecuado, 

30 a descripción de la cual se incorpora por 

eferencLa Si se usa un microorganismo probi6tico y 



mascotas es de manŁrÆ 

4maamente 2.0. % peso y 

preferente 

de manera 

menor de 

adiciona]., 
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eferentemente menos de 10 % en peso. Por ejemplo, 

eI. probiótico puede comprencler de aproximadamente 

� 0.1% a aproximadamente 5 % en peso del alitnento para 

�naacotas. Para los alimentos para mascotas, que usan 

achicoria como el prebi6tico, la achicoria se puede 

jncluir para comprender desde aproximadamente 0.5% a 

proximadamente 10 % en peso de la mezcla 

limenticia, de manera ms preferente de 

Haproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % en peso. 

Los alimentos para mascotas pueden contener 

otros agentes activos tal como Scidos grasos de 

cadena larga. Los Æcidos grasos de cadena larga, 

adecuados incluyen Æcido alfa-linoleico, Æcido gamma-

linoleico, Æcido linoleico, Æciclo eicosapentanoico, y 

Æcido docosahexanoico. Los aceites de pescado son una 

fuente adecuada de Acidos eicosapentanoico y icido 

docosahexanoico. El aceite de borraja, aceite de 

sernilla de grosella negra, y el aceite de primavera 

� vespertina son fuentes adecuadas de &cido gamma-

linoleico. Los aceites de c&rtamo, aceites de 

� �.girasol, aceites de malz y aceites de soya son 

fuentes adecuadas de 6cido linoleico. 

Si es necesario, los alimentos para 

mascotas se complementan con minerales y protelnas de 

modo que son nutriciorialmente completos. 

Adicionalmente, si se desea, la cepa 

bacteriana se puede encapsular; por ejemplo en una 

matriz de azücar, matriz de grasa o matriz de 

po1isacÆrido. TarnbiØn se puede revestir como se 

describe en EP 862 863. 

La nueva cepa probiótica se usa de mariera 
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ferente de modo que el alimento para mascotas 

xit4ene de manera preferente cerca 1 OE+04 a 

oximadamente 1 OE+10 cØlulas del microorganisino 

cbi6tico par gramo del alimento para mascotas, de 

s 

iLra mÆs preferente cerca de 1 OE+06 a 

oximadamente 1 OE+08 cØlulas del microorganismo 

bi6tico por gramo 1 alimento para mascotas puede 

rtener aproximadamente 0 005% a aproximadamente 10 

4n peso de la mezcla del nu.croorgariismo probi6tico 

10 rtiene de manera preferente cerca de 0..02%- a 

oximadamente % en peso y de manera ms 

4ferente cerca de 1 % a aproximadamente 6 % en 

La cantidad del alimento para mascotas que 

15 va A. .ç.orisurnir �por la .mascota .para obtener un 

cto benØfico dependerÆ del tamai’io de la mascota, 

tipo de mas 
1.

 

cota y la edad de la mascota Sin 

argo, una cantidad del alimento para mascotas para 

oporcilonar una caritidad diana de aproximadamente 

20 , E+03-1 OE+14 cfu de al ruexios una cepa de bacteria 

ci4o lactico yb el metho de fernientacin 

iva1ente, usualmente sex-An adecuados De manera 

elferente, se adminiatran cerca de 1 OE+09 a 1 OE+3.1 

u/d1a para perros y 1 OE+07 a 1 0E+10 cfu/dla para 
4 

25 toe 

La composici6n de acuerdo con la invenci6n 

ene una alta actividad probiótica  y/o se encuentra 

e es particularinente efectiva para mejorar yb 

rtener la funci6n digestiva saludable en mascotas, 

30 nejorar y mantener el tracto gastrointestinal, piel 

pelaje, yb sistema inmunitanio, salud de las 



21,4035 

Esta compo-si.ción tene un impacto benØfico 

e s efectos del envejectmiento en gatos y perros 

La pesentØ invención no se lithita en el 

Al ice  por las modalidades eapecificas descritas en 

S 1 esente LOS e)emplos se persiguen por una breve 

d iipc16nde las Figuras. 

fl 

Figura 1: �Proliferación de linfocitos de 

cØ as mononucleares de la sangre perifØrica, canina 

10 { ) en la estimulación con mLt6genos o Østeres de 

Li.S PMBC:.. de perros alimentados durante 4 

s as. con (barras::negra.$) o sin (barras blancas) L. 

ofilus NCC2628 se estLmularon con diferentes 

mi gnos a dosis (/m1) i.ndicadas en la grf.i.ca Los 

15 gnoa con PHA..(Fitohemagluti.na), conA 

t c naval a.na A), PWM (uu.tógeno de hierba) y ester 

(die obol son ?MA/iono (rniristato-acetató de forbol �e 

.i.àina):.  *P<O....O5, �prueba.tde Student. .... 

Fgura 2. Ctocinas producidas por 

20 le itos caninos est.mulados con thferenites cepas 

de 1ob16t2.cos Los leucocitos de perros adultos 

no as se estimularon con diferentes cepas de 

la laci1os aisladas de mascotas durante 18 horas 

Lo . iuIt–vos as contuvieron medio solo � :control 

25 ?01 negativo) o un aisladQ de lactobacilo humano 

S1 (control posit].vo) La identificaci.6n de las 

cit, inas se hj.zo por TR-PCR Su cuantificaciôn  se 

rea 6 al explorar los agaroge].es tefhdos con 

bo zo de.. etidio y dŁterminar el pixel relativo de. 

30 cad banda usando el programa NIH Image Los 

res adosi. se expresan como las medias de doe 



API-50CH y Rapid-1032A (BioMØrieux) para lactobacilos 

y; bifidobacterias, respectivamente. Se congelaron y 

s depositaron cepas puras a -80°C en la coleccin do 

ltivos Nestec (NCC). 

Todas las bacterias se cultivaron en un 

dio de caldo para los ensayos. Una muestra de cada 

epa 

reactivada se almacenô a 80°C en 2. ml de 

.ioprotector (40% do glicerol + 60% do LL). Los 

u1tivos se mantuvierori al subcultivar en una base 

eTnanal un in6culo al 1% en 10 ml de medio de cultivo 

anaeróbica a 37°C. Se cultivaron los 

a(btobacilos en MRS durante 18 horas. Las 

–idobacterias se cultivaron ya sea en MRS + 0.05 % 

iv) clorhidrato do L-cistelna (MRS -C) durante 32 

15 zÆs o en BHI + 0.05% de clorhidrato do L-cisteIna 

II -C) durante 48 horas iniciando con un inôculo al 

20 

25 

30 

Toclos los cultivos so almacenaron a +4°C 

:te las diferentes transferencias. En general so 

ivo la anaerobiosis usando un sistema anaeróbico 

hidrôgeno-diOxido de carbono (GasPak, Becton 

inson, USA). Las bifidobacterias se mantuvieron 

npre en estas jarras durante su periodo de 

acenamiento. 

rn4o2:Selección  de cepas bacterianas 

Este examen in vitro se basó en las 

terIsticas do producci6n para una aplicaci-ón 

Strial de cØlulas viables, su capacidad para 

Łvivir la inhibici6n o condiciones 

zointestinales perjudiciales y su diversidad 

mica. La diversidad de la cepa o sirnilitud 
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nica de estas cepas no caracterizadas se tomO en 

a, usandoRAP]J y ribotipificación. 

