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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

J

Solicitud Intemacional No.
PCT/EP 01/06039

e
A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC7 CI2N1/20  AG61K35/74  A23K1/00

| /((C12N1/20, C12R1:225)

A23K1/16  A23K1/20

Segiin 1a Clasificacion de Patentes Internacional (CPI) o segiin la clasificacién nacional y la CPI

[ B. CAMPOS BUSCADOS

i on
|

A61K A23K CI2N

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de simbolos de clasificacién)

\

Documentacion buscada fuera de documentacién minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados
\

!
BIOSIS, EPQ-Internal, FSTA, PAJ, WPI Data
|

Base dé datos élech-énica consultada durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, donde sea préctico, buscar términos usados)

C. DOdCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ®

Citacién de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacién No.

Marzo 21, 1996 (1996-03-21)
documento completo

————

A | US 5968 569 A (CAVADINI C. Y COL.)
3 Octubre 19, 1999 (1999-10-19)

citado en la solicitud

documento completo

Julio 13, 1999 (1999-07-13)
documento completo

| | Abril 15, 1999 (1999-04-15)
| ' | documento completo

am————

‘ :
I ‘ ~f-
o

A | WO 96 08261 A (THE UNIVERSITY OF NEW SOUTH WALES)| 1-31

1-31

A ‘| Us 5922 375 A (LUCHANSKY I.B. Y COL.) 1-31

A | |WO00Y917788 A (ABBOTT LABORATORIES) 1-31

l En el recuadro C se enumeran més documentos.

-

E En ¢l anexo se enumeran miembros de la familia de patentes.

° Catcg#rlas especiales de documentos citados:
|

‘A’ documento cjue define el estado general de la téenica el cual no se
congidera de relevancia particular

|
‘E' documento anterjor pero publicado en o después de la fecha de
presentacion internacional

‘L’ documento qbe puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacién de otra
citacion u otra razén especial (segln se especifica)

(e} docu‘mento que se refiere a una revelacién oral, uso, exhibicién u
otros medios:

'P' documento publicado antes de la fecha de presentacion internacional
pero después de 1a fecha de prioridad reivindicada

T documento posterior publicado después de la fecha de presentacién
internacional o fecha de prioridad y que no esté en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principio o teorfa que sustenta
la invencidn

X" documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

*Y" documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el
documento se combina con uno o mis documentos, siendo dicha
combinacién obvia para una persona experta en la téenica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

'Fecha de la terminacion real de la bisqueda internacional

Fecha de envio por correo del reporte de biisqueda internacional

Tel. No; (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax No. | (+31-70) 340-3016

Octubyre 10, 2001 17/10/2001

Nombre y diréccién de correo de 1SA, Funcionario autorizado
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Moreau, J.

Porma PCT ISA 210 (segunda hoja) (Julio 1998)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

X

intd sonsi Application No
PCT/EP 01/06039

A. cussmcmou QF
//(C12N1/20,C12R1:225)

'} According fo intemational Patent Glassification (I°C) or to both nations) classification and IPC

ECT MATIER
IPC 7 C12N1/2 0 A61K35/74  A23K1/00 A23K1/16 A23K1/20

B, FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
IPC 7 A61K A23K CI2N

Documentation searched other than minimurn dosumsntation fo the extent that such documents are included in the fields searched

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

Eleamhicmmmmneududngthe intemational search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

'L*: dogument which throw doubts on claim(s) or
: whichlsci!edm"z:ahmmepub mﬁﬂ'ﬁ'f&eofaéo’m

*P* document published prior to the international filing date but
later than the priorily date claimead

Category ® | Citation of document, with indicalion, whera appropriate, of the relevant passages Relevant to ciaim No.
A f 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. ET 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 ,
iy
D(] Further documents are listed In the continuation of box C. E(:] Palent family members are listed in annex.
 m—————— T ettt e e e
A" document defining the ganersl state of the art wiich is not ;:{Zfémmmmmc}pm or theory Undsriying the
*E"; earlier documant but published on or afterthe intemational = m'mmwre'm the clsimed invention
fillng date not ba considerad novel or cannot be conafdered to

mVOWeanmvmﬁves\epwhmthedmmenus takean alone

‘ * *Y* document of pariiculsr relsvance; the claimed Invention
. gitation or other epecial reason (as specified) cannot be considered to ivaive an invenfive step when the
*0" docwment referring 10 an oral disclosurs, use, exhibiion or document i combined with one or more other siich docu—
; othar means mman!s.m a:l-mmmbmaﬁonbemgobvmtoa person skifled
2

*&* document member of the same patent family

Crate of the actual completion of the international search

Date of malling of the international search report

Fax (+31-70) 340-3016

10 October 2001 17/10/2001
Nameand malling address of the ISA Authorized officer
European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
el (+31-70) 3402040, Tx. 31 651 epo ni, Moreau, J

Fmﬁl PCTASA/210 (second sheet) (July 1692)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

information on patent femily members

&

a4t

Int

mzl Application No

PCT/EP 01/06039
" |Patent document Publication Patsnt family Publication
v ciled in search report _ dato . member(s) date
- W0 9608261 A 21-03-1996 AU 687253 B2 19~02-1998
T o AU 3557995 A 29~03-1996
o WO 9608261 Al 21-03-1996 -
CA 2199140 Al 21-03-1996
\ EP 0778778 Al 18-06-1997
. JP 10500142 T -06-01-1998
I NZ 293195 A 28-01~1999
o us 6060050 A 09-05-2000
| u# 5968569 A 19-10-1999 AU 5040598 A 16-07-1998
o BR 9800271 A 29-06-1999
; CA 2222758 Al 09-07-1998
\ | CN 1192330 A 09-09-1998
. EP 0862863 A2 09~09-1998
. JP 10191916 A 28~07-1998
-us\5924375 A 13-07-1999 US 5902743 A 11-05-1999
et} .
Wo 9917788 A 15-04-1999 WO 9917788 Al 15-04-1999
100053202 A 14-09-2000 EP 1034787 Al 13-09-2000
O - EP 1034788 Al 13~09-2000
o AU 3162700 A 28-00-2000
A AU 3162900 A 28~09-2000
S WO 0053200 Al 14-09-2000
| | WO 0053202 Al 14-09-2000
~ \ | AU 3162800 A 28-09-2000
(. WO 0053201 Al 14-09-2000
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s C 1) SOLIC-ITUD\]NTEQNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)
19 Oi'ganizacidn MumLial de Propiedad Intelectual
: z : Oficina Tntzmacional
(43) Fecha de Publicacion (10) Ntimero de Publicacién Internacionsl
Noviembre 20 de 2001 (29.11.2001) PCT WO 01/90311 Al
(51) Clasificacion Internacional de Patentes”s C12N 1/20, (74) Representante Comiin: SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.;
AGIK 35/74, A23K 100, 1/16, 1/20 // (C12N 1/20, C12R  Chautard, Cécile, P.©. Box 353, CH-1800 Vevey, (CH)-
1:225) o -
\ , : 1 (81)' Estados Designados (nacionales): AE, AU, BR, CA, CN, @ CR,
Lo : . DM: s s Ay mv IP [ » M Or s g &ebhe
(21) Niimero de Solicitud Il‘iternacipnal: PCT/EP01106039‘/ : He HU o, L. KR, M, MX, NO, NZ, FL, 8G, TR, U
_ | , _ (84) Estados Designados (regionales):  Patente ARIPO (GH, GM, KE, LS,
(22) Fecha de Registro InteTnaciongl: Mayo 22 de 2001 (22.05.2001) MW, MZ, 8D, sr_”g;z, Tz’r(?(l;? zw),) patente Eurasiatica ((AM, AZ, BY, KG,
S : ‘ KZ, MD, RU, TJ, TM) Patente Europea (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI,
o . FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), Patente OAPI (8F, BJ, CF,
. (25) Idioma de registro: | Inglés CG, C1, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
‘ i
o ; _ Publicado:
WP 6 1t0ma de Publicacion:  Inglés " com reporte de bisqueda intermacional

‘ - antes de la expiracion del limite de tiempo para modificar
‘ N ‘ ! las refvindicaciones y ser publicada de nueva en el caso de
30 lnfo;macién de Pri_oridfxd: j recibo de modificaciones

00301867.5 Mivo 25 46200 ¢ @s 0532000) - - Con indicacion (es) en relacién al material bioldgico depositado,
‘ .9 Mayo 25 de .05, roporcionado bajo la Regla 13bis de manera separada a la descripcién.
01201503.8 Abril 25 de 2001 (25.04.2001) EP prope o la Reg i soparasa pe

o | ! . : Para los cbdigos de dos letras y otras abreviaturas, refiérase a
7 1_) Sollcitante; (Para todos los Estados designados excepto (Estados npgq Notas Guias sobre Cidigos y Abreviaturas® que aparecen
Unidos de. América): SOCIETE DES PRODUTTS NESTLE S.A (CH/CH);  4f comienzo de cada emisidn regular de la Gaceta PCT,

P.O Box 353, CH-1800 Veverr (CH).|

" (12) Inventores; e | 1
(751 (75)Inventores/Solicitantes (para Bstados Unidos de América
solamente): ZINK, Ralf (DE/CH); Chemm de 1a Maison Jean 36, CH-1801
Le Mont Pelerin (CH). RENIERO, Roberto [IT/CHJ; Chemin Paudille 24,
CH-1801 Le Mont-Pelerin (CH). ROCHAT, Florence [CH/CH]}; Quartier des
Tilleuls 6, CH-1820 Montreux (CH). CAVADINI, Christoph [DE/FR];
Cliemin de Paudille 26, CH-1801 Le Mont-Pelerin (CH). VON DER WEID,
Thierry CH/ARY; Chemin de Bellevue 25, CH-1005 Laussanne (CH).
SCHIFRIN, Eduardo [AR/CH]; Chemin de Riant-Mont 17, CH-1023
Crissier (CH). BENYACOURB, }Jalll (CH/CH); Chemin des Eterpeys, 21, CH-
10! Laussarme {CH). ROSSEAU, Virginie [FR/FR}; 92, Domaine des Ecots,
F-49070 St. Lambert La Potherie (FR). PEREZ, Pablo [AR/AR]; Diagonal
i 80 N° 895 2°B, 1900 La Plata (AR). |

\

- (54) Titulo: I
; "NUEVJPS PROBIOTICOS PARA APLICACIONES DE ALIMENTO DE MASCOTAS
| |

(57) Resumen: La presente invenci6n se refiere a nueves microorganismos bacterianos de 4cido
lactico que se han aislado y seleccionado por su potencial probiético y su uso para la preparacién
y composiciones de alimento para mascotas propuestas para mejorar la salud de las mascotas, y a
* composiciones que contienen los mismos.
|
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01/90311 Al

