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1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado par fijación en lista de 3 de 

Mosto de 2007. 

Con elfin de dar respuesta a las objeciones expuestas par ci senor Examinador en 
Concepto TØcn.ico No.r 11.95 bajo los acÆpites de (I) Claridad de la Solicitud, (ii) No es 

ina Invencion, (iii) Excepclón a la  Patentabilidacl, (iv) Reivindicaciones relativas a un uso 
a un uso distintô y (v) Nivel Inventivo, me permito presentar las siguientes 

tnodIficaciones y argumentos tØcrilcos, por media de los cuales no solo se superan dichas 
bjeclones, sirio que adernÆs se demuestra en forma conturidente la patentabihdad de la 

- � . resente solicitud. 

Claridad: 

� En respuesta a las diversas objeciones presentadas por ci senor Examinador en su 
Cncepto Tecnico No 1195 en reiación con la claridad de la descrlpclon y las 

rivindicaciones de la invención bajo estudlo, me permito manifestar que es deseo del 

� slicI.tante presentar un nuevo texto de la sollcitud, el cual ha sido modificado de 

� ccnformidad con dichas observaciones, con el fin de definir en forma mØs clara y precisa 

el’objeto de la invencion, asi como tambien con el proposito de limitar el alcance de la 

� msma y de hacerla perfectarnente distinguible de las ertseiianzas del estado de la 

tØnica. - 
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3.1 

e conformidad con Jo anterior, me permito seæalar las sigulentes 

modlfiaclones dentro del texto de la descrlpclón, las cuales corresponden a 

correciones de carÆcter tipogrÆfico debido a errores Involuntarlos cometidos 

an el momento de la traducclón y preparaclón del texto de la solicitud an 

espaæI, permitiendo as[ una mayor y major comprensl6n de la misma: 

(I) Se ha reemplazado el tØrmino incorrecto "prebiótica" por el tØrmlno correcto 

"probiótica" en las lIneas 13 y 19 de la pÆgina 8, la linea 17 de la pÆgina 

15, y la Ilnea 26 de fa pØgina 28 de la descripción; 

(ii) Se ha reemplazado el tØrmino incorrecto "inactivldad" por el tØrmlno 

.correcto "inactivada" en la lInea i1 de la pÆgina 14 de la descripción; 

(iii) Se ha reemplazado el tØrmino incorrecto "probiótico" par el tØrmino correcto 

"prebiótico" en  la Ilnea 29 de la pØgina 18 y la Ilnea 2 de la pØgina 19 de la 

descripción; 

(iv) Se ha reemplazado la expreslón incorrecta "El pH promedio pH 3.4" por la 

.expresión correcta "El pH promedio fue de pH 3.4" en la Ilnea 8 de la 

pÆgina 29 de ladescrlpción; 

(v) Se ha reemplazado la expreslón incorrecta "se introdujo un nitrógeno" por la 

expresión correcta "Se Eratrodujo nitrógeno" en la lInea 5 de la pÆgina 34 

de la descrlpclón; 

(vi) Se ha reemplazado la expresión incorrecta "Esta solución luego transfiere" 

por la expresión correcta "Esta solución luego se transfiere" en las lineas 

25 y.26 de la pØgina 42 de la descrlpción; 

(vii) Se ha reemplazado el tØrmino incorrecto "kenterobacteriacea" por el tØrmino 

correcto "enterobacteriacea" en la Ilnea 21 de la pØgina 52 de la 

descripclón; 

(viii) Se han reemplazado las expresiones incorrectas "potencial de especlalmente 

de" y "de Ia manera en que" por las expresiones correctas "potenclal de 

especialmente" y "de tal manera que" en las lineas 2 y 16, 

respectivamente, de la pØgina 56 de la descripción; 

I 
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(ix) Se han reemplazado las expresiones incorrectas "Parckard", "Iaproliferac16n 

y enla" por las expresiones correctas "Packard", "Ia proliferación" y "en 

la" en las lIneas 6, 9 y 13, respectivamente, de la pÆgina 59 de la 

descripción; 

(x) Se han reemplazado las expresiones incorrectas "Esto tiende en las cepas 

candidatas potenciales de selecclón" y "anti-cªncder" por las expresiones 

correctas "Esto tiende a Ia .selección de cepas candldatas potenclales" 

y "anti-cÆncer en las lIneas 5 a 6 y 7, respectivamente, de la pÆgina 60 de 

la descripclón; 

(xi) Se han reemplazado las expresiones Incorrectas "para amplificadores de 

citosina canina" y "los resultados expresan comunidades arbitrarlas" por las 

expresiones correctas "para Ia ampHficación de citosina canina" y "los 

resultados Sc expresan corno unidades arbitrarlas" en las lIneas 4 y 13 

a 14, respectivamente, de Ia .pÆgina 56 de la descripción. AdIcionalmente, en 

Ia misma pÆgina, se han ellminado las frases "densidades de pIxeles de cada 

banda de producto de PCR" y "bacterias se diluyeron en el medlo RPMI" de 

las lineas 16 a 17 y 23 a 24, respectivamente, ya que dichas expresiones se 

encuentran repetidas dentro del texto; 

I) Se han reemplazado las expresiones incorrectas "que tienen menos caspa", 

"Estos alimentados en la dieta "D", "Estas caracteristicas se encuentran que 

no difieren" y "manera substancialmente a todo to largo" por las expresiones 

correctas "que tienen notablemente menos caspa", "Aquellos 

aflmentados en Ia dicta "B", "Se encuentra que estas caracteristicas 

no difieren" .y "manera substancialmente homogØnea a todo lo largo" 

en las lIneas 8, 9 a 10, 12 a 13 y 29, respectivamente, de la pÆglna 64 de la 

descripción; 

ii) Se han reemplazado las expresiones incorrectas "En las lecturas del" y "que 

substituyen el resto" por las expresiones correctas "Las lecturas del" y 

"que constltuyen el resto" en las Ilneas 1 y 19, respectivamente, de la 

pâglna 67 de la descripción; y 

) Se han reemplazado las expresiones incorrectas "Enterococcus SF68", "se 

utilizan a 125°C",  "Como un complemento prebiótico" y "el empaque 

adicional en la forma de sobrecitos con cepas de las sigulentes especies de 
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lactobacilos se proporcionan" por las expresiones correctas "Enterococcus 

faeciurn SF68", "se esterilizan a 125°C ", "Como un complemento 

probiótico" y "Se proporciona un empaque adicional en la forma de 

sobrecitos con cepas de las siguientes especies de lactobacilos" en 

las lIneas 2, 25, 26 y 28 a 30, respectivamente, de la pÆgina 68 de la 

descripción. 