.IALES Y NTODOS 

Linuento Bacteriano 

Las cepas que son capaces de producir 

–amente un alto nümero de clulas tienen que ser 

ntificadas. Su ciclo de crecimiento bacteriano se 

de caracterizar por una fase dc retraso corto, un 

rrpo de regeneraci6n corto, altas cuentas mximas y 

r,. fase estacionaria larga. Por lo tanto, se 

kpararon cepas al considerar tres variables: la 

ci6n de su fase de retraso, su tiempo de 

fraci6n (en horas) y sus cuentas mximas, que 

espondieron a las caracteristicas mâs 

crtaritcs. 

lactobacilos: 

Se inocularon 200 ml de caldo MRS 

jncubado a 37°C con 1% de su cultivo fresco.. Se 

lectaron muestras de un ml a cada hora despuØs de 

inocu1aci6n durante ocho horas. Se tomó una 

tra final despuØs de 24 horas. Un ml de cada 

tra se diluyó en eerie 10 veces en TS para 

i#ieracift. Se cultivaron los cultivos en agar MRS 

nica de puesta en placa por derrame), 

r6bicarnente, 37°C, durante 48 horas. Todas las 

as con los nümeros de colonia entre 30 y 350 se 

straron como unidades formadoras de colonia (cfu) 

ml de cultivo y por lo tanto se tomaron en 

iideraci6n para enumeraciones. 

bifidobacterias en (MRS -C): 

En ensayos preliminares, todas las cepas se 



28 4? 

Para lactobacterias  

Substrato Composición  PH Ref erencias 

MRS MRS sin azticar (Difco) 35 g.l 6.5 De Man adn 

Glucosa 20 g.1’ al. (1960) 

Agua deStilada 1,000ml  

Para bifidobacterias  

Sustrato Cornposici6n  PH Referencis 

MRS -C MRS sin azücar (Difco) 35 g.’ 6.0 Pacher and 

Glucosa 20 g.l Kneifel 

L-cistelna-HC1 (Fluka) 0.5g.1’ (1996) 

Aqua destilada 1,000ml  

TPYG Tripticasa (BBL) 50 g.1’ 7.0 

(Extracto Peptona (Difco) 5 g.i" 

de Extracto de levadura 20 g.1’ 

tripticasa- (Difco) 4 g.i" 

peptona- Gluco (Merck) I g.1’ 

levadura) L-cisteina-HC1 (Fluka) 1 g.i’ 

Aqua destilada 1,000tnl - 

Se obtuvieron medios s6liclos por la adición 

de agar Difco Bacto (15 g.1-1) Los medios se 

sometierori a autoclave a 121°C durante 15 minutos. 

Los medios liquidos para las bifidobacterias ya sea 

Be almacenaron bajo condicionee anaerôbicas o se 

desgasificaron antes de la utilización. 

Resistencia a pH gÆstrico y bilis 

Cuando se ingirieron, los microorganismos 

� 
han sobrevivido al estómago y las condiciones del 

� 
duodeno para ser capaces de ejercer una actividad 
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bnŒtica en el tracto gastrointestinal de animal. El 

pB gstrico y las sales bilj.ares son los principales 

cmponentes responsables de la regulaci6n de la flora 

Iacteriana Por lo tanto, tiene que ser valorado el 

rado de resistencia de las cepas a la acidez y 

� kilis. 

La fisiologla del tracto digestivo de gatoB 

perros difiere de humanos El pH promedio pH 3.4 y 

4.2, respectivamente en perros y gatos. Una bills 

eonstituida de mascotas se recomendó para los 

nsayos (Tabla 4). La concentraci6n biliar en el 

rxtestino delgado varia en un intervalo de 0.5 a 2% 

4uando se digiere el alimento. 

H De acuerdo a los valores de pH extremos 

ncontrados en gatos y perros, las cuentas viables 

1espu6s de 10 minutos a pH 2.6 y despuØs de dos horas 

ya sea pH 3.4 (cepas aisladas de perros) 6 pH 4.2 

,(cepas aisladas de gatos) no deben estar por debajo 

e 1.OE+06 cfu/ml. 

.strico 

Todos los lactobacilos se inocularon a 1% 

en caldo MRS y se cultivaron anaeróbicamente a 37°C 

durante la noche. Las bifidobacterias, inoculadas a 

5% en BHI-C, se cultivaron 48 horas a 370C bajo 

condiciones anaeróbicas. Los cultivos se 

diatribuyeron en tubos de reacción de doe ml 

(Eppendorf) y se centrifugaron a 3,500xg/lomin/20°C. 

Las cØlu.las se lavaron tres vees con soluciôn 

Ringer. La resistencia a las condiciones &cidas del 

est6mago se valor6 in vitro en tree jugos gstricos 

simulados con niveles de pH de 2.6, 3.4 y 4.2 

a) 



ignificativamente diterentes cuando la desviaciôn de 

U log estaba por arriba de 0.25. Cada cepa se 

aracterizô por, dos variables: 

� la concentraciôn maxima de sal biliar 

robada donde no se encontr6 diferencia significativa 

oi el control 

� la ve1oedad de la disminución en la 

ibilidad cuando se incrementa la concentración 

iiar en el media do crecimiento 

Las cepas caracterizadas por una prthda 

u erior a un log10 do sus cuentas viables cuando la 

o centración biliar aumenta en pasos de 1% se 

orisidero sensible a la bilis Una reducción superior 

un 16g10 entre cØlulas cultivadas en la presencia 

e 0 y 2% de bilis, y un log10 por ciento adicional 

e bilis (par arriba de 2%) se consideró aceptable 

dFLcionalmentel se deben detectar solo cepas que 

rbduzcan ms do 1 OS+06 cfu/ml cuando se cultivan en 

presencia do basta 2% de sales biliares, a fin do 

rkducir un efecto en el tracto gastrointestinal 

La bilis reconstituida en mascota a partir 

e gatos a perros se preparO como se indica en la 

ala 4, y se esteri.liz6. por filtración antes del 

In un primer ensayo, se cultivaron lactobacilos 

naer6bicamente durante 24 horas en calco MRS a 37°C 

Be transfirieron en el caldo MRS fresco m&s bills 

o mascota, reconstituida, estril, al 01 0 1, 0 3, 

51 It 21 4% durante 18 horas adicionales Las 

stras so diluyeron en ser.e 10 veces en TS para 
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e4 eaci 6n  Las diluciones 1 O-03 y 1 OE-05 se 

C4 cron en placas de agar MRS, usando un WASP 

itl.ey. Automatic Spiral .:Plater*; Don Whitley. 