(19) World Intellectual Property Organization
| International Burean
(43) Interpational Publication Date
29 November 2001 (29.11.2001)

PCT

jO

A5 0 I A A

(10) International Publication Number

WO 01/90311 Al

(51) International Patent Classification’ CI2N 1/20,
AG1K 35/74, A23K 1/00, /16, 1/20 J/ (C12N 120, C12R
1:225)

(21) Enternational Application Number: PCT/EP01/0603%

(22) International Filing Date: 22 May 2001 (22.05.2001)
(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:
00201867.9
01201503.8

25 May 2000 (25.05.2000) EP
25 April 2001 (25.04.2001) EP

(71) Applicant (for all designated States except US): SOCK
ETE DES PRODUITS NESTLE S.A. (CH/CHJ; PO. Box
353, CH-1800 Vevey (CH).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): ZINK, Ralf
[DE/CH]; Chemin de 12 Maison Jean 36, CH-1801 L.e Mont
Pelerin (CH). RENIERO, Roberto [TT/CH]; Chemin
Paudille 24, CH-1801 Le Mont-Pelerin (CH). ROCHAT,
Florence [CH/CH]; Quartier des Tilleuls 6, CH-1820 Mon-
treux (CH). CAVADIN], Christoph [DE/FR]; Chemin
de Paudille 26, CH-1801 Le Mont-Pelerin (CH). VON
DER WEID, Thierry [CH/AR]; Chemin de Bellevue
25, CH-1005 Lausanne (CH). SCHIFFRIN, Eduardo
{AR/CH]; Chemin de Riant-Mont 17, CH-1023 Crissier

(CH). BENYACOURB, Jalil [CH/CH]; Chemin des Etet-
peys, 21, CH-101 Lausanne (CH). ROUSSEAU, Virgini¢
{FR/FR]; 92, Domaine des Ecots, F-49070 St. Lambert La
Potherie (FR). PEREZ, Pablo {AR/AR]; Diagonal 80 N°
895 2°B, 1900 La Plata (AR).

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

(81) Designated States (national): AE, AU, BR, CA, CN @
CR, DM, EC, HU, ID, IL, IN, JP, KR, MA, MX, NO, N2
PL, SG, TR, US, ZA.

(84) Designated States (regional): ARIPO patent (GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZW), Eorasian
patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), Exropean
patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE,
IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), OAPI patent (BF, BJ, CF,
CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search report

before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the evemt of receipt of
amendments

with (an) indication(s) in relation to deposited biological
material furnished under Rule 13bis separately from the
description

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

(54) Title: NOVEL PROBIOTICS FOR PET FOOD APPLICATIONS

compositions containing the same.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT ' ’

REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del PARA FUTURAS ACCIONES Ver Notificacién o Transmisién del
sohcltante o agente Reporte de Examen Preliminar
NO 6658 /WO Internacional (Formato PCT/IPEA/416)
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
1 (dia/mes/ afio) (dia/ mes/ afio)
PCT / EP 01/06039 22/05/2001 25/05/2000

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC 7

C12N1/20

Solicitante
|

SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.

Este informe de examen preliminar internacional ha sido preparado por esta Autoridad

L Examinadora Preliminar Internacional y se transmite al solicitante de conformidad con el Articulo
36.
2. Este REPORTE consta de un total de 2 péginas, incluyendo la caratula.

D Este reporte también estd acompafiado de ANEXOS, es decir, paginas de descripcién,
reivindicaciones y/o dibujos que han sido modificados y son la base de este informe y/o
péginas que contienen rectificaciones hechas ante esta Autoridad (ver Regla 70.16 y la
Secci6n 607 de las Instrucciones Administrativas de conformidad con el PCT).

Estos anexos constan de un total de paginas.

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

it X Bases del Reporte

Prioridad

Industrial.

afirmacion.

L]
oI No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad

Falta de unidad de invencién

[
Afirmacién razonada de conformidad con el Articulo 35(2) con respecto a novedad, nivel
inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha

VI [[J Ciertos documentos citados
VIl [] Ciertos defectos en la solicitud internacional

VII [] Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de présentacién de la demanda

- 04/12/2001

Fecha de terminacién de este reporte

09/03/2002

Nombre y direccion de correo de la IPEA/ Funcionario autorizado

Oficina de Patentes Europea
D-80298 Munich

BOUTRUCHE JEE

Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d Teléfono No. (+49- 89) 2399 2828

Fax: (+49 89) 2309-4465

FORMA PCT/IPEA/409(Portada) (Julio 1998)
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PATENT COOPERATION TREATY
PCT 3

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Article 36 and Rule 70)
Applicant’s or agent's fle reference See Notification of Transmittal of International
NO 6658/WO FOR FURTHER ACTION  prefiminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416)
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date { day/month/year)
PCT/EP 01/ 06039 22/05/2001 25/05/2000

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.

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

D 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 andfor 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,

This report contains indications relating to the following items:

i ’zl Basis of the report
[ ] Priority
I I:}:(:] Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

IV [ ]| Lack of unity of invention
:V E{] 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
vl [ ] Certain defects in the international application

Vit [ ] Certain observations on the international application

Date of submission of the demand

04/12/2001

Date of completion of this report

09/03/2002

Name and mailing address of the IPEA/ Authorized officer

— Furopean Patent Office
D-80298 Munich _
D)) Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d

BOUTRUCHE J E E

Fax: (+49-89) 2399-4465 Tel. (+49-89) 2399 2828

Form PCT/IPEA /409 (cover sheet) (July 1998)

R
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Internation application No. PCT/EP 01/ 06039
EXAMINATION REPORT

I Basis of report

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

lll. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
app‘licability

2. The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an
inventive siep, or io be industrially applicable has not beeri and will not be the subject
of the international preliminary examination (Article 34 (4) (a) (i) (ii) PCT; see also
international search report) in respect of:

21 Applications having an unnecessary plurality of independent claims (generally not more
than1 independent claim in the same category is necessary; Article 6 PCT);

2.2 unsearched subject-matter (Article 17 (2) (a), Rule 66.1 (e) PCT).

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

3.  To the extent that the international preliminary examination has been carried out (see item
il above), the following is pointed out (Article 35 (2) and (3) (b) and Rule 70.7 and 70.8 (ii)
PCT):

Form PCT/409PE1 (EPO-March 2001)
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MASCOTAS

La presente invencién se refiere a nuevas

o K ;?erias de &cido lactico y de manera més particular
i i

zéi@icroorganiamos de los géneros Lactobacilllus,

?,E

-

f‘%dobacterium y Streptococcus (Enterococcus) que se

ii\ aislado y seleccionado por su potencial

?sp uso en la preparacién de composiciones de
7~f‘ﬂento para mascotas, propuestas para mejorar la
| uh de las mascotas y a composiciones‘que contienen
l ﬁisma. También se proporcionan métodos para
flt%ner o mejorar la salud de las mascotas a través
ﬁﬁibla alimentacién a una mascota de estos
fi;#Organismos.

éEDENTES DE LA INVENCION

B

5 El bienestar de los animales domésticos se

,
kb

aii&iona estrechamente a su alimentacibén. La
*?ﬁntacién correcta debe dar por resultado una
ﬁ?dta en forma y saludable. Ademas de proporcionar
\”ifﬁ nutritivo, la composicién alimenticia influye
‘iiykequilibrio de la microflora intestinal y puede

$ucir o prevenir trastornos gastrointestinales.

;:ﬁna; préactica alimenticia factible. Como

“fQ'WOros, los gatos y perros se caracterizan por
;. '




.

£ i e

ujo del bolo alimenticio.
| Entre los constituyentes de la microflora

strointestinal de gatos y perros, se pueden

fecuperar Bacteroides sp., Clostridium 8p.,

3’nﬁerobacteriaceae, Bifidobacterium sp.,

“faktobacillus sp., Streptococcus sp., Staphylococcus

xlpﬂ y levaduras.
El ndmero y composicién de esta flora
;fnhégena tiende a ser més bien estable, aunque la

gdad y en un wmenor grado, el alimento pueden

“iﬁoFificarla. La acidez gastrica, bilis, peristalsis
vﬂtestinal e inmunidad local son factores que se
;o&sideran importantes en la regulacidén de la flora
;?qbteriana en el intestino delgado de los seres
iJmanos y varios otros mamiferos.

Frecuentemente, los trastornos
bastrointestinales de felinos y caninos se enlazan al
‘ brecrecimiento bacteriano y la produccién de

nterotoxinas producidas por bacterias patdgenas.

Durante los dltimos afios, la investigacidn

e ha enfocado en algunas cepas valiosas de bacterias

’:q dcido lactico y su uso potencial como agentes

aroblétlcos. Los probidéticos se consideran que son
®reparaciones microbianas viables que promueven la

Efalud de los mamiferos al conservar la microflora

g!dtural en el intestino. Los probibéticos se piensa

BJe se unen a la mucosa intestinal, colonizan el

i‘Qacto intestinal y de este modo impiden la unidn de

xcroorganlsmos peligrosos al mismo. Un prerrequlslto

v§ra su accién reside en gue tienen que alcanzar la




;1act0baczlos, blfidobacterlas o enterococos.
N”Q;'f% La' cepa probiética se puede seleccionar a
{éértip, del grupo- quea_con91ste de Lactobacillus

\-‘

réﬁtérlg; Lactoba0111us ~-acidophilus, Lactobacillus

-énimalis, ? Lactobac;llus -_rumlnis, LLactobacillﬁs

jahnsonll, i Lactobacillus . casei, Lactobacillus

'aracasez,: Lactobacillu

f;rﬁamnosua, Lactobagillus-

Eermentum y Blfidobacterium spp.

En unﬂ'_ modalldad preferlda, jla_ cepa

chczsel; CNCM 1e2448),
i _

iactobaq;llusgreuter; Néézssz;'CNCM I-2592); CNCM I-

gsb);q'Laétobaéiilﬁ" rhamiosus (NCC2583; CNCM I-

}é{@éi, Lactobaclllus re 'ri'(Ncczsos; CNcﬁbx-zési),

(Ncczsls, CNCM.  I- 2452),

1 0E+05 Japroximadamente 1 0E+11;,

,rf'rente

F"animal y dia,-de manera mas preferente de 1.0E+07

0E+10 cfu/anlmal y dia.,f

En un’ aspectog}lajlnvencién se refiere al
'J7&§ la' cepa bacteriana como se descrlbe
ﬁarlormente y/o sU sobrenadante de cultivo y/o sus
ﬁabolltos, para la preparacmén de una comp031c16n

-

para el tratamlento y/o profllaxls de.