Ahora b/en, en su Concepto TØcnico a! seæor Examinador seæala que en ía 

descripcfón "No se evidencia claramente a/ desarrollo real/zado, dejando indeterminadas 

las caracterIsticas tØcriicas del invento, en especial en 10 que se refiere a las 

corn posiciones desarrolIadas 

Segn a! artIculo 29 de la Dec/sian 486 para la caracterización y 

S 
diferenciación de microorganismos debe realizarse un depÆsito en un Organismo 

Internacional reconoci4oj los depósitos en colecciones privadas no subsanan 

este requisito. Por /0 tanto los microorganismos reclamaclos (reivindicaciones 1-6 y 

deperidientes) no estØn soDortados enterarnente en Ia descriDción" (resaltado fuera 

de teto) 

Sobre este particular, me permito manifestar que a partir de una lectura 

cuiddosa del texto de la descripción,  la persona versacla en la materia si puede 

comprender claramente cuales son las caracterIsticas tØcnicas del invento, esto es, 

cuales son las cepas aisladas, identiflcadas, caracterizadas y diferenciadas por el 

solicitante, toda vez que las mismas han sido depositadas efectivamente ante un 

Orgnismo Iriternacional de Depósito reconocido conforme al Tratado de Budapest sobre 

el fkeconocimiento Internadonal del Depósito de Microorgariismos a los Fines del 

Procedimiento en Materia de Patentes, tal como se expone de la lInea 31, pâgina 10, a  la 

lInea 10 de la pÆgina 11, en donde se establece lo siguiente: 

"Las siguientes cepas Lactobacillus reuteri NCC2581, Lactobacillus rhamnosus 

NCC2583, Lactobacillus reuteri NCC2592, Lactobacillus reuteri NCC2603, Lactobacillus 

reuteri NCC2613 y Lactobacillus acidophilus NCC2628 se depositaron a manera de 

ejemplo bajo el tratado de Budapest, en Ia Colección Nacional de Cultivo de 

Microorganismos, 25 rue du docteur Roux, 75724, Paris, Francia, el 19 de abril 

del 2000, bajo las siguientes referencias CNCM 1-2448, CNCM 1-2449 CNCM I-

2450, CNCM 1-2451, CNCM 1-2452 v CNCM 1-2453, respectivamente" (resaltado 

fuera de texto). 

Par lo tanto, teniendo en cuenta las modificaciones rŁalizadas al capItulo 

reivindicatorlo, las cuales se detallarân ms adelante, es completamente clara que las 

nuevas reivindicaciones de producto 1 y 8, relacionadas con los microorganismos 

9 
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anteriorbiente mencionados, tienen pjeno sustento en la descripción y han sido 

perfectamente caracterizados y diferenciados mediante el depósito hecho ante una 

entidad, reconocida como to es la Colección Nacional de Cultivos de Microorganismos de 

ParIs. 

dicionalmente, me permito sePialar que el desarrollo realizado en la presente 

solicitud ha sido expuesto en forma suficiente y completa dentro del texto de Ia 

descripción,  particularmente en to relacionado con la identidad y caracterIsticas de las 

cepas reveladas, el mØtodo de selección de las mismas, las composiciones que las 

contienen y los mØtodos de producción de dichas composiciones, tat como ha sido 

ensefiado mediante los ejemplos que hacen parte del texto presentado, toda vez que se 

han serialado las condiciones para la selección de las cepas que hacen parte de Ia 

compo,ición alimenticia reclamada, asI como tamblØn se han descrito los componentes 

adicionales que pueden estar contenidos en dichas composiciones. 

De igual manera, en los ejemplos se han proporcionado datos acerca de la 

evaluación de las composiciones alimenticias para mascotas objeto de la invención frente 

a difeentes condiciones presentes en perro y gatos, demostrando asI efectividad de las 

misms en reladón con dietas basadas en composiciones comerciales convencionales, tat 

coma e ha revelado en los ejemplos 3 a 13 de la descripción. 

Finalmente, y en conexión con 10 anterior, en la descripción de la solicitud tambiØri 

se ha aportado la información necesaria acerca de (a naturaleza y componentes de (a 

composición alimenticia revelada en la invención, tal como se puede apreciar en las 

pâgins 14 a 20 de la memoria descriptiva, en las que se hace referenda de una manera 

mØs diue suficiente de las caracterIsticas tØcnicas que poseen las composiciones para 

masctas enseæadas por el solicitante, información que adicionalmente se ye 

compementada con los ejemplos ya mencionados acerca de la selección de las cepas 

bactetianas a ser introducidas en tales composiciones y los productos alimenticios 

sumiæistrados a perros y gatos (ejemplos 11, 12, 13 y 14). 

Por todo 10 anterior, me permito manifestar at seæor Examinador que la 

descripción de la presente solicitud cumple efectivamente con los requisitos seæalados en 

el artIculo 28 de la Decision 486, toda vez que Ia divulgación realizada por el solicitante 

ha sido suficieritemente clara y completa para su comprensión y ejecución por parte de 

una persona versada en la materia tØcnica, quien sabria como Ilevar a cabo la invenciOn 

a par tir de las ensePiarizas contenidas en dicho texto. 

A 

5 
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32 Claridad del CapItulo Reivindicatorlo: 

Par otra parte, me permito dirigir la atención del seæor Examinador al hecho de 

que debidamente autorizado por ml representado, se ha reemplazado el capitulo 

reivindicatorlo actualmente presentado par un nuevo capitulo compuesto por 8 

reivindicaciones, en el que las nuevas reivindicaciones 1 a 7 corresponden a las 

reivindicaciones 1 a 4 y 8 a 10 del capitulo reivindicatorlo concedido para la Patente 

Europea No. EP 1 290 136 equivalente a la presente solicitud (de la cual me permito 

anexar copia de la cartula y las reivindicaciones) y en el que la nueva reivindicación 8 

corresponde a una combinación de la materia contenida en las reivindicaciones 17 y 22 a 

24, originalmente presentadas. 

De manera particular, me permito seæalar que la nueva reivindicación 1, 

correspondiente a la reivindicación 1 concedida por la Oficina de Patentes Europea y 

dirigida a la protección de ciertas cepas especIficas de bacterias del 6cido lctico, Uene 

plØno sustento dentro de la descripción de la solicitud, toda vez que tal como ya fue 

mencionado, estas cepas fueron debidamente caracterizadas y diferenciadas mediante ci 

dpósito realizado ante una entidad reconocida por el tratado de Budapest, como Jo es la 

Cplección Nacional de Cultivos de Microorganismos de Paris (ver pÆginas 10 y 11 de la 

descripción de la presente solicitud). 

Adicionalmente, me permito seæalar que ci sustento para este nuevo capitulo 

rØivindicatorio se encuentra a lo largo de la descripción, especialmente en los ejemplos 

de las pginas 25 a 41, en el que se describen los criterios de selección de las cepas 

Lacterianas objeto de la presente invención, tanto para los mØtodos de obtención de las 

cepas coma de preparÆción de las composiciones ailmenticias que las incluyen. 

Par otra parte, resulta pertinente resaltar que dentro de este nuevo juego de 

reivindicaciones se han subsanado las faltas relacionadas con la redacción de las 

reivindicaciones, se han definido los mØtodos mediante las etapas riecesarias y las 

composiciones par los elementos esenciales que las constituyen. 

Ahora bien, de conformidad con las anteriores modificaciones, es claro que 

mediante (a canceiación de algunas expresiones poco claras y (a forma coma se ha 

presentado ahora tanto ci texto de la descripción como ci nuevo capitulo reivindicatorio, 

se han superado plenamente todas las observaciones que al respecto se han presentado 

por parte del seæor Examinador en su Concepto TØcnico No. 1195, ya que se ha definido 

el objeto de la invención de manera tal que resulta compietamente claro para una 

persona versada en (a materia interesada en las enseæanzas de la solicitud, asi como 

tambiØn resulta claro hasta donde llega ci alcance de Ia misma. 
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Finalmente, me permito resaltar que dlchas modificaciones no amplian de 

ningrna forma el alcance de la solicitud tat como fue originalmente presentada, ya que 

las riismas se presentan con el fin de dar respuesta a las objeciones del seæor 

Exarrinador y constltuyen en si mismas une llmltación de la materla como se.presentó 

iniciamente ante ese Despacho. 

reivi 

corn 

No es una invenc4n: 

Respecto a la objeción  realizada por el Seæor Examinador, dirigida a que las 

dlcaciones 1 a .6 de I  presente solicitud de patente no pueden ser consideradas 

invención  de .acuerdo con el artIculo 15 literal a) -fl de la Decision 486 teniendo en 

a que: "bajo la leg/s/ac/on co/ombiana el todO 0 parte de microorganismos vivos tal 

se encuentran en la naturaleza no Se considŁra una invenciOn, las cepas 

rianas aisladas (reivindicaciones 1-6 y dependientes), tel como se reclaman, no se 

’deran mater/a susceptible de patente. 