Limited, Inglaterra.). :.Cua1d0 se. secaron., 

5 la Iacas se::.irxvirtieron e incubaron 48.horasa 370C 

en, ’arrasariaer6bicas. Floph y al. (3.972) definieron 

4 .nhibi.ci6n como aign.ficatva cuando al menos 2 

en la prueba cotuparada con el tubo de control 

’01.: .vado se redujeron En base a. eato, todos los 

10 1 cbaci,los aensjb]..es a las: concentraciones biliares 

el primer ensayo y los dos lactobacilos 

re tentes a la bilis al 4% se probaron sinu.larmente 

e l presenia de bills al 0, 1, 1 5, 2, 2-5, 3, 4% 

L

 

?egunda prueba se enfoc6 a uria capacidad de 

15 r e.ici6n y se estabi].iz6 si el nilmero de bacterias 

�vb.es.diSminuy6.dramÆticamen.te  cone]. incremento de 

1 concentraci6n bilia.r. 

Por .otra -parte, se sefiala quØ estas cepas 

$ resj.stentes a la bills dixrante sate periodo de 18 

S20 h s Se establecieron curvas de crecimi.ento en la 

p enciade sales biliares �para determinar si la 

de retraso y la velocidad de crecimiento se 

a ctaron, o no,r Los ensayoa as emprendieron con 

1 �tóbacilos cultivados en caldo MRS complementario 

25 c Jbilis reconstituida de mascota, a]. it, de acuerdo 

rotocolo deacrito para la medición de crecimiento 

trior.-

Las bifidobacterias se subcultivaron y 

�Øierón 3. hóraa/37°C/anaet6bicafliente,  usando caldo 

30 SHC.con bills reconstituida de mascota 
a]. 0, 1, 2, 

4% Se aplicó e]. mismo mØtodo de numeraci6n a 
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... ... ... Hr.. 

(4todo de. coloc.ación  en placa por derrame) se 

d.atribuyerori en .frascos. (0.5 ml par ampolleta). Las 

npestras se4 congelaron a -196°C en ntr6geno lIquLdo 

rsesecaràn  a1vac10 durant.e 18horas. DespuØs de la 

5 .ofihizaci6n, se introdujo un nitr6geno a travs do 

4 vlvula de admisi6n de Aire, del lofi.1izador y se 

4ilaron todas las ampolletas Todos los frascos se 

)macenaron a +4°C y +20°C durante aea.s mesee El 

nero do clulas v.ab1es por ampolleta (para cada 

. 10 eio de bacterlaB y suspens16n) sel determin6 

esualmente. 

hLTAOOS 

En la estructura de la eelección do 

bi6tIcos potenciales paragatos y perros, los 

15 1tadoŁ de este examen in vitro para: 20 

;tobaci1os :y . 18 bifidobacterias, en base a BUS 

tenciales de .creeimiento, resistencia a la 

.ofilizaÆi6n con almacenamiŁnto subsecuente, 

sstencia al pH gstrco y concentraciones bi.liares 

20 
� 

ntradas en el tracto gastrointest.na1 de gatos y 

. 

o:aepresentan en. -la Tabla. 5 . 

Los 20 lactobaclos se clasificaron con 

r ecto a los criterios que so pueden cumplir en e]. 

e1 ttho corrente Cuatro cepas mostraron toner 

25 b xos resultados con respocto a sue caracterIsticas 

crecimento, resi.stencia al pH gÆstrico, 

ri itencia a blue y su superv.venca durante el 

a acenamiento deapus de la liofilizac.6n 

r tri NCC2581 (.CNCM .1.-2448), Ii. reuteri NCC2592 H 

30 ( I-2450), I,. reuteriNCC2603: (CNCM 12451), .y L. 

r ri NCC2613 (CCM 1-2452). Se cump].ieron las 



5? 

I 
10 

20 

25 

MR 

I 

b 

p 

37 

1rico promedio durante al menos dos hcras. 

La cepa NCC2627 fue mucho mÆs resistente 

la MCC2623 y NCC2635, mientraB que estas tres 

as tuvieron Un patrón cercano por 

Ôtipificación, indicando por 10 tanto una probable 

4ci6n cercana (digestión eon dos enzimas de 

tricci6n: EcoRI y EcoRV). 

Las diez bifidobacterias aisladas de perros 

traron solo dos diferentes patrones cuarido se 

aterizaron por rlbotipificación. Por lo tanto, 

ensayos de resistencia a bills Be lievaron a cabo 

con cuatro cepas (dos de cada grupo): NCC2657, 

260, NCC2671 y NCC2677. Estas cuatro cepas fueron 

resistentes a la concentraci6n maxima de la 

que se puede encoritrar in vivo (2% de bilis) y 

epas NCC2660 y NCC2657 no tuvieron.disminuciôn 

las cuentas viables cuando se sometieron a un 

niÆximo de 4% de bilis. Como consecuencia, todas 

$ifidobacterias aisladas de las heces de perros 

Ms bien resistentes a altas concentraciones de 

Considerando las caracteristicas de 

imiento, estas diez bacterias de este modo se 

n dividir en dos grupos: 

cepas resistentes a blue y con buenas 

cterIsticas de crecimierito: NCC2657, NCC2651, 

63 y NCC2667 

� cepas resistentes a bilis pero con 

cteristicas de crecirniento no adecuadas 

nialmente para producci6ri industrial: NCC2660, 

171, NCC2677, NCC2647, NCC2654 y NCC2674. 
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Micona1mente, los resultados- de los anÆlieis de ADN 

se tomarari en cuenta para seleccionar las bacteUas 

.representativas de la diversidadinveatigada. 

Eemp10 3 Eficacia de coloni.zación en gatos 

Se probarôn L. reuteri NCC2581, L. reuteri. 

NCC2592 L. rhaznnosus NCC258.3.y bifidobacterium sp. 

NC2627 en ensayos de alimentación para evaluar su 

capacidad para sobrevvir el paso del tracto 

gastrointestinal de gat s. 