La cepa prebiftlca se puede seleccionar de  ﬁy

'fcfu/anlmal y de maneraﬂx”




='testinal def_ mascotas porﬂ mlcroorganlsmos:

_togénlc" i A. menos que 8se. 1nd1que de otro modo

jramente en el contexto, 1a-referenc1a “cepa“-se

En otro aspectm, la 1nvenc16n se reflere al

- d€' la

?~cepa

bactarlana como se' descrlbe;

'regular la respuestaf

:éi'término “regular” la

s uesta inmunltarla, se‘qulere dec1r gue las cepas

cidad para estlmular ya ‘sea c1ertas func1ones_

:nltarlas que son 1mportantes a la salud de la

f‘t
ﬁota 0 para modular otras funciones 1nmun1tar1as
_P;Be'-podrian '1mp11ca‘ _potencialmente__en lOa

'tornos 1nmun1barlos, _a1,7 como 1nf1amac16n,

_ 1&, etc. La estlmulaalén © modulacién de estas

lograr al usarf,

80 de allmentar una mascota con una compoalc16n

'imento para maecotas que contlene al menos una

.astcrnca asocxados para 1a colonlzac16n del tracto“-“.-

‘-01ntest1nal, 1a plel y/o el 81stema de pelaje 0'  =-
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F N
cfipa aislada como se describe anteriormente.

-ﬁ%r - Adem&s, la invencidén proporciona un método
1

?\Jiﬁf el tratamiento y/o profilaxis de trastornos

. } L
§£~¢iados con la colonizacidén del - tracto

§trointestinal de mascotas por microorganismos

t:wC‘?-‘.Elénicczs.v,, que comprende el paso de alimento para

La invencién también proporciona un método

|

¥ : . .
p#ka regular la respuesta inmunitaria en mascotas,

\ .
. |comprende el paso de alimentar una mascota con

composicién de alimento para mascotas que

La invencidén también proporciona un método
‘mejorar o reducir los efectos del envejecimiento

*e_'utna mascota, que comprende el paso de alimentar
SHg Y

unf mascota con una composicién que contiene al menos

i

| ,
- ung ' cepa aislada de acuerdo con la presente

2k B
ingencién.
| Estos microorganismos seleccionados tienen

impacto benéfico particular en mascotas en su

r§to gastrointestinal, o en su piel y/o
_;ﬁtimiento, o su sistema inmunitario y en 1los

;tps del envejecimiento.

Tienen un impacto benéfico particular en

patdégenos intestinales tal como las cepas

:‘oﬁella typhimurium, Escherichia coli, Shigella

|
Feriaea u otras Enterobacteriaceae patogénicas

t _
qual plonizan mascotas o parasitos tal como helmintos
: G |

@'J}-bara spp.) protozoarios (Cryptosporidium spp,




_ iﬁrdia‘ épp;” 'Pentatrichomonas hominis; :Ehtamoépéa

_lstolytica, Tbxqplasma gondll,m) o levaduras.

k=;7751 Comblnados f;éog‘_ el alimento, sstos
Eﬂlcfoorganlsmcs ejercen ;de manera partlcular sus
?e_ectos benéflcos problétlcos en’ el buen sabor,
'argestlén Y salud del intestlno, funciéﬁ inmunitaria

; condiciones sanitarias,bestas Gdltimas por medio de

menos una desodorazac1on parcial de las heceS-
mnas.:De eata manera, de acuerdo con un segundc'

una comp09101on de alimento

colonizar - el tracto‘

,_mascota que lo 1ng1ere.

1a inven016n se refiere a

Por.con31gu1ente,

'slada como '; describe anteriormente y/o “un

salud de.'la p1e1 y/o pelaje de mascotas, qhe‘
?tlene al. menos una cepa alslada como se descrlbe
_fakerlormente y/o un. sobrenadante de su cultivo y/o
Jawrmetabollto de 1a misma, asociada con un soporte
5;=erible o una matrxz farmacéutlca.

En_.unéﬂ modalldad "el,-soporte ingerible

cantribuC16n a una reducc16n del volumen fecal. Yy -
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‘{crioprotectores se demostrd claramente a 4°C y 20°C

,Lcomo se indica por la prueba acelerada de

r

3ﬂ&a1macenamiento.

g Estas cepas se pueden caracterizar por
5 @ tiempos cortos de generacién, altas cuentas (més de

}31.0E+08 cfu/ml) durante su fase estacionaria vy
T

.
‘M estabilidad en altos nimeros a 8 y 24 horas post-
.

s
inoculacién, estabilidad a liofilizacidn seguido ya
= _

; *s%a por condiciones de almacenamiento, resistencia a
10
‘ 1i duodeno (2% de bilis) y su baja inhibicidn cuando
“fﬁecen~ en la presencia de hasta 4% de Dbilis.
%1dicionalmente, los resultados de los andlisis de ADN
tomaron en cuenta para seleccionar bacterias
15 ? ;;-presentativas de la diversidad investigada.

| Las cepas propuestas para la salud de
k-#ros y gatos pueden crecer hasta al menos 1.0E+06
ilQ/ml en la presencia de hasta 2.0% de sales
viﬁl%ares. Las cepas también pueden crecer hasta al
20 °© QE bs 1.0E+06 cfu/ml después de aproximadamente 2
i#s a un intervalo de pH de aproximadamente 3.4 a
f-oximadamente 4.2.

Las cepas bacterianas de acuerdo con la

iencién se pueden seleccionar a partir del grupo>

w ¢1s, Lactobacillus  johnsonii, Lactobacillus

con31ste de Lactobacillus reuteri, Lactobacillus

25 f

-Qphllus, Lactobacillus animalis, Lactobacillus

i, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus

npsus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium
30

Las siguientes cepas Lactobacillus reuteri
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bifidobacteria de gatos (NCC2627) y una
bifidobacteria de perros (NCC2657) se probaron
adicionalmente para su actividad potencial probidtica
en mascotas (ver Ejemplos 3 y 4).

En otra modalidad, la presente invencién se
refiere al uso de cepas bacterianas como se describe
anteriormente, para la preparacién de una composicidn
alimenticia capaz de mejorar o mantener la salud de
las mascotas.

Se pueden usar en forma viable, forma
inactividad, como un sobrenadante de un cultivo o

fracciones de la misma, por ejemplo, paredes

cerebrales, peptidoglicano, citoplasma, proteinaé
purifiéadés, metabolitos funcionales, moléculas
pioéctivas.

De manera preferente, se usan en una

cantidad de  aproximadamente 1.0E+04 cfu/g a

ixaproximadamente 1.0E+11 cfu/g y de manera preferente

de 1.0E+05 cfu/g a aproximadamente 1.0E+10 cfu/g, de
manéra méds preferente de 1.0E+06 c¢fu/g a 1.0E+09
cfu/g.

En una modalidad preferida, se pueden usar
como adjuntos dietéticos para mejorar la calidad del
alimento para méscotas y se pueden incluir en una

cantidad desde aproximadamente 1.0E+04 cfu/g a

l‘aproximadamente 1.0E+11 cfu/g. Como adjuntos

dietéticos, se pueden encapsular o se pueden

T proporcionar en la forma de polvo y empacar en unidn

con, o de manera separada de una comida principal,
esté& seca o himeda. A manera de ejemplo, un polvo que

contiene microorganismos seleccionados de acuerdo con
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la invencién, o componentes © porciones del

' sobrenadante de sus cultivos en metabolitos
seleccionado, se pueden empacar en sobrecitos en una
forma de polvo o en un gel o lipido u otro portador
.} adecuado. Estas unidades empacadas de manera separada
sé pueden proporcionar conjuntamente con una comida
principal o en paquetes de varias unidades para el
uso con una comida principal o tratamiento, de
acuerdo a las instrucciones del wusuario. En otro
ejemplo, las cepas probidticas se pueden proporcionar
en una unidad de empaque de varias camaras junto con
un segundo componente ingerible, por ejemplo, una
. comida abundante hiimeda o con un contenido medio de
humedad, o un lote de tamafio de porcidédn de productos
molidos secos en una configuracidén de bolsa flexible.
Una primera céamara en la bolsa contendrd la cepa
prebidtica y una segunda cé&mara sellada, separada
contendr& el segundo componente ingerible. |

Estos microorganismos seleccionados tienen
un impacto benéfico particular en mascotas en su.
tracto gastrointestinal, en su piel y pelaje, en su
sistema inmunitario, en 1la salud dental u oral, en
sus huesos y en los efectos del envejecimiento.

También se encuentra que mejoran el buen
sabor de la comida, digestién, funcidén inmunitaria y
funciones sanitarias (reducciédn de volumen fecal y
desodorizacién parcial de 1las . heces caninas) en
mascotas.

La presente invencidén también se refiere a
una composicién de alimento para mascotas para

mejorar o mantener la salud de mascotas, la cual




 ¢éntiéneAa1 menos Una cepa problétlca que contienef

'lcé_ rasgo‘ tanterlores, asocmada “con un soporte-
‘,ingerible o una matrlz farmacéutlca.
Se puede admlnlstrar ‘a la mascota como un

;complemento de su dleta normal o como un componente'

de uh}fl llmento j para mascota nutrlclonalmente=

Lcompleto al menos una cepa bacterlana que tiene' los

‘ una fracc;én de la. miema*y/o sus metabolltos.

-La compos:.c:.én -_de al:Lmento para mascotas,

ﬁutricionalmente comp_ ta:de acuerdo con la 1nvenc16nh.
'Lpuede estar en 1a forma de polvo, seco o en un-

 ~producto de alimento para mascotas, himedo, molldo o
' auto estable. Estos alimentos para mascotas se- pueden

o
;Wproducir por maneras conocxdas en la técnica con la

~Wcond1c16n que dcnde fﬁéi desee la act1v1dad de
xmlcroorganlsmo, ge . tome culdado para asegurar la

i
)

bécterlanas y/o su’ medloffermentado,_estos allmentos

aupervxvencxa del microarganlsmo Aparte de las cepas -

1 para mascotas 'ueden 1nclu1r cualquiera de una fuente

"rlgo,'cebada, avena,_SGya Y mezclas de éstas.