Dc tratarse de cepas desarrolladas en el laboratorlo deben poder diferenciarse de 

las kiaturaies. be no ser as!, las cepas qua correspondan con las silvestres deberØn 

De la manera mÆs respetuosa me permito afirmar que difiero de la objeción hecha. 

a ete respecto por el Seæor Examinador, por cuanto . dicha objeción va en directa 

violción de las normas Andinas y Tratados Internacionales suscritos por Colombia en 

maeria de Propiedad industrial. 

Lo anterior, tenlenclo en cuenta que la norma aplicable en materia de propledad 

ind.stria1 en Colombia es la Decision 486 y Østa en su artIculo 15 dispone: "No se 

corsideran invenciones: 

(a) los descubrimientos, las teoria cientIficas y los mØtodos matemÆticos. 

(b) los procesos biolOgicos nature/es, el material biológico existente el todo o 

parte de seres vivos tal como se encuentran en la naturaleza o aquel 

que pueda ser a/s/ado, inclusive genoma o germop/asma de cua/quier ser 

vivo natural; 

� (C) las obras literarias y artIsticas o cualquier otra protegida por el derecho de 

autor; 

(d) los planes, reglas y mØtodos pare el ejerciclo de actividades inte/ectuales, 

juegos o actividades econÆmico-comercia/es; 

7 
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e) los programas de ordenadores a el soporte Iógico, como tales; y, 

las formas de presentar lnformación". (NegriUa nuestra) 

"Este Despacho erróneamente considera que la materia objeto de protección por 

parte çeesta  solicitud esta’comprendida en el numeral b) de la norma arriba citada y por 

lo tan

 

 no acepta su protección. Sin embargo, este Despacho no ha tenido en cuenta 

que eta misma Decisiôn 486 en su parte final, esto es en Ia Disposición Transitoria 

Seguid.a dispone: 

"Los microorganismos serÆn patentables hasta tanto se adopten medidas 

distintas resultantes del examen pre vista en el apartado b) del artIculo 27, 

numeral 3 dcl ADPIC" (Negri/la nuestra). 

En este sentido es importante se?Ialar adicionalmente, que et acuerdo ADPIC et 

fue ratificado en Colombia mediante Ley 172 de 1994, actualmente vigente en 

:ro pals, en su articulo 27, apartado b del numeral 3 dispone que: Los 

podrÆn excluir asimismo de ía patentabifidad: 

(a) los mØtodos de diagnóstico, terapØut!cos y quirirgicos para ci tratamiento 

de personas a animales; 

(b) las plantas y los an/males excepto los mlcroorganlsfflos, y los 

I’ll’ prócedim/entos esencialmente biológicos para la producción de plantas 

I’ll" animales, que no sean procedimientos no biológicos a microbio/ógicos. Sin 

I’ll’ embargo, los Miembros otorgarÆn protección a todas las obtenciorzes 

I’ll’ vegetalŁs med/ante patentes, mediante un sistema eficaz sui generis a 

I’ll

 

mediante una combinac!Æn de aquØllas y Øste. Las disposiciones del 

presente apartado serØn objeto de examen cuatro aæos despuØs de la 

I’ll entrada en vigor del Acuerdo sabre ía OMC. (Negrilta nuestra) 

Por Ia tanto de acuerdo con la dtsposición arriba transcrita de los ADPIC, y a la 

,"vez la referenda hecha a la disposición transitoria segunda de la Decision 486, es 

"completamente claro que la legislaciOn colombiana Si permite la patentabilidad de los 

mcroorganiSm0S sin consideraciones adicionales especificas en cuanto a que los 

microorganismos deban ser modificados o no, to cual constltuye una aclaraciOn at articuto 

15 numeral b) donde se hace referenda de manera general a seres vivos tat como se 

encuentran en la naturaleza, y en consecuencia excluyendo por to tanto de esta 

prohibición a los microorganismos, considerÆndolos susceptibles de protecclón 

mediante patentes. 
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Ahora bien, habiendo aclarado el hecho de que los microorganismos si SOfl 

suscEptibles de protección mediante patente, de acuerdo con lo seæalado en el acuerdo 

de los ADPIC, & cual hace referenda Ia disposición Transitoria Segunda de la Decision 

486, me permito Ilamar adicionalmente la atención de ese Despacho a lo que se seæala 

en ql Manual Andino en relación con el tema de los microorganismos. 

El mencionado Manual Andino de Patentes establece 10 siguiente: El 

patentamiento de microorganismos es una excepción a la prohibición de 

pa entabilidad de material biológico En consecuencia, su patentabi/idad estÆ sujeta 

a / Segunda Disposición Transitoria de la D. 486u1. (Negrilla nuestra). 

Si el Manual Andino de Patentes el cual ha sido elaborado por la Secretaria 

GneraI de la Comunidad Andina, tomando como base la normativa andina vigente, la 

juisprudencia del Tribunal Andino de Justicia, y la prktica de las distintas Oficinas de los 

pÆIses involucrados; y ademÆs estÆ dirigido especialmente a armonizar los conceptos de 

ptentabiIidad y seæalar la correcta interpretacióri de los mismos bajo la visiOn de las 

n6rmas comunitarias expuestas en la Decision 486 de la Comunidad Andina, establece 

que frente a la prohibición de patentar material biolOgico hay una excepción y es el 

patentamiento de microorganismos, no existe discusión de que dicha materia es 

perfectamente patentable en la Comunidad Andina y adicionalmente, que ninguna de 

estas disposiciones exige la modificación del microorganismo para poder ser materia 

susceptible de protección mediante patente. 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, no se entiende como este Despacho de 

:maflera arbitraria objeta la patentabilidad de un microorganismo, cuando normas 

superiores como lo es el acuerdo ADIPC y la decisiOn 486 son claras en permitir su 

protección. 

En consecuencia es claro que la materia protegida por la nueva reivindicación 1 si 

es susceptible de protección mediante patente, y por lo tanto se le solicita a este 

Despacho, proceder a conceder el privilegio de patente solicitado. 

5. Excepciones a la natentabilidad: 

Bajo este acÆpite, el seæor Examinador ha manifestado que "En las 

reivindicaciones 26 a 31 se reclaman mØtodos de diagnóstico o tratamiento" los cuales, 

de conformidad con el artIculo 20 de la DecisiOn 486, no son patentables. 

Sobre este particular, me permito dirigir la atención del seæor Examinador al 

hecho de que mediante las modificaciones realizadas al capitulo reivindicatorio, se han 

COMUNIDAD ANDINA, Secretaria General, "Manual Andino de Patentes", Noviembre de 2003, Lima, PerO, pÆgina 52. 
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elimindo las reivinclicaciones dirigidas a mØtodos de tratamiento o diagnóstico, 

superado asi plenamente cualquler objeción at respecto. 

De conform idad con to expuesto en et Concepto TØcnico No. 1195 "las 

reivincicaciones 7 - 16 reclaman el uso de microorganismos aislados en formulación de 

comp csiciones para alimentación y tratamiento de mascotas", los cuales segün los 

articuos 14 y 21 de la Decision Andlna 486, no corresponden a materia susceptible de 

ser ptentada. 