. 10 Se sometieron 16 gatos machos y hembras tan 

iguales como sea posible a 3 dias de adaptación con 

4nmeng Pr3.sk.es Grand El protocolo de ala.mentac.6n 

ónsisti6 en 7 dias con "Menu Friskies Grand" y I � 

dilas de prueba con "Menu Friskies Grand" que conti.ene 

15 una de las cepas menc.onadas anteriormente L 

reuer.i (NCC2581 (dieta A), X reuter (NCC2592) 

(theta B), L rhamriosus (CC2583) (theta C) y 

4fidobaoteriurn .sp. (NCC2627) .(dieta 0). La 

sgnac16n de theta fue la sigui.ente 

20  

90 LaLL -i 
IZ1OdO1ADCBDAACBA B CR0 CD 

r1odo2 IBADACCDACBW 

Eatas cepas Be prepararon en una cant.dad 

ficente y en una f 
OIrmal 

l.ofili.zada, eatable para 

, l.car estas ocho diferentes bacterias con respecto 

25 a. 1a supervivencia de la cepa en el tracto 

-g ;trointestina1de losanirnaleaprobados. Todas.las 

o a se examnaron con 4 g de Trehalosa a fin de 

a cionar un volumen suf.ci.ente de portador para 
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1ar las cepas preparadas con la matriz de 

al 

ito para los animales. Las cepas bacterianas se 

ra.ron en tubos p1sticos individuales (1.OE+0.9 

c 

0a) y se adicionaron diariamente en una parte 

5 de alimento para asegurarse que se comerÆn 1a8 

ba rias totales. 

Se obtuvieron muestras fecales frescas para 

a $zar los nümeros de población bacteriana y Se 

c araron con la lnea base (sin bacterias 

0 
10 a �ona1es. 

$ 

.rcolectaron heces en el dla 7 y 8 (llnea base), 

14 y 15 

21 y 22 (linea base) 

28 y 29 

Se usa una sonda rectal estri1 para obtener 

muestra fecal de la menos 0.1 g. Esta muestra se 

a exactamente y se mezcla 0.1 g con 10 ml de solución 

15 : 116gica (Ringer) que contiene 10% de glicerol. Esta 

uci6n luego transfiere en criotubos de 1 ml y se 

elan en nitrógeno lIquiclo. Tocias las muestras 

� e nces se almacenan a -80°C hasta el anÆlisis. 

Las poblaciones endógenas  de lactobacilos, 

20 eroides, Enterobacteriaceae, Enterococus, 

.dobacterias y Clostridium perfringens se contaron. 

� 

detectaron bacterias en medios selectivos o 

selectivos. Se realizaron diluciones en eerie cien 

� 

s en solución de Ringer que contiene 0.5% de 

25setha, de las soluciones en el intex-valo de -2 a -8. 

js de Petri de varios medios selectivos se inocularon 

L i’icubaron (ver Tabla a cont–nuación) 



Durant el tratamiento se observó Un 

jncremento de las cueritas fecales de lactobacilos, 

� debido a las ingestiones de las bacterias probiôticas 

� 5 citadas. No se observó incrementó drÆstico en la 

cuenta de enterobacteriaceae que reflejari que no hay 

daio en el ecosistema intestinal relacionado al uso 

de los probióticos relacionados. 

jemplo 4: Eficacia de colonizacióri en erros 

Se probaron L. reuteri NCC2603, L. reuteri �10 

� NCC2613, L. acidophilus NCC2628 y bifidobacterium sp. 

I NCC2657 en pruebas de alimentacic5n para evaluar su 

capacidad para.:,sobrevivirl. el paso del tracto 

gastrointestinal de perros. 

15. Se sometieron 10 perros, 5 hembras y 5 

machos de 4 a 7 aæos de edad, a esta prueba 

especIfica. El,,_protocolo de alimentaciôn consistiô en 

5 dIas de adaptación con "Friskies Vitality" con/sin 

achicoria y 5 dIas de prueba con "Friskies Vitality" 
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c /in achicoria y 3 dias de adaptación, 5 clIas de 

ea con "Friskies Vitality" con/sin achicoria + 

teria: L. reuteri NCC2603 (dieta E), L. reuteri 

N 2l613 (dieta F), L. acidophilus NCC2628 (dieta G) 

,ifidobacterium sp. NCC2657 (dieta H). La 

naci6n de dieta fue como siue: 

! p; 

Estas cepas se prepararon en una cantidad 

10 H ftciente y en una forma liofilizada, estable para 

licar estas ocho diferentes bacterias con respecto 

HI
 la supervivencia de la cepa en el tract-c 

trointestinal de los animales probados. Todas las 

as se mŁzclaron con 4 g de trihalosa a fin de 

15 dicionar un volumen suficiente de porta.dor para 

. ezclar las cepas preparadas con la matriz de 

. iimentación  para los animales. Las cepas bacterianas 

prepararon en tubos plasticoa individuales 

.0E+09 cfu/dIa) y se adicionaron diariamente en una 

20 Oxte del Ælirnento para asegura.rse que se ingieren 

as bacterias totales. 

Se obtuvieron muestras fecales frescas para 

aha].izar los mimeros de poblaci6n bacteriana y se 

compararon con la linea base (sin bacterias 

25 1 adicionadas). 
.$ ’recolectaron heces el dia 7 y 8 (lInea base), 

14 y 15 

21 y 22 (lmnea base) 
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Durante el tratamiento no Se observó c.ambio 

icipal en las cuentas fecales de los lactobacilos, 

ido a las in.gestiones de las bacterias probióticas 

cciona4as excepto en el caso de la cepa L. 

Iopbi1us NCC262.8. Bajo las condiciones de prueba, 

efecto ixihibidor en C. perfringens puesto que el 

1 basal de C. perfringena fue muy bajo. No se 

rvó incrernento drÆstico en la cuenta de 

erobacteriaceae que reflejan que no hay clisturbio 

Lec.osistema intestinal relacionado al uso de los 

bióticos seleccionados. 

tplo 5: Efectode lactobacilos y sus metabolitos 

4a viabilidad de Giardia intestinalis 

Se estudia el efecto de los sobrenadantes 

filtrados de cultivo de cepas de lactobacilos 

]adas de gatos y perros. 

4riales y rntodos 

Cepas y cultivos bacterianos: Los 

rooranismos que corresponden al gØnero 

tobacillus fueron de la colección de cultivo 

Las bacterias se cultivaron en el medio MTYI. 

sobrenadantes que contienen metabolitos de 

tobacilos se neutralizaron a pH6 y se 

rilizaron par filtración. 

Se realizaron controles al acidificar el 

lo MTY]. con Æcido lÆctico al mismo pH que uno de 

Lcultivos bacterianos. Posteriormente, el pH se 

sitó a pH 6 con NaOH 0.1 N. El origen de la cepa 

d estudia y el pH de los sobrenadantes y controles 

tnluestran en la Tabla 9. 
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Origen pH de sobrenadante pH control 

� _reuteri NCC2581 Gato 6.63 6.63 

r1amnosus NCC2583 Gato 6.50 5.97 

reuteri NCC2592 Gato 6.04 5.98 

..reuteri NCC2603 Perro 6.04 5.99 

.reuteriNCC2613 Perro 6.07 5.95 

acidophilus 

Cr2628  

Perro 6.01 5.93 

Par.sitos: La cepa WE de Giardia 

i’itestinalis (ATCC 30957) se compr6 a la colección 

americana de Cultivo de Especies (Rockville, E.U.A.). 