_ Las fuentes de proteina adecuada se pueden
f;eleccionar de cualquler fuente de proteina an1mal o
*egetal adecuada, por_ajemplo_carne y comida, carne
‘\ée aves de corral *ﬁarhégdé'pescado, concentrado de
Aroteina de soya,_ proteinas iédteas, gluten- Yy

Aimllares. Para animales de varios afios, se prefiere

 rasgos anteriores Y/OgSu sobrenadante de cultlvo o’ﬁf




, ue esta fuenté de protelna contenga una proteina deﬁqﬁ

fflta cal;dad

Las fuentes adecuadas de lipidos 1nc1uyen__~~

ﬁ Qﬁigas, grasas animales y grasaa vegetalea.

de_

las -fuentes almidén,

V\La: eleccxén de

i d¢ buen sabor y el ti e de producto aplicado. Para
- S hfel allmento para mascotas”
”_lpreferente, -propor01onalmente
hos grasa que los allmentos para magcotas jovenes.
‘J‘é onalmente, 1as fuentes de almldén pueden: inclulr

‘o a més de arroz, cebada, trlgo y mafiz.

AdlClonalmente_ﬁ “también se pueden
-+cerporar conforme se &esee en el alimento para-'

 $scotas,'“:var1os 1ngred1entes dlferentes, por

fjamplo,' azucar, ,sal ‘~eapeC1es, agentes de sazbn,

_Ltaminaa,_mlnerales{Iaggptes\sabdrizantes, grasas y

i

';mllares.ﬁ

Para 1os allmentos secos ‘para mascotas, un

ocese adecuado es 1a ‘occ16n por extru316n, aunque'

oducto molldo. sSF usa un .carbohldratoe'
-ﬁeblétlco, el prebiétlca se puede mezclar con los
tros 1ngred1entes del allmento seco para nmscotas 

'Ftes del procesamlento. En la solicitud de Patente

iQropea,No. 0850569, se descrlbe un proceso adecuado;

descr1pc16n de 1a: cual se 1ncorpora por

'_ferenc1a,_Si 8e usa un mlcroorganlsmo problétlco y




R se desea 1a actzvmda&*en el ;mnducto flnal ei;f5

, banlsmo se revxste fme or o Se. rellena en,{él_j'

de '

@ﬂtg Europea No. 0862863 se descrlbe un proceso

wduado, 1a descrlpclén del cual se. 1ncorpora como'

. se desee.

'hﬁmedos, _ 163 'prdéesos

Para ’ allmentos

de los Estados Unldos Nos.

”rltos en las Patentes

1, 939 y 5 132 137 sé pueden usar para produc1r

Fuctos de carne slmulada.}La descripeién de estas_

'#ntes se 1ncorporan como referen01a.'Tamb1én e _‘“7

. 4‘,,

‘%en usar 'otros proceaamlentos para produC1r

$uctos tlpo trozo, por’ejemplo 1a cocc16n en un
'\

i

barga adecuada para produc1r una emu1516n de.

10 de vapor. De manara alternatlva, los productos

pan se pueden producir al emu151onar un ‘material

]

ﬂa' adlcionando un” agente adecuado de formacién de
|
\
|

g y calentando 1a emulslén de carne antes del_

nc en botea u otrossreciplentes. Comc en el caso

a producclén de allme_toa secos para mascotas,

no es: esen01a1 la superv1venc1a de las especlesf

¢

#ét Cas elegldas,'se-pueﬁe*adlcionar a la mezcla-
Qimentacién antes de la coccién o calentamiento,
-}.cualquler etapa aproplada convenlente en el
e8o de producclén._

La cantldad. de probiétlco en el alimento

maacotas Tes- de manera preferente menor de
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-#eferentemente menog de 10 % en peso. Por ejemplo,

~h probiético puede comprender de aproximadamente

§0.1% a aproximadamente 5 % en peso del alimento para

JMEscotas. Para los alimentos para mascotas, que usan

ﬂf%:%ahicoria como el prebibtico, la achicoria se puede
,incluir para comprender desde aproximadamente 0.5% a
i

| aproximadamente 10 % en peso de la mezcla
*“£limenticia, de manera mas preferente de
?proximadamente 1 % a aproximadamente 5 % en peso.

( Los alimentos para mascotas pueden contener.
;otros agentes activos tal como &cidos grasos de
}cadena larga. Los écidos grasos de cadena larga,
'adecuados incluyen &cido alfa-linoleico, &acido gamma-
‘{linoleico, dcido linoleico, acido eicosapentanoico, y
fécido docosahexanoico. Los aceites de pescado son una
! fuente adecuada de &cidos eicosapentanocico y é&cido
’:docosahexanoico. El aceite de. borraja, aceite de
semilla de grosella negra, y el aceite de primavera
vespertina son fuentes adecuadas de &cido gamma-
linoleico. Los aceites de cirtamo, aceites de
girasol, aceites de maiz y aceites de soya son
fuentes adecuadas de &acido linoleico.

Si es necesario, los alimentos’ para
mascotas se complementan con minerales y proteinas de
modo que son nutricionalmente completos.

Adicionalmente, si se desea, la cepa
bacteriana se puede encapéular; por ejemplo en una
matriz de azdcar, matriz de grasa o matriz de
polisacdrido. También se puede revestir como ‘se
describe én EP 862 863.

La nueva cepa probidtica se usa de manera




#oximadamente ‘1. 0E+10'ﬂcé1ulas del mlcroorganlsmo

}'#blétlco por gramo del‘alimento para mascotas, de

Tfmas preferenteﬁf cerca de 1.0E+06 a

#OX1madamente 1. 0E+08; cé1ulas del mlcroorganlsmo

El alimento para mascotas puede

%blétlco por gramo.:

0 005% a aproxlmadamente 10:

”ﬂtener aproxlmadament

'_n peso de 1a mezcla df mlcroorganlsmo problétlco.' £

.jtiene de - manera prefereﬁte cerca de 0,02% a

goxlmadamente _5 _%'f _ 'y de manera m4s

éferenta cerca de 1" a_.-“apro_x-imadament:e_ 6 % _én_. .

- La.¢aﬁEidéd;d- aiiﬁehto para mascdtas qﬁe

va a -consumlr port_la mascota para obtener un

él tamano de la mascota,

cto benéflco dependeré

tipo de mascota y la edad de la mascota. Sin

argo,iuna cantldad del alimento para mascotaa para;

por  onar una cantidad dlarla de aproxlmadamente

E+03 1 0E+14 cfu de a menos una cepa de bacterla'

el‘

medlo' de fermentacidn

§?éc;do lactlco -y/o 

1va1ente,- uaualmentef:sarén adecuados. De manera

 erente, se admxnlstranfcerca de 1. OE+09 a 1.0E+11 _

/dia para perros y 1 0 +07 a 1. 0E+10 cfu/dia para-f

la invencién

se encuentra

mejorar y/o

en mascotas,

pelajg, y/o 31stema lnmunltarlo, salud. de las

ek




Prollfera016n de 11nfoc1toa de

‘; Flgura 1.H

) en. 1a estimulac16n con mltégenos o0 ésteres de
1 Las PMBC de perros allmentados durante 4
as con (barras negras) c sln (barras blarcas) L.

fllus NCC2628 se estimularon con diferentes.

”;'dog;!f“PHAf (Fitohemaglutlna), cbnA

“navallna A), PWM (mltégeno de hlerba) Y éster

1cina) ~P<o 05, prueba t de Student.-

Flgura T2;f _Cltoclnas producidas - por 

de Ju#oblétxcos._ Los 1eucocxtos de perros adultos

se estlmularon; con édlferentes cepas de-

contuV1eron medio solo

-j(control p031t1vo) La 1dentif1cac16n de las'
'ﬁas se hizo por TR~ PCR. Su cuantificacién ge
'«fél explorar -1bl.;aga£09e1es tefiidos con
ﬁo de etidio Y determlnar el pixel relativo de.
Tbagda usando el programa 'NIH Image. Los

Hados» séf expresan como_'laé- medias de dos

_tas. Esta compoalcién tlene un impacto benéflco :f”
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gfﬁrI—SOCH y Rapid-ID32A (BioMérieux) para 1actobaciloé

j w bifidobacterias, respectivamente. Se congelaron y

#se depositaron cepas puras a -80°C en la coleccién de

\?1tivos Nestec (NCC).

Todas las bacterias se cultivaron en un’
5}¢dio de caldo para los ensayos. Una muestra de cada
$opa reactivada se almacend a -80°C en 1 ml de

i
H

Erﬁioprotector (40% de glicerol + 60% de LL). Los

i ‘é- i
| #ultivos se mantuvieron al subcultivar en una base

10 ﬁfemanal un inéculo al 1% en 10 ml de medio de cultivo
B |

® 'incubacidén anaerdbica a 37°C. Se cultivaron los
fi@i~abtobacilos en MRS durante 18  horas. Las

| §fidobacterias se cultivaron ya sea en MRS + 0.05 %

15

, Todos los cultivos se almacenaron a +4°C

i
I

? tte las diferentes transferencias. En general se

o

20 -+ ofeuvo la anaerobiosis usando un sistema anaerdbico

A

ol (hidrégeno—diéxido de carbono (GasPak, Becton

#-kinson, USA). Las bifidobacterias se mantuvieron
fmpre en estas Jjarras durante su periodo de
pacenamiento.

25

1
% V. .
bmplo 2: Seleccidn de cepag bacterianas

ﬁ Este examen in vitro se basdé en las

"tﬁ &trial de células viables, su capacidad para
__zﬁtévivir la inhibicidn o condiciones
30 g"ii#ointestinales perjudiciales y su diversidad
-irqica. La diversidad de la cepa o similitud

.
.'ﬁf\
-: E 4]
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s &

geliémica de estas cepas no caracterizadas se tomé en
.

#nta, usando RAPD y ribotipificacién.

@ERIALES Y METODOS

’fiicimiento Bacteriano

{ Las cepas que son capaces de producir

pidamente un alto nimero de células tienen que ser

@ntificadas. Su ciclo de crecimiento bacteriano se
i de caracterizar por una fase de retraso corto, un

- R .
- i##mpo de regeneracién corto, altas cuentas maximas y

‘@hfase estacionaria larga. Por lo tanto, se

pararon cepas al considerar tres variables: la

t

dkacién de su fase de retraso, su tiempo de

1
i

‘fqracién (en horas) y sus cuentas méximas, que

| .

fFrespondieron a las caracteristicas més

“ifbortantes.