En retación con to anterior, me permito seuialar que de acuerdo con las 

modiicaciones realizadas at capitulo reivindicatorio de la presente solicitud, las 

reivindicaciones dirigidas a un uso tamblØn han sido eHminadas, dando asI respuesta 

definiiva a las objeciones que sobre este particular fueron formuladas por el sePior 

ExaHinador. 

7. Antecedentes tØcnlcos: 

La presente invención se refiere a rluevas bacterlas de Æcido lÆctico que se han 

aislaJo y seleccionado por su potenciat probiótico, asI como tambiØn a los mØtodos para 

su slección, a las composiciones de alimento para mascotas que contlenen dichas cepas 

y lo mØtodos para la fabricación de tales composiciones. 

En (a actualidad, se ha reconocido que el bienestar de los animates domØsticos se 

retaciona estrechamente con la a)imentaciOn, por 10 que las composiciones alimenticias 

. par mascotas, ademªs de proporcionar valor riutritivo, influyen en el equilibrio de (a 

micoflora intestinal y pueden conduclr o prevenir trastornos gastrointestinales. 

En relación con lo anterior, se ha determinado que los constituyentes de la 

micoflora gastrointestinal de perros y gatos estØ compuesta, principaimente, por 

Bacero ides sp., Clostridium sp., Enterobacteriaceae, Bifidobacterium sp., Lactobacillus 

sp. Streptococcus sp., Staphylococcus sp. y levaduras, en donde ci ncimero y 

conposiciOn de esta flora endógeria tiende a ser mØs bien estable, aunque (a edad y en 

un menor grado et atimento, pueden modificarla. 

TamblØn se ha determinado que factores como la acidez gØstrica, bills, peristalsis 

intstinaI e inmunidad local son importantes en (a reguiación de (a flora bacterlana en el 

ir1tstino delgado de los seres humanos y otros mamIferos, y que frecuentemerite, los 

trastornos gastrointestinales de felinos y caninos se relacionan con ci sobrecrecimiento 

bateriano y (a produccfOn de enterotoxinas producidas por bacterias patógenas. 

10 
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Por to tarito, durante los iltimos auios la investigación se ha enfocado en algunas 

cepas valiosas de 6cido lÆctico y su usa potencial coma agentes probióticos, esto es, 

prearaciones microbianas viables que promueven la satud de los mamIferos at conservar 

la microflora natural en el Intestino. Se piensa que los probióticos se unen a la mucosa 

intestinal, colonizando el tracto intestinal e impidiendo de esta forma la union de 

microorganismo peligrosos at mismo. Sin embargo, an prerrequisito para su acción reside 

en el hecho de que tienen que alcanzar la mucosa del intestino de una forma apropiada y 

viable y especialmente, que no se destruyan por la influencia del bajo pH que prevalece 

en 61 estómago. 

Ahora bien, no obstante at hecho de que documentos como la patente US 

5,968,569 describi la inclusion de un microorganismo probiótico en un cereal de alimento 

Para mascota, es completamente claro que la identificación de cepas bacterianas capaces 

de acción probiótica constituye uno de los objetivos principales en este campo de 

investigaciOn, toda vez qua existe la necesidad de proporcionar nuevas cepas que se 

adapten particularmente a las necesidades de las mascotas, de manera tat que se 

puedan seleccionar precisamente por sus altas propiedades probióticas benØficas Para los 

arimales domØsticos, con el fin de ser incorporadas en composiciones alimenticias Para 

las mascotas. 

En este sentido, la presente invención surge como una respuesta altamente 

efectiva a estas necesidades, toda vez que ni en el documento de patente anteriormente 

mencionado, ni en el estado de la tØcnica conocido, se proporciona informacióri respecto 

a las cepas bacterianas de ªcido Iâctico propuestas especIficamente par el solicitante 

Para la satud de las mascotas, par to que el presente desarrollo representa una novedosa 

e, inventiva alternativa en el campo de las composiciones alimenticias con actividad 

probiótica benØfica Para los animates domØsticos, toda vez que combinados con el 

a:limento, estos microorganismos ejercen de manera particular sus efectos benØficos 

probiOticos en el buen sabor, digestiOn y satud del intestino, función inmunitaria y 

condiciones sanitarias, estas tItimas por medlo de la contribución a una reducciOn del 

votumen fecal y at menos una desodorización parciat de las heces caninas, contribuyendo 

sI at avance tecnolOgico enel campo de los productos alimenticios Para mascotas. 

8. Nivel Inventivo: 

Tat como se ha mencionado anteriormente, la presente invención se relaciona con 

ovedosas cepas de bacterias de âcido Ictico con actividad probiOtica, los mØtodos Para 

su selección, las composiciones alimenticias que contienen dichos microorganismos y los 

mØtodos de fabricación de tales composiciones, cuyo objetivo es tener "un impacto 

benØfico particular en los patOgenos intestinales tat como las cepas Salmonella 

11 
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typhimt.1rium, Esche rich/a coil, Shigella dysinteriaea u otras Enterobacteriaceae 

patogØnicas que colonizan mascotas o parØsitos tales como helmintos (Toxocara spp.), 

protozoa rios (Cryptosporidium spp, Giardia spp., Pentatrlchomonas horn/n/s1 Entamoeba 

histolytica, Toxoplasma gondli, . . ) o levaduras" (lInea 26 de la pÆgina 7 a lInea 2 de la 

pØgina 8 de la descripción de la solicitud). 

’En este sentido, se puede afirmar que el problema de la presente invención es 

proporionar un producto alimentido que comprenda un microorganismo, que tenga una 

alta actividad probiótica en mascotas y que sea capaz de sobrevivir y colonizar el tracto 

gastrointestinal de una mascota que lo ingiera. La solución a este problema se soluciona 

con las cepas bacterianas reclamadas de acuerdo con Ia nueva reivindicación 1, las 

cuales eran completamente desconocidas en el estado de la tØcnica, y con las que se 

puede’n elaborar las composiciones alimenticias probióticas nutricionalmente balanceadas 

reveldas, las cuales son efectivas en la provision de un efecto profilÆctico cuando se 

alimeita a una mascota con tel composición como una comida complete. 

Antes de analizar la altura inventive de la presente solicitud frente a la referenda 

US 5,968,569 (Dl), citada por el seæor Examinador como ci estado de la tØcnica mâs 

cercno, me permito seæalar que dicho documento ya habla sido considerado por ci 

solicitante dentro de los antecedentes tØcnicos expuestos en la descripción de la presente 

inveæciOn, al igual que en los antecedentes de la patente Europea correspondiente con la 

solicitud bajo estudlo y concedida bajo el nÆmero EP 1 290 136. A pesar de que este 

antecedente fue mencionado dentro de la descripción de la presente solicitud, ci 

exarninador Europeo concØdió la patente con las modificaciones que se estÆn realizando 

con ’el presente escrito a la solicitud de la referenda, al considerar que no afecta el nivel 

invntivo de la presente invenciOn. 

Ahora bien, en su Concepto TØcnico el seæor Examinador establece que las 

reivindicaciones 17 a 25 de la presente invención carecen de nivel inventivo porque, en 

fon’a general, "el concepto de incluir probióticos en alimentos y suplementos pare 

mjorar la salud de animales es materia de dominlo piblico" y ye en forma particular, 

porque el documento citado "divulga una composiciOn probiótica que utiliza cepas de los 

gØneros Lactobacillus spp., 8ifidobacterium spp. y Enterococcus spp. y una matriz o 

carrier farmacØuticamente aceptabie en diferentes presentaciones", por lo que "de 

ac,uerdo al estado de la tØcnica, siendo el problema y la soiución planteada en la solicitud 

er estudlo ampliamente conocidos y teniendo en cuenta que ci ajuste de componentes y 

la,’elección de formas de presentación son actividades cotidianas pare un tØcnico versado 

en la materia, el desarrollo de una composición pare los objetos reclamados se 

cànstituye como evidentemente derivado del estado de la tØcnica". 