Se cultivaron trofozoitos en el medio TYI-S-33 

tt’ôdificado de Keister’s que contiene par litro: 

extracto de caselna (lDitcto), 20g; extracto de 

]evadura (BL), lOg; dextrosa (Merck), lOg; bilis 

1ovina (Difco), 0.75g; NaCl (Merck), 2g; L-

ciste1na.HCl (Sigma), 2g; Sal s6dica de Scido 

*scórbico  .(Fluka), 0.2g; K2HPO4 (Merck), 0.6g; 

itrato de amonio fØrrico (sigma), 22.8 mg; suero de 

bovino adulto (Sigma), 100 ml; 

enici1ina/estreptomicina (Gibco, 1000 lU/mi), 15 ml. 

Se ajustó el pH a 6.9 con NaOH 5N antes de la 

esterilización con filtración (tamaflo de poro de 0.22 

Pm). 

Se cultivaron parsitos en matraces de 

cultivo de tejido de poliestireno (LUX, Miles 

:Laboratorios, Inc., Naperville IL 60540) rellenos con 

40 ml de media de cultivo. Se realizaron los 

subcultivos al descargar el sobrenadante sin 



concentración, morfina, pancreatina). El jugo del 

intestino delgado canino, simulado contuvo bilis 

canina reconstituida (0.345 g/l 

tauroquenodesoxicolato, Sigma, Alemania; 0.7 g/l de 

taurodesoxicolato, Sigma, Alemania, 3.04 g/l de. 

H taurocolato, Sigma, Alemania; 0.006 g/l de colato, 

Fluka, Suiza), morfina porcina (1.9 g/1 Sigma, 

Alemania), pancreatina porcina (2.42 g/l Sigma, 

Alemania) y solución de electrolitos (5 g/l de NaCl, 

.0.6 

g/]. de Rd1 0.25 gil de Cad.2, todo de Merck, 

Alemania).. El pH del jugo se ajustó a pH 6.5 t 0.5 

CQfl NaOH 0.1 N. 

Cepas y condiciones de cultivo 

� Patógenos del intestino delgado 

15 Se aeleccionaron cuatro cepas 

potencialmente patógenas: S. Typhirnurium S11344, E. 

coli ETEC 08:H9 y E. coli 0149:1(88 (aislado patógeno 

panino) y un aislado clInico de Sh. dysenteria 

� 

(origen humano, amablemente proporcionado por el 

S26H entre Hospitaller Universitaire, 

ausana, Suiza). Con la excepc16n de S. typhimurium 

� 

L1344 propagado en caldo Luria Bertani (Difco, 

*.U.A.),. todo el enterobacteriaceae se cultivó en 

ca1do de infusion de cerebro-corazOn (Dif Co1 E.U.A.) 

25. &370C bajo agitaciOn (240 rpm). 

Bacteria de Æcido lÆctico 

Se seleccionaron un amp].io intervalo de 

ctobacilos de origen canino y felino que incluyen: 

acidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453), L. rahmnosus 

30 dC2583 (CNCM 1-2449), L. reuteri NCC2581 (CNCM I-

448), L. reuteri NCC2592 (CNCM 1-2450) de la 
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1ecci6n de cultivos Nestle (NCC, Nestle, Suiza) y 

; 

examinaron en el modelo de intestino delgado 

nino Para la supervivencia, actividad fisiol6gica y 

fectos inhibitorios en los patógenos del intestino 

5 1gado, mencionados con anterioridad. Los 

actobacilos se cultivaron anaeróbicamente  

a’aerocult Oxoid, Inglaterra) en el caldo Man Rogosa 

hrp (Difco, E,TJ.A.), a 37°C. 

erminaci6n de cuentas de cØlulas viables 

10, Se diluyeron muestras en amortiguador de 
. 

)Ifato estØril (NaKPO4, pH 7, 0.2M) y so colocaron 

piaca superficial do diluciones do 10 veces en 

acas do agar: agar MRS (Difco, E.U.A.) Para 

qtobacilos, agar Salmonella-higella (Oxoid, 

15 1a terra) Para S. typhimurium y Sh. dysenteriae, y 

aXr  (Oxoid, Inglaterra) Para E. 

ii. Se incubaron placas de agar 48 horas a 37°C de 

t nra anaeróbica Para lactobacilos, y 24 horas a 

3 °C  Para enterobacteriaceae. Para pruebas de co -

20 c Ltivo, se irihibi6 el crecimiento de 

i 4erobacteriacea en agar MRS por la adición do 

p ..mixina (Oxoid, Inglaterra). 

E rirnentosde co-cultivos entrebacterias do Æcido 

littico (LAB) y patôgenos 

25 Se realizaron experimentos do co-cultivo 

AB probiôticas, potenciales y cepas patógenas a 

C en 20 ml (tubos Falcon) de jugo simulado del 

i gtino delgado, canino con diferentes fuentes de 

c 6n (azicar, alimento Para mascota) para favorecer 

30 .1 tividad metabólica de los cultivos. Las LAB so 

i 1aron a 10E+08 cfu/ml, patógenos a 10E-t-02 



58 el le" 

ueba con "Friskies Vitality" con/sin achicoria + 

erias de L. acidophilus de NCC2628. 

Se preparó L ac.idoph1us NCC2628 en una 

4 dad suficiente y en una forma 

5 }le con respecto a la supervivencia de la cepa en 

facto gastrointestinal de los animales probado 

bacterias se mezclaron con 4 g de trehalosa a fin 

dicionar un volumen suficiente de portador Para 

rn 

3ar las bacterias preparadas con una matriz de 

10 ast. Onto Para los animales Se prepararon bacterias 

4; 

4,bos de plstico individuales (5 OE+09 cfu/dia) y 

4 aicionaron diariamente en una parte del alimento 

p 

asegurarse que las bacterias totales se comerÆn 

Se recolectó sangre de los perros despus 

15 cuatro semanas de administraci6n de los 

.6ticos La sangre se fraccionó a travs de una 

ia 4a Vaccutalnerfi (becton Dickinson, Mountain View, 

C se recuperaron las PBMC de acuerdo a las 

z 

lendacione8 del fabricante 

20 Se estimularon cØlulas con diferentes 

9enos o Østeres de formol que inducen una fuerte 

ipr 4feraci6n de cØlulas T (concavalina A (conA), 

f. }emaglutinina (PHA)), de cØlulas B (mitógeno de 

ba (PWM)), y de todas las cØlulas (forbol-

25 tato-acetato/ionomicina (PMA/Iono)) Se 

. baron 105 cØlulas por cavidad con mit6genos o los 

res de forbol (las dosis respectivas se indican 

e la Figura 1) en un volumen final de 200 p1 de 

de cultivo RPMI-1640 complementado con suero de 

30 b.. . ro vegetal al 10% y antibiôticos en placas de 

c vo de fondo Plano de 96 cavidades (Nunc) 
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Se administraron cØlulas en atrn6sfera de 

2 al 5% humidificada a 37°C durante 48 horas. Las 

l.ilas se marcaron por impulsos con 1 pCi de 

i. Itimidina (Amercham Pharmacia Biotech, Suiza) 

S ante 18 horas adicionales. Las cØlulas luego se 

r qiectaron en filtros de nitrocelulosa (Parckard 

Count; Suiza) y la [3H] unida se midi6 con conteo 

escintilación (TopCount, Packard, SuiZa). Se 

.c" !u16 laproliferación celular corno la media 

. 10 rtas por minuto (c.p.m.)) (–SD) de los 

t’ licados. 