.:;é lactobacilos:

Se inocularon 200 ml de caldo MRS

f?incubado a 37°C con 1% de su cultivo fresco. Se

?‘dlectaron muestras de un ml a cada hora después de

%inoculacién durante ocho horas. Se tomdé una

t

% -$tra final después de 24 horas. Un ml de cada
fi-%tra se diluyé en sgerie 10 veces en TS para
~5imeraci6n. Se cultivaron los cultivos en agar MRS
T-Tts%nica " de puesta en placa por derrame),
 (;¢r6bicamente, 37°C, durante 48 horas. .Todas las

'fﬁgas con los nimeros de colonia entre 30 y 350 se

lgistraron como unidades formadoras de colonia (cfu)

er ml de cultivo y por 1lo tanto se tomaron en

Mnsideracién para enumeraciones.

TrE bifidobacterias en (MRS-C):

En engayos preliminares, todas las cepas se
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4%

'Para lactobacterias

SRR s LERE Gl . s

de agar

Substrato |Composicién PH |Referencias
MRS MRS sin azGcar (Difco) |35 g.17!|6.5|De Man adn
Glucosa 20 g.11? al. (1960)
Agua destilada 1,000ml
i:l?::\'rat bifidobacterias
é?i Sustrato Composicidn PH |Referencias
MRS -C MRS sin azﬁc-ar‘ (Difco) {35 g.™* |6.0|Pacher and
Glucosa 20 g.17?t Kneifel
L-cisteina-HCl (Fluka) |0.5g.17% (1996)
Agua destilada 1,000ml
“'I‘PYG Tripticasa (BBL) 50 g.1*|7.0
‘ (Extracto |Peptona (Difco) 5 g.1™"
de Extracto de levadura(20 g.1™
} £ripticasa- (Difco) 4 g.17t
peptona-  |Gluco (Merck) 1g.1%
levadura) |L-cisteina-HCl (Fluka) |1 g.17%
Agua destilada 1,000ml o

Se obtuvieron medios sélidos por la adicién

Difco Bacto (15

g.1’1) .

Los

medios se

sometieron a autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Los medios liquidos para las bifidobacterias ya sea

se almacenaron bajo

condiciones

desgasificaron antes de la utilizacidn.

Registencia a pH gastrico y bilis

Cuando se ingirieron,

anaerdbicas

o 8e

los microorganismos

han sobrevivido al estémago y las condiciones del

duodeno

para ser capaces de ejercer una actividad
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bpnéflca en el tracto gastrointestinal de animal. El
”w ﬂH géstrico y las sales biliares son los principales

f cbmponentes regponsables de la regulacién de la flora .
xfﬂacteriana. Por lo tanto, tiene que ser valorado el
I

B grado de resistencia de las cepas a la acidez vy

 ‘@yilis.

!

La fisiologia del tracto digestivo de gatos

+ perrog difiere de humanos. El1 pH promedio pH 3.4 y

E
i
r

4.2, regpectivamente en perros y gatos. Una bilis

| ,
4§ reconstituida de mascotas se recomendd para los

s N _

4 ensayos (Tabla 4). La concentraciém biliar en el
;‘intestino delgado varia en un intervalo de 0.5 a 2%
:F¢uando se digiere el alimento.

f{$; De acuerdo a los valores de pH extremos
éncontrados en gatos y perros, las cuentas viables
 _§espués de 10 minutos a pH 2.6 y después de dos horas
| # ya sea pH 3.4 (cepas aisladas de perros) & pH 4.2
&cepas aisladas de gatos) no deben estar por debajo
vf ﬁe 1.0E+06 cfu/ml.

; Resistencia a pH géstrico

= W Todos los lactobacilos se inocularon a 1%
ucﬁen caldo MRS y se cultivaron anaerSbicamente a 37°C
idurante la noche. Las bifidobacterias, inoculadas a

!
jS% en BHI-C, s8se cultivaron 48 horas a 37°C bajo

fcondiciones anaerdbicas. Los cultivos se

3
,v[dlstrlbuyeron en tubos de reaccidén de dos ml

(Eppendorf) y se centrifugaron a 3,500xg/10min/20°C.

8 Las células se lavaron tres veces con solucibn

g . "
: ?Ringer. La resistencia a las condiciones &cidas del

estémago se valoré in vitro en tres jugos géstrlcos

simuladoa con niveles de pH de 2.6, 3.4 y 4.2

|

'
8
!

\

}

i

b

:

1
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”*Eonatituidégdé maSCQté‘éé“determiné-

Se con51deraron;é-dosf _cuentas viables

}gniflcatlvamente dlferentes cuando la desvxac16n de
{ logu,_estaba por arrlba de 0 25. Cada._cepa se.
uff,acterlzé por dos variéblés- -

b la _concentrac;én ‘méxima de sals-biliar

pbada dQnde no - se encontré dlferenc1a elgnlflcatlva

k-el control

fﬁ7 la velocldad de. la dlsmlnuc16n en. la
H‘:fbilldad cuando' se: incrementa la concentrac1ép.
$5 1iar en el medlo de crecimlento. '
   ; | cepas caracterlzadas por una pérdlda'
- . | :cuentas viables cuando 1a~‘

-ncentraclén blllar’"‘umenta en . pasos de 1% :sé

:nsldero senslble a 1a '1113; Una reduccién superior
'a-un loglo entre células ._-._cult:n.vadas en la presencia

6 y 2% de bllis,”y un logm por ciento adlclonal_

bllls (por arriba-ae 2%) se conslderé aceptable.

_1cionalmente, 8e deben %detectar solo cepas que_

’fu/ml cuando ‘se cultlvan en

presencia de hasta 2% de sales biliares, a fin de

- oduclr un efecto en eljtracto gastrointestinal.

v La bllls reconatztulda en mascota a partlrg
: gatos o perros se preparé como se indlca en laJ
  b1a 4, 3r Bse esterlllzé por filtracién antes del
‘fo; En un primer ensayo, se cultlvaron lactobacilos
‘vaéréblcamenteﬂdurante.24 horas en calco MRS a 37°C
 se transfirleron en el caldo MRS fresco mas bilis

g maagota,,reconstltulda, estérll al o0, 0.1, 0.3,

5,- 1; 2,. 4% durante-'ls horas .adicionales.- Las




Las dlluclones l 0E-03 y 1.0E-05 se -

'cbron en placas de agar MRS, usando un WASP

Spiral Plater»- “Don Whitley
ffqtiflc lelted Inglaterra) _Cuando se secaron,

?iﬁlacas Se 1nvirt1eron e 1ncubaron 48. horas a 37°C

f %bacilos senslbles a las concentraciones blllares
T |
|

'1 prlmer . ensayo f y_fﬁ;os-f§dos: 1actobac1los

i;# de retraso y la veloqidad de crec1miento _se'

¢taron o _no._ Los ensayes . se emprendleron con

;Tobac1los cultlvados en caldo MRS complementarlo
‘bilis reconstitulda de mascota, al 1%, de acuerdo
?fﬁrctocolo descrlto para la medlclén de crecimlento
:ﬁ%rior,i | i - _ ' | | |
?;'" _Las blfldobacterlas -se subcultivardn;.y
:kieron 32 horas/37°c/anaer6blcamente, usando caldo

SMC con bllls reconstltulda de mascota al 0, 1, 2,

- 4

y.4,. Se apllcé el mlsmo método de numeracidn a
I




:llaron todas las . ampolletas. Todos los ‘frascos se

: macenaron ‘a, +4°C‘ y +20°c durante seis meses. EI

.(

‘dmero de células v;ables por ampolleta (para cada

v

3”5?10 de bacterlas" suspenslon) se  determiné
é.bﬁualmen‘te . |
$:suntavos
o - gseleccién  de

y perros, los

in vitro para 20

tobac1los y 18 bifidabacterlas, en base a Bus

:ﬁénciales de - crecimlento, resistencia ‘a la

& flllzac16n -v=cbﬁ*” almacenamiento subsecuente,

fs"stencla al pH géstrlco y concentra01ones blllares

'ntradas en el tracto‘gastr01ntest1nal de gatos. y’

Zos se presentan en 1a Tabla 5.

‘ecto a los crlterlos\:ue se pueden cumplir en el

dio: corrlente. Cuatro écepas mostraron tener”

‘”os resultados con respecto ‘a gus caracteristlcas

7écrecimlento, s reslstencia _"él pH_ géstrlco,f

: aFenamlento después de- la liofllizacién: L.
Etbr; Ncczssl (CNCM 1- 2443),_ L. reuteri NCC2592
3 |

”lrt I- 2450), L._reuterl Ncczse:s (CNCM I- 2451), y L.

n?ri NCC2613 (CNCM 1- 2452) Se cumplleron las

oflllzaC16n, ‘8e’ lntrcdugo un’ nitrégeno a través de

| vélvula de admisién de azre del liofilizador y se-"

iLds_ 20 1actobacilos se clasificaron can; '




[ﬂi La cepa NCC2627 fue mucho ma&s resistente
_ ﬁ“-,la NCC2623 y NCC2635, mientras que estas tres
-

rf?sqtipificacién, indicando por lo tanto una probable

v'f;dcién cercana (digestién con dos enzimas de
‘@j?iﬁriccién: EcoRI y ECORV). _

. B Las diez bifidobacterias aisladas de perros
‘i ﬂraron solo dos diferentes patrones cuando se

10
,Vofcon cuatro cepas (dos de cada grupo): NCC2657,

‘tdflas resistentes a la concentracién méxima de la

15

20

; Considerando las caracteristicas de
aE T . .

r@imiento, estas diez bacterias de este modo se
pudlen dividir en dos grupos:

25 IRE B e cepas resistentes a bilis y con buenas

cadicteristicas de crecimiento: NCC2657, NCC2651,
Ncd
= e cepas resistentes a bilis pero con

663 y NCC2667

fcperisticas de crecimiento no adecuadas
i -
30 \«@anbialmente para produccidén industrial: NCC266€0,

i

‘Ncale71, NCC2677, NCC2647, NCC2654 y NCC2674.

#9

?s tuvieron un patrén cercano por

;;2560, NCC2671 y NCC2677. Estas cuatro cepas fueron .

g



ltddos ‘de los andlisis de ADN.

.para seleccionar las bacterias:

iversidad ‘investigada.

el paso dél tracto

?di 1asj cepas ﬂme ¢ onadas antgridrméﬁteg‘ 1.
7§NC¢2581} (dleta" A),:- ._-feuteri (NCC2592)
)5 - zh (Ncczsas) (dieta C) 'y

- (dieta D). La

estable para~

'ﬂVLna-ferma lloflllzada,

supervivancla de ‘1am-cepa' en. el tracto

_intestlnal de 105 animales probados. Todas”las

monar un. volumen suflciente ‘de portador para




las preparadas con la matriz de

cepas

R

"i draron en tubos plésticos individuales (1.0E+0.9
dia) Yy se adicionaron diariamente en una parte

ialimento para asegurarse que se comerédn las

aff erias totales.
Se obtuvieron muestras fecales frescas para
iizar los nGmeros de poblacién bacteriana y se

p$raron con la linea base (sin bacterias

10 ionales.
' %cfolectaron heces en el dia 7 y 8 (linea baze),
| ' 14 y 15

21 y 22 (linea base)

28 y 29
Se usa una sonda rectal estéril para obtener
muestra fecal de la nénos 0.1 g. Esta wmuestra se
‘exactamente y se mezcla 0.1 g con 10 ml de solucidn
fFléglca (Ringer) que contiene 10% de glicerol. Esta

WUlén luego transfiere en criotubos de 1 ml y se

;»galan

3 énces se almacenan a —-80°C hasta el an&lisis.