12 



LLOREDA & CIA. S. A. 

En relación con los puntos anteriormente expuestos, me permito inicialmente 

seæalar que como resultado de las modificaciones realizadas at capItulo reivindicatorio, la 

materia objeto de las reivindicaciones 17 a 25 ha sido reemplazada por la composición 

atimenticia reclamada mediante la nueva reivindicadón 8, en la cuat se han definido los 

componentes especificos de la composición reclamada de forma tal que la misma no 

puede resultar obvia o evidente a partir de las enseæanzas del estado de la tØcnica. 

MÆs importante atn, me permito resaltar que frente a la materia de las nuevas 

reivindicaciones 1 a 7 restantes, el documento Dl es completamente silencioso, toda vez 

que no describe la cepas bacterianas reveladas por el solicitante y mucho menos, los 

rnØtodos Para su aislamiento y Para la producción de las composiciones alimenticias que 

Is contengan, por lo que dicha referenda no constituye un etemento relevante capaz de 

desvirtuar la altura inventiva de la presente solicitud, toda vez que no podrIa conducir in 

forma obvia o evidente a una persona versada en la materia al desarrolto expuesto en 

I  invención bajo estudio, requisito indispensable Para poder afirmar una supuesta falta 

at artIculo 16 de la Decision 486. 

En efecto, el solicitante se permite tlamar la atenciOn del seæor Examinador at 

hecho de que, tat como fue expuesto en los antecedentes tØcnicos consignados en la 

descripciOn de la presente solicitud, si bien el documento Dl hace referenda a la 

indusión de un microorganismo probiótico en un cereal de alimento Para mascotas, esta 

referenda carece de cualquier información respecto a las cepas propuestas 

especIficamente mediante la invención en discusión, por to que resultaria imposible Para 

la persona versada en la materia no solo Ilegar a tales cepas desconocidas, sino ademÆs 

estabtecer en forma evidente que tienen actividad probiótica, pueden funcionar en el 

ambiente gastrointestinal adecuado, se pueden incorporar en una composición 

� 
alimenticia y ejercen un efecto profilÆctico benØfico Para la satud de los animales 

domØsticos. 

Adicionalmente, en relación con la materia reclamada mediante las nuevas 

reivindicaciones 2 a 7, es completamente claro que la referencia citada no puede afectar 

el requisito de nivel inventivo de la presente invención, puesto que allI se estÆn 

protegiendo los mØtodos de obtenciOn de las novedosas cepas reveladas por primera vez 

en esta solicitud y Para la producción de las composiciones que contienen tales cepas, 

todos objetos que no podIan ser mencionados por un documento como Dl, el cual no 

presenta la especificidad ni la selectividad frente a las cepas bacterianas de Scido Ictico 

tat como 51 sucede con la presente invención, razón mÆs que suficiente Para poder 

afirmar que Ia persona versada en la materia no encontraria ninguna sugerericia Para 

desarroltar los mØtodos en mención. 

13 
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Por otra parte, el seæor Examinador ha establecido que las composiciones de la 

irlvención carecen de nivel inventivo porque "el concepto de incluir probióticos en 

aimentos y suplementos para mejorar la salud de animales es materia de dominlo 

pblico". 

:1 Sobre este particular, me permito seæalar como primera medida que el objeto de 

là invención no es la inclusion de probióticos per se en alimentos como al parecer 

considera el seæor Examinador, ya que de la lectura de las reivindicaciones, es claro que 

el objeto para el cual se pretende protecciOn, corresponde a las novedosas cepas 

bacterianas de 6cido lctico, los mØtodos para su obtericiOn y para la producción de 

composiciones alimenticias que las contengan, asI como tales composiciones, es decir, 

productos y mØtodos tangibles que simplemente incorporan un concepto ya conocido en 

l estado de la tØcnica, pero que no puede restarle altura inventiva a un desarrollo que 

no solo presenta efectos tØcnicos benØficos, sino que ademâs corresponde a un resultado 

completamente sorprendente e inesperado para una persone versada en la materia, 

quien al desconocer la existencia de las cepas ya mencionadas, carece absolutamente de 

cualquier sugerencia, cave o pista para poder al menos imaginar tales microorganismos 

y mucho menos sus caracterIsticas probióticas. 

En este sentido, me permito realizar una comparación de carcter meramente 

Uustrativo con Ic que sucede en otro campo de la tecnologia, como lo son las 

composiciones farmacØuticas. En efecto, es ampliamente conocido el concepto de incluir 

un principlo activo novedoso dentro de una composición farmacØutica para que dicho 

principlo sea Citil, y no por ello la composiclón carece de altura inventiva, puesto 

que es el proplo principio farmacØutico hasta ese momento desconocido, el que hace que 

l,a composición no sea obvia 0 evidente, puesto que no se puede predicar obviedad en (a 

1ormuIaci6n de un principlo active cuando Øste no era conocido en el estado de la tØcnica. 

En gracia de discusión, en el presente caso ocurre algo similar, toda vez que el 

’principio activo" de (a composición alimenticia reivindicada corresponde a las cepas 

bacterianas de Æcido lÆctico reveladas por primera vez mediante la presente 

oIjcjtud, por Ic que su inclusion dentro de una composición con caracterIsticas 

probioticas no puede resultar evidente para una persona versada en la materia que 

desconoce completamente la existencia de tal "principio activo". 

Ahora bien, en relación con la referencia Dl, me permito dirigir la atención del 

seæor Examinador al hecho de que este documento de patente, tal como el mismo seæor 

Examinador reconoce, revela la inclusiOn de "cepas de los gØneros Lactobacillus spp., 

ifidobacterium spp. y Enterococcus spp.", lo que en otras palabras significa que la falta 

de especificidad de esta referenda harla imposible pensar que, para (a persona versada 

en Ia materia que toma coma base tal documento, resulta obvio el desarrollo de una 
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cOrnposición que contiene especificamente las ceoas Darticulares de Lactobacillus 

reuteri NCC2581 (CNCM 1-2448), Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM I-

2449), Lactobacillus reuteri NCC2592 (CNCM 1-2450), Lactobacillus reuteri 

Ncc2603 (CNCM 1-2451), Lactobacillus reuteri NCC2613 (CNCM 1-2452) y 

Lactobacillus acidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453), Æxime cuando las msmas 

.- I.s n iI mctnri^ r1a in fArnirok 

Por todo to anterior, se ha demostrado en forma contundente que la presente 

solicitud Si posee el nivel inventivo requerido frente a las enseæanzas del documento 

citado como estado de la tØcnica mÆs cercano, toda vez que para una persona versada 

en la materia, que tomara como base la materia descrita en tat referenaa, resultarla 

imposible desarroUar un producto aUmenticio de caracterIsticas probióticas como el 

nseæado por el soticitante, dado que tat como se ha seæalado anteriormente, este 

ciocumento no revela ni sugiere la existencia de las cepas bacterianas de Æcido lÆctico 

especIficas reveladas por primera vez mediante la presente solicitud, ni proporciona 

información tØcnica que pudiera ser considerada como relevante para permitir una 

derivadón evidente u obvia de la misma, tal como to exige la legislación Andina para 

considerar que una solicitud de patente no cumple con el requisito de altura inventiva. 