1ados: 

Figura 1: Hubo un incremento claro enla 

pr #eraci6n celular en respuesta a todos los 

15 mitt &ios en el grupo de los perros alimentados con 

iophi1us NCC2628 en cornparación con el grupo de 

cant Di.. Este incremento fue significatiiro en 

cult roe estimulados con los Østeres de forbol PMA + 

1014 ra. Eatos datos muestrari que las cØlulas 

40 20 li ds de los perros alimentados con probi6ticos 

son ’ reactivas en la activación in vitro y sugiere 

que’t sistema inmunitario de los perros alimentados 

con p bióticos se ha estimulado. 

Si elop10: Modulaci6n in vitro de funciones 

2 inmur* arias par ceas de lactobacil.us aisladas de 

Un examen in vitro de las diferentes cepas 

de la" bacilus aisladas de mascotas, descritas 

ante’, mente, as ajust6 para determinar su potencial 

30 de m6*1 Li6n inmunitaria. Para sate fin. se midió su 

capaciL 1. para inducir las citocinas pro-

- 
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H,.lamatorias (IL-12, IFNy) y/o citocinas anti -

H .lamatorias (IL-b, TGF-) (Anand A.C., Adya 

99, Trop. gaatroenterol.; 20(3) :97-106; spelberg 

Edwards J.E. Jr. 2001, Clin. Infect. Dis.; 

S (1) :76-102) . Esto tiende en las cepas candidatas 

tncia1es de selección para turtciones inmunitarias 

t-pat6genicas o anti-cÆncder, fuertes asi como 

iones aritagonisticas contra patoboglas 

stinales canicas tal como alergia e inflamación 

10 C iermedades inflamatorias en el intestino). Se 

:ablecieron cultivos adicionales con el medio solo 

rtrol negativo), con la cepa SF68 de Enterococcus 

T 41um (NCIMB 10415, Cerbios-Pharma, Suiza) y con un 

�Zado  de lactobacilo humano 8Th (NCC2461, CNCM I-

15 ) (control positivo) 

filles de citosina inducidos por diferentes cepaa 

Alblifticas en leucocitos caninos: 

La sangre de perros adultos normales se 

S20 t t 5 minutos �a temperatura ambiente con 

a iguador de usia ACK (150 mM de NH4C1, 1 mM de 

� KH ) y 0.1 mM de Na2EDTA en H20, pH = 7.4). Los 

xcitos Be lavaron dos veces con el medio RPMI 

antibióticos y se sembraron. a 2.106 clulas/ml 

25 ł 4acas de cultivo de tejido de 24 cavidades. Se 

� 1 on6 1 ml de una suspension bacteriana (descrita 

ó riormente) que contiene 106 CFU a cada cavidaci. 

� 
Para el tratamiento de control, se adicion6 

al nedio solo a los leucocitos. Las muestras se 

30 ix baron 18 horas a 37°C y CO2 al 5%. 

euentemente, se recolectaron los leucocitos, se 
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tpleto como el alimento "A" Para mascotas, pero 

t complementado con una mezcla en polvo do los 

4!roorganismos probióticos seleccionados, 

itmentados do un sobrecito. La mezcla comprende 

S akitidades substancialmente iguales de L. acidophilus 

CC2628 y Bi.fidobacterium sp. NCC2657. Se rocIa sobre 

alimento en cada comida que so sirve, la dosis 

� tirninistrada que es do aproximadamente 1OEB cfu/dia. 

El alimento "C" Para mascotas es un 

.imento seco Para mascotas, nutricionalmente 

�  Ompleto que es sub8tancialmente idntico al alimento 

� "h"
 

Para mascotas, pero quo contiene 1.2% en peso de 

un 

sobrenadante seco de un cultivo do Enterococcua 

.eaciuzn SF68 (NCIMB 10415) 

15 Se usan 30 perros en el estudio. Los perros 

e pre-a].imentan durante 8 semanas usando alimento 

W’ Para mascotas. Los perros luego se dividen en 3 

upos de 10 perros cada uno, designados grupos A, B 

� �h y C y so alimeritan con las dietas 

,20 orresponc1ientemente nombradas durante 8 semanas. 

Los perros tienen acceso libre a agua y so 

a1imentan una vez al dia. La prevalencia de caspa en 

el pelaje so determina por un panel de valoración de 

30 miembros al comienzo y luego de 7 semanas. 

25 

Los perros se peinari antes do la evaluaci6n 

por el panel y los miembros del panel no comparan las 

notas durante la evaluaci6n. 

� En esta evaluaci6n, los perros se presentan 

a cada uno do los panelistas individuales en 20 

diferentea parejas. Se pregunta a los panelistas que 
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thcauen en sus hojas de registro quØ perro del par 

esentado exhibe (1) menos caBpa, (2) mayor brillo 

ie 

pelaje y (3) menor olor de pelaje 

La conthción completa de pelaje de todos 

5 ós  perros es visual y tcti1mente buena como Se 

nede esperar de perros saludables, normales Sin 

’nbargo, los perros ue se alimentan con la theta "C" 

encuentrati que tienen menos caspa que aquellos 

limentados con la theta "A" de control Estos 

10 -limentados en la dieta �"D" tienen un pelaje 
. 

otablemente rats brilloso y exhiben notablemente 

eios .olor de pelaje que los de "A". Estas 

aracterIstica9 se encueritran que no thfieren 

fli:Cat3Va1TI5flte. de fôrma estadistica cuando se 

15 onparan con los perros en el grupo B 

implo 12 

Se.e1abo-ra una mezcla de al–mentaciónde 

oxImadamente 58% en peso de maIz, aproxirnadamente 

en peso de gluten de maz, aproximadamente 23% on 

20 o de came y harina, sales, vitaminas y minerales 

u constituyen el resto 

La mezcla de alimentación se alimenta en un 

-aondicionador y se humecta Esta mezcla as 

iciona a un polvo que contiene una mezcla de las 

25 
- uientes cepas de lactôbacilos: Lactobacillus 

:rnnbsus NVc2583 .(CNCM I2449), Lactobacillüs. 