15

en nitrégeno liquido. Todas las muestras

?;£~ Las poblaciones endbSgenas  de lactobacilos,
20 ’¢eroides, Enterobacteriaceae, Enterococus,
‘; "i_‘}“d'obacterias y Clostridium perfringens se contaron.
f detectaron bacteriags en medios selectivos o©
3f%aelectivos. Se realizaron diluciones en serie cien
%s- en solucidén de Ringer dque contiene 0.5% de
25 &Ls?aina, de las soluciones en el intervalo de -2 a -8.

; k
. jﬁs'de Petri de varios medios selectivos se inocularon

incubaron (ver Tabla a continuacién)

|
+
)
13
L

42 5 ,

faifidio ot sucimin



 Anmm
5.31

142.04

6.43

paso

somét_Aron' 10k perros,
. o . 7 . Edad
’?especifica.,El protocolo de allmentac16n conslstlé en
 §5‘dIas dé adaptaciﬁn con “Frlskles Vltality" con/sln

7?achicor1a y 5 dias de prueba ‘con “Frlskles Vltallty

NCC 2583

5 _bembraé”'y 5

esta. prueba-
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f_é/bin achicoria y 3 dias de adaptacién, 5 dias de

‘pifleba con “Friskies Vitality” con/sin achicoria +

;ﬁtbria: L. reuteri NCC2603 (dieta E), L. reuteri

2/;;1.613 (dieta F), L. acidophilus NCC2628 (dieta G)

5 n.bifidobacterium sp. NCC2657 (dieta H). La
6 7 8 9 10

F F F F F

H |H |H |H |H
. B Estas cepas gSe prepararon en una cantidad
loyétffﬁiCiente-Y en una forma liofilizada, estable para
-ﬁ;iicar estas ocho diferentes bacterias con respecto
b fla supervivéncia de la «cepa en el tracto
; féétrointestinal de los animales probados. Todas las
bas se mezclaron con 4 g de trihalosa a fin de
15 3idﬁcionar un volumen suficiente de portador para

e&clar las cepas preparadas con la matriz de
fﬂimentacién para los animales. Las cepas bacterianas
j;é prepararon en tubos plésticos individuales
f;§.0E+09 cfu/dia) y se adicionaron diariamente en una
garte del alimento para asegurarse que se ingieren
%?és_bacterias totales.

Se obtuvieron muestras fecales frescas para

EaE J |
‘ficompararon con la linea base (sin bacterias

25! %?Qdicionadas).

,;’gsén‘recolectaron heceg el dia 7 y 8 (linea base),
1

14 y 15

21 y 22 (linea base)

w;-nalizar los nimeros de poblacién bacteriana y se

A "
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Durante el tratamiento no se observd cambio

:'ﬁcipal en las cuentas fecales de los lactobacilos,
;ihido a las ingestiones de las bacterias probidticas
}%ccionadas excepto en el caso de la cepa L.
 ﬁophilus NCC2628. Bajo las condicioneeg de prueba,
&léfecto inhibidor en C. perfringens puesto que el

‘\?1 basal de C. perfringens fue muy bajo. No se

B:ervé incremento drdstico en la cuenta  de
I

10 W:érobacteriaceae que reflejan que no hay disturbio

| ‘ecosistema intestinal relacionado al uso de los

3
}:piéticos seleccionados.

emplo 5: Efecto de lactobacilos y sus metabolitos

® ]a viabilidad de Giardia intestinalis

15 - Se estudia el efecto de los sobrenadantes
ifiltrados de cultivo de cepas de lactobacilos
.adag de gatos y perros.

driales y métodos

Cepas Yy cultivos bacterianoé: Los
20 ﬁoorganismosﬁ gue corresponden al género
:obacillus fueron de 1la coleccidén de cultivo
~€1é. Lés bacterias ge cultivaron en el medio MTYI.
| sobfenadantea que contienen metabolitos de
"qobacilbs Be neutralizaron a pH6 y se
25 berilizaron por filtracidn.

| Se realizaron controles al acidificar el

ﬂo_MTYl con &cido lactico al mismo pH que uno de

cultivos bacterianos. Posteriormente, el pH se

st6 a pH 6 con NaOH 0.1 N. El origen de la cepa
: E i :
30 o estudio y el pH de los sobrenadantes y controles

‘mueStran en la Tabla 9.
1
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Bt
'h

i

M +
| i
s

s

N AN
L gt}éa Origen |pH de sobrenadante |pH contral'
% ; 1;reuteri NCC2581 Gato 6.63 6.63.
IELthamnosus NCC2583 |Gato 6.50 5.97
i {‘u;reuteri NCC2592 Gato 6.04 5.98
'; ?%g;réuteri NCC2603 Perro  |6.04 5.99
“?;ﬁ‘éL;euteri NCC2613 Perro 6.07 |5.95
:.; acidophilus)Perro 6.01 5.93
R _
\ggzsza
i Pardsitos: La cepa WB de Giardia

iintestinalia (ATCC 30957) se comprd a la coleccidn
riaﬁericana de Cultivo de Especies (Rockville, E.U.A.).
g?sk“ éultivaron trofozoitos en el medio TYI-S-33
‘[@6dificado de Keister’s que contiene por litro:
Q:%x;racto de caseina (Difcto), 20g; extracto de

iievadura (BBL), 10g; dextrosa (Merck), 10g; bilis

L;

'“ﬂ§$ovina_ (Difco), 0.75g; NacCl (Merck) , 29;
., # cistefna.HCl (Sigma), 2g; Sal sédica de 4cido
. gacérbico {Fluka), 0.2g; K3;HPO, (Merck) , 0.69;

povino

Se ajustd el pH

Hm) .
Se
de

‘eultivo

f40 ml de medio

adulto

tejido

a 6.9 con NaOH EN antes

cultivaron

de

de

}subcultivos al descargar el

cultivo.

(Sigma) ,

pardsitos en

poliestireno

Se

100

matraces

(LUX ’

realizaron

sobrenadante

'*‘éitrato de amonio férrico (Sigma), 22.8 mg; suero de

ml;

i penicilina/estreptomicina (Gibco, 1000 IU/ml), 15 ml.

de 1la

#sterilizacién con filtracidén (tamafio de poro de 0.22

de

Miles

'iLaboratorios, Inc., Naperville IL 60540) rellenos con

los

sin
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concentracidén, morfina, pancreatina). El1 jugo del
intestino delgado canino, simulado contuvo  bilis
\-%;canina reconstituida (0.345 g/l
tauroquenédesoxicolato, Sigma, Alemania; 0.7 g/l de
taurodesoxicolato, Sigma, Alemania, 3.04 g/l de
EMF;-taurocolato, Sigma, Alemania; 0.006 g/l de colato,

b - Fluka, Suiza), morfina porcina (1.9 g/l Sigma,

i

v_%.Alemania), pancreatina porcina (2.42 g/l Sigma,

8 iAlemania) y solucidén de electrolitos (5 g/l de NaCl,

] ‘ 0.6 g/l de KCl, 0.25 g/l de CaCl, todo de Merck,

th:Alemania); El pH del jugo se ajustd a pH 6.5 t 0.5
% con NaOH 0.1 N.

Cepas_y condiciones de cultivo
;EPatégenéé del intestino delgado
Se geleccionaron cuatro cepas

ﬁ}ipotencialmente patbégenas: S. Typhimurium S11344, E.

coli ETEC 08:HS y E. coli 0149:K88 (aislado patdgeno
banino) y un aislado c¢linico de Sh. dysenteriae
@3'Korigen humano, amablemente proporcionédo por el
?&entre Hospitaller Universitaire, vVaudoise-CUV
'5$ausana, Suiza). Con la excepcidén de S. typhimurium
»‘$L1344 propagado en caldo Luria Bertani (Difco,
;ﬁ.U.A.), todo el enterobacteriaéeae se cultivd en
daldo de infusidén de cerebro-corazdn (Difco, E.U.A.)
2 37°C bajo agitacién (240 rpm).

f&Bécteria de &dcido léactico

d Se seleccionaron un amplio intervalo de
i%ctobacilos de origen canino y felino que incluyen{
*‘i acidophilus NCC2628 (CNCM I-2453), L. rahmnosus
303'3'%02583 (CNCM I-2449), L. reuteri NCC2581 (CNCM I-

$448), L. reuteri NCC2592 (CNCM I-2450) de 1la
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i R
‘m;bleccién de cultivos Nestlé (NCC, Nestlé, Suiza) y

é examinaron en el modelo de intestino delgado
”ﬁénino para la supervivencia, actividad fisioldgica y
‘-ﬁectos inhibitorios en los patdgenos del intestino
“%lgado, mencionados con anterioridad. Los
fniiqqtobaciloa se cultivaron anaerdbicamente
- %fgmaerocult Oxoid, Inglaterra) en el caldo Man Rogosa‘

i
i

f§harp (Difco, E.U.A.), a 37°C.

§“~perminaci6n de cuentas de células viables

1
¢ .

. 10 .~ B Se diluyeron muestras en amortiguador de

4 %fato estéril (NaH,PO,, pH 7, 0.2M) y se colocaron

h placa superficial de diluciones de 10 veces en
;igcas de agar: agar MRS (Difco, E.U.A.) para
?}#tobacilos, agar Salmonella-higella (Oxoid,
15 t;éiaterra) para §. typhimurium y Sh. dysenteriae, y
?{Qr‘Sorbitol~Mac—Conkey (Oxoid, Inglaterra) para E.

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

:nbra anaerdbica para lactobacilos, y 24 horas a

'1PC para enterobacteriaceae. Para pruebas de co-
" 20 [ ¢Mtivo, se inhibié el crecimiento de

. terobacteriacea en agar MRS por la adicién de

& imixina (Oxoid, Inglaterra).