De conformidad con to anterior, se ha demostrado que la materia objeto de las 

nuevas reivindicaciones, tat como han sido modificadas y presentadas junto con este 

memorial, sí cumple con el requisito de nivel inventivo requerido y, por tanto, es 

merecedora del privilegio de patente soticitado. 

g� Anexo me permito presentar: 

. (I) Recibo nÆmero 07-83.536, expedido por la Superintendencia de Industria y 

Comercio, que acredita el pago de las modificaciones mencionadas; 

(ii) Copia del texto completo de la descripción y del capItulo reivindicatorio ahora 

modificados, que reemplaza at texto de la solicitud originalmente presentado y 

actualmente estudiado, en la cual se han realizado las modificaciones 

anteriormente mencionadas; y 

(iii) Copia informal de la cartuIa y las reMndicaciones de la patente EP 1 290 

136, correspondiente a la solicitud Europea concedida equivalente a la 

presente invención. 
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NUEVOS PROBI6TICOS PARA APLICACIONES DE ALIMENTO DE 

MASCOTAS 

5 La presente invención Se ref iere a nuevas 

bacterias de Æcido lÆctico y de manera mÆs particular 

a microorganismos de los 96neros Lactobacililus, 

Bifidobacterium y Streptococcus (Enterococcus) que se 

han aislado y seleccionado par su potencial 

to probiótico. La presente invenci6n tambiØn se ref iere 

a su usa en la preparación de composiciones de 

alimento para mascotas, propuestas para mejorar la 

salud. de las mascotas y a composiciones que contienen 

la misma. TambiØn Se proporcionan mØtodos para 

L5 mantener a mejorar la salud de las mascotas a travØs 

de la alimentación a una mascota de estos 

microorganismos. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

20 El bienestar de los animales domØsticos se 

relaciona estrechamente a su alimentación. La 

alimentaciôn correcta debe dar por resultado una 

mascota en forma y saludable. Adems de proporcionar 

valor nutritivo, la composiciôn alimenticia influye 

25 en el equilibrio de la microflora intestinal y puede 

conducir a prevenir trastornos gastrointestinales. 

Por lo tarito, el conocimiento con respecto a los 

procesos de digestion y el tracto gastrointestinal de 

los animales saludables es integral al entendimiento 

30 de una prÆctica alimenticia factible. Como 

carnivoros, los gatos y perros se caracterizan par 
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tracto digestivo corto y una râ.pida velocidad de 

flujo del bolo alimenticio. 

Entre los constituyentes de la tnicroflora 

gastrointestinal de gatos y perros, so pueden 

5 recuperar Eacteroides sp., Clostridium 

Enterobacteriaceae, Bificlobacterium sp., 

Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Staphylococcus 

op. y levaduras. 

Bl nümero y composición de esta flora 

10 end6gena tiende a ser ms bien estab].e, aunque la 

edad y en un menor grado, el alimento pueden 

modificarla. La acidez gªstrica, bilis, peristalsis 

intestinal e inrnunidad local son factores que se 

consideran importantes en la regulación de la flora 

15 bacteriana en el inteatino delgado de los seres 

humanos y varios otros mamUeroa. 

Frecuentemente, los trastornos 

gastrointestinales de felinos y caninos se enlazan al 

sobrecrecimiento bacteriano y la producci6n do 

20 enterotoxinas producidas por bacterias patógenas. 

Durante los liltimos aios, la investigaci6n 

se ha Łnfocado en algunas cepas valiosas de bacterias 

de c1cido lctico y su uso potencial como agentes 

probi6ticos. Los probiôticos se consideran que son 

25 preparaciones microbianas viabbes que promueven la 

salud de los mamlferos al conservar la microflora 

natural en el intestino. Los prob16ticos se piensa 

que se unen a la mucosa intestinal, colonizan el 

tracto intestinal y de este rnodo impiden la unión de 

30 microorganismos peligrosos al mismo. Un prerrequisito 

para su acci6n reside en que tienen que alcanzar la 
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mucosa del intestino de una forma apropiada y viable 

y especialmente que no se destruyan por la influencia 

del bajo pH que prevalece en el estómago. En 

particular, la fisiologia del tracto digestivo de 

perros y gatos difiere de los humanos. Por ejemplo, 

el pH promedio en el estómago es de aproximadamente 

3.4 para perros y 4.2 para gatos. 

Aunque la US 5,968,569 describe la 

inclusion de un microorganismo probiOtico en un 

cereal de alimento para mascota, ni 6sta, ni la 

tØcnica anterior restante, disponible proporciona 

infàrmaciOn con respecto a las cepas propuestas 

especificamente para la salud de las mascotas. 

En consecuencia, existe una necesidad por 

propOrcionar nuevas cepas bacterianas que se adapten 

particularmente para mascotas y que se hayan 

seleccionado por sus altas propiedades probiOticas 

benØficas para la salud de mascotas e incorporen 

estas cepas en una composiciOn de alimento para 

mascotas. 

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCI6N 

De acuerdo con un primer aspecto de la 

irivenci6n, se proporciona un nuevo microorganismo 

probiOtico de bacterias de Æcido lÆctico, 

seleccionado por Cu capacidad para sobrevivir y 

colonizar el tracto gastrointestinal de una mascota y 

para ejercer una actividad probiOtica benØfica en la 

salud de la mascota. 



La cepa prebiótica se puede seleccionar de 

lactobacilos, bifidobacterias o enterococos. 

La cepa probi6tica se puede se].eccionar a 

partir del grupo que consists de Lactobacillus 

5 reuteri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

animalis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus 

johnsonii, Lactobacillus case!, Lactobacillus 

paracasci, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 

fermentum y Bifidobacterium spp. 

10 En una modalidad preferida, la cepa 

probiótica Se selecciona del grupo que consiste de 

Lactobacillus reuteri (NCC2581; CNCM 1-2448), 

Lactobacillus reuteri (NCC2 592; CNCM 1-2592); CNCM I-

2450), Lactobacillus rharnnosus (NCC2583; CNCM I-

15 2449), Lactobacillus reuteri (NCC2603; CNCMI-2451), 

Lactobacillus reuteri (NCC2613; CNCM 1-2452), 

Lactobacillus acidophilus (NCC2628; CNCM 1-2453), o 

Bifidobacteriuni adolescentis (por ejernplo NCC2627), o 

Bifidobacteriurn sp. NCC2657 o enterococcus faecium 

20 SP68 (NCIMB 10415) 

La nueva cepa bacteriana se puede usar en 

cualquier cantidad desde aproximadamente 1.OE+04 a 

aproximadamente 1.OE+12 cfu/animal y de manera 

preferente 1.OE+05 a aproximadamente 1.OE+11 

25 cfu/animal y dIa, de manera ma’s preferente de 1.OE+07 

a 1.OE+10 cfu/animal y dia. 

En un aspecto, la invenci6n se ref iere al 

uso de la cepa bacteriana corno se describe 

anteriorrnente y/o su sobrenadante de cultivo y/o sue 

30 metabolitos, para la preparación de una composición 

propuesta para el tratamiento y/o profilaxis de 
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trastornos asociados para la colonizaci6n del tracto 

intestinal de mascotas por microorganiemos 

patogØnicos. A menos que se indique de otro modo 

claramente en el contexto, la referencia "cepa" se 

debe enterider que incluye su sobrenadante de cultivo 

y/o un metabolismo de la misma. 