i:dophiius NCC2628 (CNCM. 1-2.453) y Enterococcus 

c2.um SF68 (1CIMB 10415). El polvo se dispersa de 

a1 manera Isubstancialmente a todo lo largo de la 

30 zla Esta mezcla de alimentación humectada luego 

alimenta en el extrusor-homnillo .y se .ge1atiniza. 
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matriz gelÆtinizacla que deja el extrusor Be fuerza 

�ravØs de una boquilla y Be extruye. El producto 

d.ruido Be corta en piezas adecuadas para alimentar 

perros, Be seca aproximadamente a 110°C durante 

20 H 

iioximadamente 20 minutos, y Be enfria Para formar 

Œiu1os. Las piezas extruidas Be verifican Para la 

tvidad de bacterias de las cepas adicionadas. No 

.detecta nada. 

ethDlo 13: 

Se usan en e3. estudio 24 perros. Se 

.uyen perros j6venes y viejos, estos liltimos que 

de B a 12 afos de eclad. Los perros viejos 

eccionados, �exhiben signos externos de inflamación 

articulaciones en proporción con sus edades y 

�cen experimeritar alguna dificultaci en el 

iniento a veces Ciertos movimientos parecen ser 

oosos, Estos sintomas frecuentemente Be observan 

prros viejos y Be cree que estn relacionados a 

cndici6n artrItica. 

Be usan tree alimentos secos Para mascotas 

1 estudio. Designados A, B y C. El alimento A es 

1imento seco Para mascotas nutricionalmente 

eto (ALPO de Bef.fy Dinner). Esto es e]. alimento 

Ôntrol. 

� Los 24 miembros de los seleccionados Be 

alimentan durante 8 sernanas usando alimento A 

:mascotas Los perros luego Be dividen en 3 

OB, A, B y C cada uno que tiene 8 perros y la 

ar proporción de jóvenes y viejos dentro del 

� 
. Cada grupo luego Be alimenta con las 

ntes dietas respectivas durante 8 semanas. 
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El alimento B para mascotas es un alimento 

para mascotas nutricionalmente completo que 

tancia1mente es idntico a]. alimento "A" para 

iotas pero que contierie un revestimiento que 

Ltituye el 24; de su peso, 51 revestimiento 

trende los microorganismos de Enterococcus feacium 

4 (NCIMB 10415) La cantidad de alimento 

T4entado diariamente 
a 

cada perro se ca].cu].a de 

do a la masa individual corporal, de modo que la 

is de 1 OE+09 cfu/dla 

La dieta C cornprende productos molidoa, 

rudos producidos en el Wjemplo 12 anterior. La 

dad de alimento alirnentado diariamente a cada 

so calcula de acuerdo a ].a masa corporal 

idual, de modo que Ia dosis de microorganismos 

1 QE+11 cfiu/dla 

Los perros tienen acceso libre al agua y se 

entan una vez a]. dia Se une un medidor de 

vidad al collar de cada perro y las mediciones Be 

diariamente Los perros tamba.Øn se eva1tan 

mente para la act ividad por personal de la 

La condic16n de todos los perros es visual 

’1ilmente buena como se puede eaperar de perros 

bles, normales Sin embargo, los perros en los 

quo reciben las dietas B y C de alimento para 

tas 

son notablemente mâs activas que sus 
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:rapartea en la. die.ta A En, las lecturas del: 

LdOr soportan esas observacion.es 

Adicionalmente, losperros mÆs viejos en 

grupos B y C, despus de que Se a13.mentan de las 

..as 8 y C durante el periodo de prueba, parecen 

Lbir pocos signos externos de inflamación de 

Lctilacibnes:. locales. Adicionalmente, los perros 

c.eu .experimentar. menos �niveles de dolor en el 

Lrniento fisico � yse mueven mae libremente que 

s. Sepuedeconcluir que lag dietas B y C .parecen 

órcionar aiivio con respe&to a ciertas sefales de 

y mejorar la motilidad de las mascótas. 

ant iguas. . 

p.loi4: Alirnento seco Para, gatos 

Se.. elabóra una mezclÆ de alimento de 

cimadainente 58%en peso de tnaIz, aproximadamente 

Peso de .gluten de maIz, aproximadamente 23% en 

de harina de polio, sales, vitaminas y minerales 

ubstituy.enel resto. 

La mezela de alimentaci6n se alimenta en el 

conthcionador y se hi.imecta La aU.mentación 

ctada luego se alimenta en un extrusor-hornillo y 

Flatiniza. La matriz gelatinizada que deja el 

uor, se:, fuerzal a .travs de una boquilla y se 

ire l producto extruido se corta en p.ezas 

idas para Æiimentar a log gatos, se seca a 

4madÆmente .11011C .. durante aproximadamente 20 

g,
 y: se. enfrlapara formar grnulos: en este 

L se....roporciona un polvo liofilizado de una ó 

?Pas:de lassIguientesespecies de lactobaclios, 

la ap1icaci6n.. a lo s . grnulo: Lactobacillus 
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tmnoeus 14CC2583 (CNCM 1-2449), Lactobacillus 

doph.L1us NCC2628 (CNCM 1-2453), o Enterococcus 

I 68 (NCLM-l0415) De esta tnanera, se proporc3.ona 

iiôiente pOlvode.modo que lacaritidad de consunio 

5 etico corz’esponthente para el gato es de 

xmadamente 1.02+07-1.09+9  cft/dIa Algo del 

ro se mezcla en una primera nasa de grriulos y se 

º )cI1sa Una Beg cantdad del polvo se mide y se 

m

 

la ,.con un portador lipido que luego Be rocla en 

10 u1 segunda masa de grnulos Los grÆnulos Be 

e 61san despus de que el revestunento Be ha secado 

d manera sufic].ente a 50-60°C durante algunos 

M utos 

j mlo 15 Alunento en bote para tnascotas y 

� 15 c ernento 

$1 pepara un a mezcla..de 73% de carne de 

� de .corral, pulmones de .cerdo e higado de. res 

(n .do), 16% de har3.na de tr.go, 2% de tntes, 

v nLnas y al inor,Ænicas Esta inezcla se 

20 e$ iona a 12°C y se extruye en la forma de .un budIn 

jtI uego se cuece a una temperatura de 900C Se 

en 1 a 30°C y se corta en trozos Be mezclan 45% de 

et 3 ?trozos con 55% de una salsa preparada de 98% de 

1% de tnte y 1% de goma de guar. Se rellenan 

25 de eŁdebojalata y seutli.zan a 1250Cdurante 40 

Ma. 3 cs Como un complemento prebl6t3.co que se va a 

me r con e]. ali.mento para mascotas antes de 

se z, el empaque adicional en la forma de 

o$ cLtos con cepas de las s.guientes especies de 

30 la i baci1os Be próporcionan X,a.ctobacillus rbamnosus 

NC  83: (CNCM: 12449), Lactobacillus acidophiius 



tobaci11us rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), 

lobaci11us reuteri NCC2613 (CNCM 1-2451), 

tobaci11us reuteri NCC2613 (CNCM 1-2452), 

l4obac.zllus ac.idophilus NCC2628 (CNCM 1-2453) 