S ¥
<Edberimentos de co-cultivos entre bacterias de &cido

:iﬂico (LAB) y patdgenos
25  ' B Se realizaron experimentos de co-cultivo
4 FAB probiéticas, potenciales y cepas patdgenas a
,Hd én 20 ml (tubos Falcon) de jugo simulado del
AFétino.delgado, canino con diferentes fuentes de
| ?;nf@gn (azGcar, alimento para mascota) para favorecer
;30\ :L¢i?§tividad metab&lica de los cultivos. Las LAB se

)-;“ﬁlaron a 10E+08 c¢fu/ml, patdbgenos a 10E+02
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15

20

25

30

.

E :
prueba con “Frigkies Vitality” con/sin achicoria +

dI
‘baflerias de L. acidophilus de NCC2628.

" B Se prepard L. acidophilus NCC2628 en una

&$E idad suficiente y en una forma liofilizada,

'qle con respecto a la supervivencia de la cepa en

f;i ?acto gastrointestinal de los animales probado.

i

”?bacterias gse mezclaron con 4 g de trehalosa a fin
hdicionar un volumen suficiente de portador para

@ lar las bacterias preparadas con una matriz de

énto para los animales. Se prepararon bacterias

a

L nx

"~ énubos de pléstico individuales (5.0E+09 cfu/dia) y
8

dicionaron diariamente en una parte del alimento

k!
h asegurarse que las bacterias totales se comeran.
Se recolecté sangre de log perros después

# i + L] I3
I ilcuatro semanas de adminigtracidn de los

"[ffﬁéticos. La sangre se fracciond a través de una

'7;? ﬂa Vaccutainer® (becton Dickinson, Mountain View,

se recuperaron las PBMC de acuerdo a las

Eiﬁendaciones del fabricante.

Se estimularon células con diferentes

mfﬁkgenos o égteres de formol que inducen una fuerte
pfffiferacién de células T (concavalina A (cona),
e N

'[Fhemaglutinina (PHA)), de células B (mitdgeno de

1}

iba (pWM)), y de todas las c¢élulas (forbol-

*f«$tato~acetato/ionomicina (PMA/Iono)). Se

inf@ubaron 10° células por cavidad con mitégenos o los

i
i
.Egilxes de forbol (las dosis respectivas se indican
1)

Zlh Figura 1) en un volumen final de 200 ul de

mallic de cultivo RPMI-1640 complementado con suero de

-bgyfrna vegetal al 10% y antibiéticos en placas de

“jﬂ'ivo de fondo plano de 96 cavidades (Nunc).
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Se administraron células en atmbdsfera de

}ag'al 5% humidificada a 37°C durante 48 horas. Las

h

h'lhlas se marcaron por impulsos con 1 uCi de

\iﬁtimidina (Amercham Pharmacia Biotech, Suiza)

5 Q7i?$nte 18 horas adicionales. Las células luego se
:é ;éélectaron en filtros de nitrocelulosa (Parckard
?‘idbunt; Suiza) y la [’H] unida se midié con conteo
ﬁ;‘& ﬁescintilacién (TopCount, Packard, Suiza). Se
;ﬁ ??ﬁlé laproliferacidn celuiar como la media

 10 : %ﬂ;ﬁtas por - minuto (c.p.m.)) (£SD) de los
| %k ﬁ;ﬂicados.
é;filiados:

K ﬁi Figura 1: Hubo un incremento claro enla

;ﬁ#eracién celular en respuesta a todos los

15 i tﬁnos en el grupo de los perros alimentados con
';LgAfki?ophilus NCC2628 en comparacién con el grupo de

ol. Este incremento fue significativo en

i
v

os estimulados con los ésteres de forbol PMA +

3

T
4

kﬁa. " Estos datos muestran que las células

20 .liﬁisxﬁes de los perros alimentados con probidéticos
%éa?reactivas en la activacidén in vitro y sugiere
qp éistema inmunitario de los perros alimentados
f?;}ﬂiéticos g8e ha estimulado.

. 10: Modulacién in vitro de funciones

23 inmﬁ‘ﬁwarias por cepas de lactobacilus aisladas de
T . ‘

i oy

b

mascotls

' Un examen in vitro de las diferentes cepas

dbacilus aisladas de mascotas, descritas
tmbnte, ge ajusté para determinar su potencial
30 '~¢i6n inmunitaria. Para este fin. se mididé su

L para inducir las citocinas pro-
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ﬁlamatorias (IL-12,. IFNy) vy/o «citocinas énti-
glamatorias (IL-10, TGF-B) (Anand A.C., Adya C.M.
9, Trop. gastroenterol.; 20(3):97-106; Spelberg
| Edwards J.E. Jr. 2001, Clin. Infect. Dis.;
Ql):76~102). Esto tiende en las cepas candidatas
t%nciales de seleccidén para funciones inmunitarias
rt&—patégenicaa o anti-cancder, fuertes asi como
i}'%iones antagonisticas contra patologias
éstinales canicas tal como alexrgia e inflamacién
10  ‘fermedades inflamatoriags en el intestino). Se
*éblecieron cultivos adicionales con el medio solo
‘ﬁtrol negativo), con la cepa SF68 de Entérococcus

¢ium (NCIMB 10415, Cerbios-Pharma, Suiza) y con un

tado de lactobacilo humano ST11 (NCC2461, CNCM I-

15

La sangre de perros adultos normales se

5 minutos a temperatura ambiente con

.

rt iguador de lisis ACK (150 mM de NH,Cl, 1 mM de

5, y 0.1 mM de Na,EDTA en H;0, pH = 7.4). Los

r .
 legpocitos  se lavaron dos veces con el medio RPMI

_&l‘antibiéticos y se sembraron a 2.10° células/ml
ﬁi;}acas de cultivo de tejido de 24 cavidades. Se
?{ﬂoné 1 ml de una suspensidn bacteriana (descrita
‘Qriormente) que contiene 10° CFU alcada cavidad.

Para el tratamiento de control, se adiciocond
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[y (
X-Wpleto como el alimento ™“A” para mascotas, pero

f

¢é complementado con una mezcla en polvo de los

i croorganismos probidticos seleccionados,
‘I%mentados de un sobrecito. La mezcla comprende

acidophilus

% ahtidades substancialmente iguales de L.
Se rocia sobre

Ct2628 y Bifidobacterium sp. NCC2657.
la dosis

. M alimento en cada comida que se sgirve,
{\F;Qministrada gque es de aproximadamente 10ES8 cfu/dia.

§ El alimento “C” ©para mascotas es un
nutricionalmente

10: | fhlimento seco para mascotas,

| ¢mpleto que es substancialmente idéntico al alimento

{'-“A“ para mascotas, pero que contiene 1.2% en peso de
."uﬁ sobreﬁadante_seco de un cultivo de Enterococcus
f;ﬁeacium SF68 (NCIMB 10415).

.f Se usan 30 perrog en el estudio. Los perros
#e pre-alimentan durante 8 semanas usando alimento

w
*A” para mascotas. Los perros luego se dividen en 3

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

] _
t B C y se alimentan con las
borrespondlentemente nombradas durante 8 semanas.

Los perros tienen acceso libre a agua y se

alimentan una vez al dia. La prevalencia de caspa en
|

el pelaje se determina por un panel de valoracidn de

'30 miembros al comienzo y luego de 7 semanas.

Los perros se peinan antes de la evaluacién

por el panel y los miembros del panel no comparan las

% .
® notas durante la evaluacidn.

En esta evaluacién, los perros se presentan

§ 2 cada uno de los panelistas individuales en 20

diferentes parejas. Se pregunta a los panelistas que

x




'Ldiquen en‘sus ho:as de reglstro ‘qué perro del par ﬂ:ﬁ

ﬁ

esentad° exnlbe (1) menos caspa, (2) mayor brille

pelaje Y (3) menor olor de pelaje.

La condlclén completa de pelaje de todos-

"ﬂede esperar de' perros saludables, normales._ Sid

de control. Estos

tienen un pelaje?

emos ;olor de pelaje que los de- “A"; Estaa-

macteristlcas sev_ encuentran qUé no difieren

gnlficatlvamente de forma ‘estadistica cuando se |

Se elabora una mezcla de alimentac;én de
oxlmadamente 58% en peso de maiz,:aproxlmadamente'
Jénpeso de glutén de maiz,-aproxlmadamenteiza%'en
it

; conatltuyen el resta.-

o de carne y harlna, sales, ‘vitaminas y"minerales

La mezcla de allmentac16n se allmenta en . un
? abondiclonador y se humecta.~ Esta mezcla se

ipolvo que contlene una mezcla de las

guientes

;_cepas_ 'de- lactoba01los. Lactobacillua
mnosus NCCZSBB ;(CNCMkffL“2449)i Lactobaczllus»
ﬂdqphzlus NCC2628 (GNCMu I-2453) y Enterococcus

‘c1um SFGB (NCIMB 10415) El polvo se dlapersa de

’- manera substancialmente a todo lo largo de la

Mgkla; Esta‘gmzcla,de_allmentac;én,humectada Juego

_ %limént§ en el extrﬁsar-hornillo'y se gelatiniza.'
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‘matriz gelatinizada que deja el extrusor se fuerza

través de una boguilla y se extruye. El producto

S SRE T

truido se corta en piezas adecuadas para alimentar

8 perros, se seca aproximadamente a 110°C durante

D -

[

qcximadamente 20 minutosg, y se enfria para formar
épulos. Las piezas extruidas se verifican para la
ﬁvidad de bacterias de las cepas adicionadas. No
?etecta nada.
mplo 13:

i Se usan en el estudio 24 perros. Se
Liuyen perros j6évenes y viejos, estos Gltimos que.
| de 8 a 12 afios de edad. Los perros viejos
\éccionados, exhiben signos externos de inflamaciodn

articulaciones en proporcién con sus edades Yy
3

écen experimentar alguna dificultad en el

'ibiento a veces. Ciertos movimientos parecen ser

'o?osos, Estos sintomas frecuentemente se observan

pprros viejds Yy se cree due eétén relacionados a

: | &ndicién artritica.

| Se usan tres alimentos secos para mascotas

;ﬂli estudio. Designados A, B y C. El alimento A es

gi-élimento seco para mascotas nutricionalmente
b

xkleto (ALPO de Beffy Dinner). Esto es el alimento

fiéntrol.

| Los 24 miembros de los seleccionados se

B

ﬁrli Emascotas. Los perros luego se dividen en 3

g %‘ob; A, B y C cada uno que tiene 8 perrxos y la

m 3 ) proporcién de ijévenes y viejos dentro del

; ﬁ:1 @ Cada .grupo luego se alimenta con las

entes dietas respectivas durante 8 semanas.
L _

P

=
k)

i

ot
b
i
?‘
3




El almmento B pary'maacotae eg un alimento

para mascotas nutriclonalmente completo que

‘bptancialmente es 1déntico al alimente “A” para
contlene un revestlmlento que

de_ su peso, el _revestlmlento

(NCIMB ' 10415)

La dieta c comprende productos molidos,

La

""‘»'f"_jemplo 12 anterior.

x|

v‘déd al collar de cada perro y las mediciones se

ke |
‘n dlariamente. Los perros también se evalQan
mente para 1la . actlvidad ‘por personal de 1la

*
\
!
1

‘La cOndicién de”ﬁbdos los perros es visual

bles, normales. Sin embargo, 1os perros en ‘los

,:_son7 notablemente__mas activas que sus




! ! . .
”Ltrapartes en la dleta ‘A. En las 1ecturas del 
‘fdidor soportan esas observac1ones.