En otro aspecto, la invención se refiere al 

uso de la cepa bacteriana como se describe 

anteriormente y/o su sobrenadante de cultivo y/o un 

o metabolito del mismo, para la preparación de una 

composici6n propuesta para regular la respuesta 

inmunitaria de mascotas. Por el tØrmino "regular" la 

respuesta inmunitaria, se quiere decir que las cepas 

bacterianas descritas anteriormente Y/O su 

5 sobrenadante de cultivo y/o sus metabolitos tienen la 

capacidad para estimular ya sea ciertas funciones 

inmunitarias que son importantes a la salud de la 

mascota o para modular otras funciones inmunitarias 

que se podrian implicar potencialmente en log 

o 

trastornos inmunitarios, tal como inflamación, 

alergia, etc. La estimulac16n o modulación de estas 

funciones inmunitarias se puede lograr al usar 

diferentes cornbinaciones de las cepas bacterianas 

descritas anteriormente y/o su sobrenadante de 

5 cultivo y/o sus metabolitos. 

La invenciôn proporciona adicionalmente un 

mØtodo para mantener o mejorar la salud del tracto 

gastrointestinal, la piel y/o el sistema de pelaje o 

el sistema inmunitario de una mascota que comprende 

o el paso de alimentar una mascota con una composici6n 

de. alimento para mascotas que contiene al menos una 
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cepa aislada como se describe anteriormente. 

AdemÆs, la invención proporciona un mØtodo 

para el tratamiento y/o profilaxis de trastornos 

asociados con la colonizaci6n del tracto 

gastrointestinal de mascotas por microorganismos 

patogØnicos, que comprende el paso de alimento para 

mascotas que contiene al menos una cepa aislada de 

acuerdo con la presente invención. 

La invención tambiØn proporciona un mØtodo 

para regular la respuesta inmunitaria en mascotas, 

que comprende el paso de alimentar una mascota con 

una composición de alimento para mascotas que 

contiene al menos una cepa aislada de acuerdo con la 

presente invención. 

La invención tambiØn proporciona un mØtodo 

para mejorar o reducir los efectos del envejecimiento 

en una mascota, que comprende el paso de alimentar 

una mascota con una composiciôn que contiene al menos 

una cepa aislada de acuerdo con la presente 

invención 

Estos microorganismos seleccionados tienen 

un impacto benØfico particular en mascotas en su 

tracto gastrointestinal, o en su piel yb 

revestimiento, 0 su sistema inmunitario y en los 

efectos del envejecimiento. 

Tienen un impacto benØfico particular en 

los patôgenos intestinales tal como las cepas 

Salrnolella typhimurium, Escherichia coli, Shigella 

dysenteriaea u otras Enterobacteriaceae patogØrxicas 

que colonizan mascotas o parâsitos tal como helmintos 

(Toxocara spp.) protozoarios (Cryptosporiclium spp, 



comprende una composición de alimento para mascotas, 

nutricionalmente balanceada. Esta composiciôn 

contiene de manera preferente una cantidad suficiente 

de la cepa aislada, sobrenadante de cultivo y/o un 

5 metabolito de la misma, para ser efectiva en la 

provision del efecto profilÆctico cuando la 

composiciOn se alimenta a una mascota como una comida 

completa. 

DESCRIPCION DETALLAIDA DE LA INVENCI6N 

10 IDentro de la siguiente descripciOn, la 

abreviaciOn cfu ("unidades de formaciOn de colonias") 

designa el riümero de cØlulas bacterianas como se 

revela por las cuentas micriobolOgicas de placas de 

agar. 

15, Adems, "NCC" designa ColecciOn de Cultivos 

Nestle’ (Nestle’ Research Center, Vers-chez-les-Blanc, 

Lausana, Suiza) 

Con respecto al primer objeto de la 

presente invenci6n, 20 lactobacilos y 18 

20 bifidobacterias aisladas de heces de perros y gatos, 

Be detectaron y seleccionaron con respecto a sus 

parÆmetros tecnolOgicos y fisiológicos.  

Un primer examen para las aplicaciones 

probiOticas potenciales se realiz6 in vitro (ver 

25 Ejemplos 1 y 2): las caracteristicas de crecimiento, 

tolerancia a la acidez gÆstrica a diferentes pH y 

diferentes concentraciones de sales virales presentes 

en el duodeno probablemente se van a encontrar en 

gatos y perros. 

30 Adicionalmente, la buena supervivencia de 

las cØlulas liofilizadas en dos diferentes medios 



crioprotectores se demostró c].aramente a 4°C y 20°C 

como se indica por la prueba acelerada de 

almacenamiento. 

I Estas cepas se pueden caracterizar por 

5 tiempos cortos de generaci6n, altas cuentas (ms de 

1.OE+08 cfu/ml) durante su fase estacionaria v 

estabilidad en altos nümeros a 8 y 24 horas post-

inoculación, estabilidad a liofilización seguido ya 

sea por condiciones de almacenamiento, resistencia a 

10 concentraciones fisiológicas de bilis encontradas en 

el duodeno (2% de bilis) y su baja inhibición cuando 

crecen en la presencia de hasta 4% de bilis. 

AdicIonalmente, los resultados de los anÆlisis de ADN 

!:se tomaron en cuenta para seleccionar bacterias 

15 representativas de la diversidad investigada. 

Las cepas propuestas para la salud de 

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

cfu/ml en la presencia de hasta 2.0% de sales 

biliares. Las cepas tambiØn pueden crecer hasta al 

20 menos l.OE+06 cfu/ml despuØs de aproximadamente 2 

horas a un intervalo de pH de aproximadamente 3.4 a 

aproximadamente 4.2. 

Las cepas bacterianas de acuerdo con la 

invenciôn se pueden seleccionar a partir del grupo 

25 gue consiste de Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 

acidophi1us, Lactobacillus ariirnalis, Lactobacillus 

rurninis, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus 

càsei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 

rharnnosus, Lactobacillus ferrnen turn, Bifidobacteri urn 

30 sp. 

Las siguientes cepas Lactobacillus reuteri 
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� NCC2581, Lactobacillus rhamnosus I1CC2583, 

Lactobacillus reuteri NCC2592, Lactobacillus reuteri 

NCC2603, Lactobacillus reuteri NCC2613 y 

Lactobacillus acidophilus NCC2628 se depositaron a 

S manera de ejemplo bajo el tratado de Budapest, en la 

Colecci6n Nacional de Cultivo de Microorganisms, 25 

rue du docteur, Roux, 75724, Paris, Francia, el 19 de 

abril del 2000, bajo las siguientes referencias CNCM 

1-2448, CNCM I-2449, CNCM 1-2450, CNCM 1-2451, CNCM 

10 1-2452 y CNCM 1-2453, respectivamente. Todas las 

restricciones en cuanto a la disponibilidad de estos 

depósitos se reintegrarÆn en la primera publicaciOn 

de esta s.olicitud u otra solicitud que reivindique el 

beneficio de priOridad de esta .solicitud. 

15 CAR.ACTERIZACION BIOQtJMICA DE LAS CEPAS SELECCIONADAS 

Lactobacillus reuteri CNCM 1-2448 

- Microorganism gram-positivo, no môvil, no 

espurulento 

- Varillas pequefias mae o menos cortas y gruesas 

- 

Microorganism uiicroaerôtilo con metabolismo 

heterofermentable, producciôn de Æcido L(+) y D(-

).. 1ctico 

- Catalasa (-), producción de CO2 de glucosa, 

2 hidrólisis de arginina = producción de NH3 

- Crecimiento con NaC1 al 5% y 10% 

- Fermentación de azücaree: L-arabinosa, galactosa, 

D-glucosa, lactosa, sacarosa, D-rafinosa. 

39 Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-2449 

- Microorganism gram-positivo, no ntóvil, no 



contiene al menos una cepa probi6tica que contiene 

los rasos anteriores, asociada con un soporte 

ingerible o una matriz farmacØutica. 