5 7 Uso de una cepa aislada de bacterias de 

4 do lÆctco y/o su sobrenadante de cultivo y/o Un 

ao1ito de la misma, que tiene alta actividad 

bi.6tica en mascotas, para la preparación de una 

sición propuesta para el rnantenimiento 0 mejora 

10 salud de las mascotas 

8 El uso seg’in la reivinthcación 7, en 

la cepa tiene capacidad para crecer produciendo 

Ønos 1 OE+06 cfu/ml en la presencia de hasta 2.0% 

4 sales biliares o para producir al menos 1 OE+06 

15 c ml despuØs de aproximadamente 2 horas a un 

valo- de pH de 3.4 a aproximadamente 4.2. 

9 El uso segün la reivindicación 7 u 8, en 

e la bacteria de Æcido lctico se selecciona del 

r  Lactobacillus, Bif.zdobacterium o Enterococcus 

20 10 El uso segün,  cualquiera de las 

irithcaciones 7 a 9, en el cual la cepa so 

S1 cçiona del grupo que consiste do Lactobacillus 

r 

ep, Lactobacillus acidoph.ilua, Lactobacillus 

nH .Lis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus 

25 30 Onii, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

pa 4sei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 

to

rtum, Bifidobacterium sp, Enterococcus faecium y 

Ococcus sp. 

11. El uso segin cualquiera de las 

30 re rdicaciones 7 a 10, en el cual la cepa es 

bacillus reuteri NCC2581 (CNCM 1-2448) 
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tobacillus reuteri NCC2592 (CNCM 1-2450), 

tobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), 

ctobacillus reuteri NCC2603 (CNCM 1-2451), 

obaci11us reuteri NCC2613 (CNCM 1-2452), 

S cobaci11us acidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453), 

I trococcus feacium SF68 (NCIMB 10415). 

12. El uso segtn cualquiera de las 

� i.rindicaciones 7 a 11, en donde la cepa seca 

nendida en la composición en una cantidad de 

10 
� 

�rpximadamente 1.OE+04 cfu/animal y dia a 

rximadamente 1.OE+12 cfu/animal y dia. 

13. El uso segtn cualquiera de las 

ivindicaciones 7 a 12, para la preparaci6n de una 

I posici6n p.ropuesta para el tratamiento yb 

15 qfilaxis de trastornos asociados con la 

lonizaci6n del tracto gastrointestinal de mascotas 

zt microorganismos pat6genos. 

� � 14. El uso segirn cualquiera de las 

Hivindieaciones 7 a 12, para la preparaciôn de una 

20.L
 

H poslción propuesta para regular el sistema 

unitario.de mascotas. 

15. El uso segn cualquiera de las 

H vindicaciones 7 a 12, para la preparaci6n de una 

osici6n propuesta para mantener o mejorar la 

25 lud do la piel y/o sistema de pelaje de mascotas. 

16. El uso segtin cualquiera de las 

&vindicaciones 7 a 12, para la preparación de una 

L nposición propuesta para la mejora o reducciôn do 

efectos de envejecimiento en mascotas. 
� H 

30 � 17. Composiclon de alimento para mascotas 

uO cont lone al menos una cepa aislada de bacterias 

� 4....... 



10 

73 

.cido lctico de acuerdo con cualquiera de las 

i,indicac–ones 1 a 6 y/o un sobrenadante de su 

ltivo y/o un metabolito de la misma, asociado con 

soporte ingerible o una matriz farmacØutica. 

18. Composici6n de alimento para mascotas 

ouesta para la salud del tracto gastrointestinal 

mascotas, que contiene al menos una cepa aislada 

� �bacterias de Æcido lctico de acuerdo con 

aLquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y/o un 

benadante de su cultivo y/o un metabolito de la. 

sflta, asociado con un soporte ingerible o una matriz 

rnacØutica. 

� 
19. Composición de alimento para mascotas 

ouesta para la salud de la piel y/o pelaje de 

15 SCOtaS, que contiene al menos una cepa aislada de 

cterias de Acido lctico de acuerdo con cualquiera 

las reivindicaciones 1 a 6 y/o un sobrenadante de 

I cultivo y/o un metabolito de la misma, asociado 

ri un soporte ingerible a una matriz farmacØutica 

20 20 Composici6n de alimento para mascotas 

o?uesta para regular el sistema inrnunitario de 

SrCotas, que contiene al menos una cepa aislada de 

cterias de &cido lctico de acuerdo con cualquiera 

las reivindicaciones 1 a 6 y/o un sobrenadante de 

25 cultivo y/o un metabolito de la misma, asociado 

x un soporte ingerible o una matriz farmacØutica 

21 Composiciôn de alimento para mascotas 

dpuesto para mejorar a reducir los efectos de 

eecimiento en mascotas, que contiene al menos una 

30 pa aislada de bacterias de Acido lÆctico de acuerdo 

ri

 

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y/o un 
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enadante de su cultivo y/o un metabolito de la 

a, asociado con un soporte ingerible o una matriz 

acØutica. 

22. Una composición segün una do las 

5 rindicaciones 17 a 21, en donde la cepa aislada 

en una cantidad do aproximadamente 1.OE+04 

/animal y so dice quo es de aproximadamente 

*+12 cfu/animal y dia. 

23. Una composici6n segün una de las 

10 � indicaciones 17 a 22, que contiene adicionalmerite 

� � rebi6tico. 

24. Una composici6n segün una do las 

� indicaciones 17 a 23, quo estÆ en la forma de i) 

� 
limento para mascotas en una forma de polvo, seca 

15 hmeda, molida o estable en anaquel; ii) en la 

na de un adjunto dietØtico 0 tin completo. 

� � : 25. Un adjurito diettico 0 Ufl complemento 

n la reivindicación 24, que se proporciona junto 

un alimento para mascotas en un empaque adicional 

20 como un sobrecito. 

26. Un mtodo para mantener o mejorar la 

14d del tracto gastrointestinal do una mascota, que 

� prende alimentar una mascota con una composici6n 

limento para mascotas que contiene al menos una 

25 aislada do segitn cualquiera do las 

itindicaciones 1 a 6 y/o un sobrenadante de su 

tivo y/o un metabolito de la misma. 

27. Un mØtodo para mantener o mejorar la 

i.Id de, la piel y/o del sistema de pelaje de una 

30 cota, que comprende alimentar una mascota con una 

posición do alimento para mascotas que contiene al 
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