AdlClonalmente,= los perros mas v1ejos en

q grupos B y C después de que -se allmentan de las
Lhﬁtas B y c durante el periodo de prueba, parecen
Pblr pocos_ smgnOSj externos “de inflamdcién de

%culacmones locales., Adlclonalmente, los pérrOS

gjeclmiento y mejorarﬂia motllldad de las mascotas

\antlguas.'
. \

 _S elabora ‘uﬂa mezcla de alimento de
imadamente 58% en peso de maiz, aproximadamente
peso de gluten de maiz;japroxlmadamente 23% en

“'ales, vitaminas y minerales .

w :.e.£ El producto extruldo se corta en piezas
w}daé para allmentar a los" gatos, se seca a
jimagamen;e 110°C durante- aproximadamente éo
| 4&,;yigg ¢nfria,para_formar:grénuloaz\en este

H se ptpbércigﬁé'&nfpplvo liofilizado de una o
jépagide léé.siguienﬁeénegpécies de lactobacilos,

[ P - : o :
; ha gap;igaciénﬁ a los .granulo: Lactobacillus

L
e




dmnoaus Ncczsas

-'(¢N¢M35ﬁ1-2449), Lactobacillus

_qe (NCLBM 10415) De esta manera, se propcrciona;

Efuclente polvo de mo&o que 1a cantzdad de consumo

%ético _ correspondiente - para el gato es de
~znbx1madamente 1 0E+07 1 OE+9 cfu/dia.- Algo del

+o se mezcla en ‘una prlmera masa de granulos Y se

'fﬁla con un portador 1ip;do que luego se rocia en

segunda -masa= de grénulos.v Los grénulos se
>ﬂ,5b 60°C durante algunog'

n' “bote para _mascotas _y

Zido),‘jls% de harlna de :trlgo, -2% de’ t;ntes,

iy Alnas Y aales 1norgén1cas. Esta mezcla se

%'ona a 12°C y se extruye en la forma de un budin

3xi a 30°C y se corta en trozos. Se: mezclan 45% de
ltrozos con 55% de una salsa preparada de 98% de
?:,‘1% de tlnte y 1% de goma de guar. Se rellenan

?es de honalata y se utillzan a 125°C durante 40

e ' c&s.» Como un complemento preb:n.ét:.co que se va a
#r _con' el _alimento para mascotas antes de.

 f( }e1 _empaque7 adic1ona1  en la forma de

‘f 1tos con cepas de las’ ‘giguientes especies de

fgac1los se proporclonan Lactobac111us rhamnosus

p

(CNCM " 1-2449), Lactobacillus aqldophzlus

”ﬁdqphilus Ncczsza (cﬁ@M\ﬁI-2453), o Enterococcus ~ .

: uego se cuece a. 'una temperatura de 90°C. Se_ *
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E“''ﬂ‘;c::.!:).ac_'i.11us rhamnosus NCC2583  (CNCM  I1-2449),

L@ tobacillus  reuteri  NCC2613  (CNCM  I-2451),

li?;qobac111us acidophilus NCC2628 (CNCM I-2453).

7. Uso de una cepa aislada de bacterxas de

':2;ib lactico y/o su sobrenadante de cultivo y/o un

dabolito de la misma, que tiene alta actividad

éyvﬁsicién propuesta para el mantenimiento o mejora
ﬂ%y@ salud de las mascotas.

8. El uso gseglin la reivindicacién 7, en
a{;;é la cepa tiene capacidad para crecer produciendo
;iénos 1.0E+06 cfu/ml en la presencia‘de hasta 2.0%
Aﬁsgles biliares o para producir al wmenos 1.0E+06

f@ml después de aproximadamente 2 horas a un

i‘jfﬂvalo-de pH de 3.4 a aproximadamente 4.2.

9. El uso seglGn la reivindicacidén 7 u 8, en

_dodlle la bacteria de &dcido lactico se selecciona del

uﬁ,ﬂo:Lactobacillus, Bifidobacterium o Enterococcus.

10. El uso segln. cualquiera de las

ﬁupklndlcac1ones 7 a 9, en el cual la cepa se

~ffcciona del grupo que con31ste de Lactobacillus

‘f;? -ri, Lactobaczllus acidophilus, Lactobacillus

apﬁtﬁlis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus

jo 2?$nii, Lactobacillus casei, Lactobacillué
pa' asei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
fve z;xtum, Bifidobacterium sp, Enterococcus faecium y
EQ % acoccus sp.

11. El wuso seglin cualquiera de las
r@ § ﬁdlcac1ones 7 a 10, en el cual la cepa es

baczllus reuteri NCC2581 (CNCM I-2448)

&tobacillus  reuteri  NCC2613  (CNCM  I-2452),

ffb@ética en mascotas, para la preparacién de una
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Bctobacillus reuteri NCC2592 (CNCM I-2450),

Iffctobacillus  rhamnosus NCC2583  (CNCM  1-2449),
- lfictobacillus  reuteri  NCC2603 (CNCM  I-2451),

:"%k bobacillus  reuteri  NCC2613  (CNCM  I-2452),
5 :_;Tctabacillus acidophilus NCC2628 (CNCM. 1-2453),

gl terococcus feacium SF68 (NCIMB 10415).

R
v

; B 12. El uso segln cualquiera de las
ffi&indicaciones 7 a 11, en donde la cepa seca estd

.
;ﬁlnmendida en la composicién en una cantidad de

10

bximadamente 1.0E+04 cfu/animal y dia a

%kimadamente 1.0E+12 cfu/animal y dia.
_% 13. El uso segln cualquiera de las
1ﬁindicaciones 7 a 12, para la preparacién de una
. -ﬁposicién propuesta para el tratamiento y/o
15 %f filaxis de trastornos asociados con la
; lonizacién del tracto gastrointestinal de mascotas

q microorganismos patdgenos.

. 14, El uso seglin cualquiera de las
. #vindicaciones 7 a 12, para la preparaciédn de una
20_IH “#posicién propuesta para regular el gistema

Phounitario de mascotas.

15, El uso &seglin cualquiera de las

B

;u?mposicién propuesta para mantener o mejorar la

'@"$vindicaciones 7 a 12, para la preparacién de una

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

16. El uso geglin cualquiera de las
ivindicaciones 7 a 12, para la preparaciénm de una
}@posicién propuesta para la mejora o reducciénlde
'#.efectos de envejecimiento en mascotas.

30 17. Composicidén de alimento para mascotas

u? contiene al menos una cepa aislada de bacterias
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dcido lé&ctico de acuerdo con cualquiera de las

ivindicaciones 1 a 6 y/o un sobrenadante de su

:1tivo y/o un metabolito de la misma, asociado con

soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

18. Compogicidén de alimento para mascotas

jJopuesta para la salud del tracto gastrointestinal

mascotas, que contiene al menos una cepa aiglada

‘;i.bacterias de 4&cido 1léctico de acuerdo con
fahquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y/o un
ib?enadante de su cultivo y/o un metabolito de la
1aﬁa, asociado con un sopdrte ingerible o una matriz

L .
jrmacéutica.

19. Composgicidén de alimento para mascotas

:obuesta para la salud de la piel y/o pelaje de
[scotas, que contiene al menos una cepa aislada de

jcterias de Acido léctico de acuerdo con cualquiera

las reivindicaciones 1 a 6 y/o un sobrenadante de

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

in un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

20. Composicidén de alimento para mascotas

ropuesta para regular el sistema inmunitario de
@ scotas, que contiene al menos una cepa aislada de

jcterias de Acido lactico de acuerdo con cualquiera

Elas reivindicaciones 1 a 6 y/o un sobrenadante de

i;cultivo y/o un metabolito de la misma, ‘asociado

}m un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

21. Composicién de alimento para mascotas

quuesto para mejorar o reducir los efectos de
bvejecimiento en mascotas, que contiene al menos una
bpa aislada de bacterias de &cido lactico de acuerdo

bnn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y/o un
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i

_sfbrenadante de su cultivo y/o un metabolito de la
?;ﬁa, asociado con un soporte ingerible o una matriz

-
3macéutica.

wiﬁi 22. Una composicién segﬁn una de las
5 :?;Q}vindicaciones 17 a 21, en donde la cepa aislada
’?“‘ié en una cantidad de aproximadamente 1.0E+04
iw&i}animal y se dice que es de aproximadamente

fﬁfﬁﬁ+12 cfu/animal y dia.

i B 23. Una composicién segiin una de las
"
10 r@vindicaciones 17 a 22, que contiene adicionalmente

‘ . W .
- . uill prebidtico.

{ 24, Una compogicidén seglin una de las

-_;wgaYindicacionés 17 a 23, que estd en la forma de i)
:';Y}5$iimento para mascotas en una forma de polvo, seca
15 ifo@*hbmeda, molida o estable en anaquel; ii) en la
'\%%1j#é de un adjunto dietético o un completo.

25. Un adjunto dietético o un complemento

s S

.

EQn la reivindicacién 24, que se proporciona junto
|
|

“¢fh 'un alimento para mascotas en un empaque adicional
aE W '

20 ity 'como un sobrecito.

26. Un método para mantener o mejorar la
|
gl ud del tracto gastrointestinal de una mascota, que
ghprende alimentar una mascota con una composicién

| ‘ .
t alimento para mascotas que contiene al menos una
}

25 _T»ﬁ aislada de segin cualquiera de las
;Hrﬁindicaciones 1 a 6 y/o un sobrenadante de su

&ivo y/o un metabolito de la misma.
i 27. Un método para mantener o mejorar la
?g%@d de . la piel y/o del sistema de pelaje de una
30 ?ﬁj{dota, que comprende alimentar una mascota con una

BE TR , )
‘cdhposicién de alimento para mascotas que contiene al
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