Se puede administrar a la mascota como un 

5 complemento de su dieta normal o como un componente 

de un alimento para mascota nutricionalmente 

completo, al menos una cepa bacteriana que tiene los 

rasgos anteriores y/o su sobrenadante de cultivo o 

una fracción de la misma y/o sus metabolitos. 

10 La composición de alimento para mascotas, 

’!flutricioflalmeflte completa de acuerdo con la invención 

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

producto de alimento para mascotas, himedo, molido o 

auto-estable. Estos alimentos para mascotas se pueden 

15 producir por maneras conocidas en la tØcnica con la 

ondición que donde se desee la actividad de 

microorganismo, se tome cuidado para asegurar la 

supervivencia del microorganismo. Aparte de las cepas 

bacteriarias y/o su medio fermentado, estos alimentos 

20 para mascotas pueden incluir cualquiera de una fuente 

de, almid6n, una fuente de proteina y una fuente de 

lIpidos. 

Las fuentes de almid6n adecuadas son por 

ejŁmplo, granos y legurnbres, tal como maiz, arroz, 

25 trigo, cebada, avena, soya y mezclas de Østas. 

Las fuentes de proteina adecuada se pueden 

seleccionar de cualquier fuente de proteina animal o 

vegetal adecuada; por ejemplo came y comida, came 

de :aves de corral, came de pescado, concentrado de 

30 proteina de soya, proteInas lÆcteas, gluten y 

similares. Para animales de varios aflos, se prefiere 
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que esta fuente de protelna contenga una protelna de 

alta calidad. 

Las fuentes adecuadas de lipidos incluyen 

cornidas, grasas animales y grasas vegetales. 

5 La elección de las fuentes de almidôn, 

proteina y lIpido se determinarn ampliamente por las 

necesidades nutricionales del animal, consideraciones 

de buen sabor y el tipo de producto aplicado. Para 

mascotas con varios aflos, el alimento para mascotas 

10 contiene de manera preferente, proporcionalmente 

menos grasa que los alimentos para mascotas jóvenes. 

Adiciori.almente, las fuentes de almid6n pueden incluir 

uno o mÆs de arroz, cebada, trigo y maIz. 

Adicionalmente, tambiØn se pueden 

15 incorporar conforme se desee en el alimento para 

mascotas, varios ingredientes diferentes, por 

ejemplo, azücar, sal, especies, agentes de sazón, 

vitaminas, minerales, agentes saborizantes, grasas y 

similares. 

20 Para los alimentos secos para mascotas, un 

proceso adecuado es la cocciOn por extrusion, aunque 

se puede usar el horneado y otros procesos adecuados. 

Cuando se cuece por extrusiOn, el alimento seco para 

mascotas usualmente se proporciona en la forma de un 

25 producto molido. Si se usa un carbohidrato 

prebiOtico, el prebiôtico Se puede mezclar con los 

otros ingredientes del alimento seco para mascotas 

antes del procesamiento. En la solicitud de Patente 

Europea No. 0850569, se describe un proceso adecuado; 

30 la descripciOn de la cual se incorpora por 

referencia. Si se usa un microorganismo probiOtico y 
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preferentemente menos de 10% en peso. Por ejemplo, 

5 l prebiótico puede comprender de aproximadamente 

a aproximadamente 5% en peso del alimento para 

ttascotas. Para los alimentos para . mascotas, q-ue 

isan achico.ria como, el, prebiôtico, la achicoria se 

..ude incluir para comprender desde aproximadamente 

10 5% a aproximadamente 10% en peso de la mezcla 

.1–mentieia, .. de manera mÆs preferente de 

Lproximadamente 1% a aproximadamente 5% en peso. 

Los alinientos para mascotas pueden contener 

tros agentes activos tal como Æcidos grasos de 

15 cadena larga. Los Æcidos grasos de cadena larga, 

$decuados incluyen Æcido alfa-linoleico, Æcido 

amma-lino1eico, Æcido linoleico, Æcido 

1. icosapentanoico, y Æcido docoŁahexanoico. Los 

a.eites de pescado son una füente adecuada de Æcidos 

20 icosapentanoico y cAcido docosahexanoico El aceite 

de borraja, aceite de semilla de grosella negra, y 

el aceite de primavera vespertina son fuentes 

ak3.ecuadas de Æcido gamma-linoleico. Los aceites de 

crtamo, aceites de girasol, aceites de maIz y 

.25 aeiteS de soya son fuentes adecuaclas de Æcido 

1noleico. 

Si es necesario, los alirnentos para mascotas se 

crnplementan con minerales y proteinas de modo . que 

s   n.utricionalmente completos. I 

30 . Adicionalmente, si se desea, la cepa bacterlana 

puede encapsular; por ejemplo en una matriz de 

aücar, matriz de grasa o matriz de polisacÆrido. 

TnibiØri se puede revestir como se describe en EP 862 

83. 

35 La . nueva cepa probiótica se usa de manera 
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preferente de modo que el alimento para mascotas 

contiene de manera preferente cerca 1.OE+04 a 

aproximadamente 1..OE+10 cØlulas del microorganismo 

probiOtico par gramo del alimento para mascotas; de 

5 manera MA  preferente cerca de 1.OE+06 a 

::aproximadamente 1.OE+08 cØlulas del microorganismo 

probiótico par gramo. El alimento para mascotas puede 

contener aproximadamente 0.005% a aproximadamente 10 

% en peso de la mezcla del microorganismo probiótico. 

10 Contiene de manera preferente cerca de 0.02% a 

aproximadamente 6 % en peso y de manera mÆs 

preferente cerca de 1 % a aproximadamente 6 % en 

peso. 

La cantidad del alimento para mascotas que 

15 se va a consumir par la mascota para obtener un 

efecto benØfico dependerÆ del tamaflo de la mascota, 

el tipo de mascota y la edad de la mascota. Sin 

embargo, una cantidad del alimento para mascotas para 

proporcionar una cantidad diana de aproximadamente 

20 1.OE+03-1.OE+14 cfu de al menos una cepa de bacteria 

de Æcido lÆctico y/o el medio de fermentación 

Øquivalente, usualmente serÆn adecuados. De manera 

preferente, se administran cerca de 1,.OE+09 a 1.OE-i-11 

fu/dia para perros y 1.OE+07 a 1.OE+10 cfu/dIa para 

25 gatos. 

La composición de acuerdo con la invención 

tiene una alta actividad probiôt–ca  y/o se encuentra 

que 55 particularmente efectiva para mejorar yb 

mantener la función digestiva saludable en mascotas, 

30 y, mejorar y mantener el tracto gastrointestinal, piel 

y /o pelaje, y/o sistema inmunitarlo, salud de las 
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mascotas. Esta composici6n tiene un irnpacto benØfico 

en los efectos del envejecimiento en gatos y perros. 

La presente –nvenciôn no se limita en el 

alcance per las modalidades especificas descritas en 

5 la presente. Los ejemplos se persiguen por una breve 

descripci6n de las Figuras. 

FIGURAS 

Figura 1: Proliferación de linfocitos de 

cØlulas mononucleares de la sangre perifØrica, canina 

10 (PMBC) en la estimulación con mitógenos o Østeres de 

forbol. Las PMBC de perros alimentados durante 4 

semanas con (barras negras) o sin (barras blancas) L. 

0t1u5 NCC2628 se estimularon con diferentes 

mitógenos a dosis  (p/ml) indicadas en l.a grâfica. Los 

15 mit6genos con PHA (Fitohemaglutina), conA 

(concanavalina A), PWM (mitógeno de hierba) y ester 

e forbol son PMA/iono (miristato-acetato de forbol e 

ionomiicina). *=P<0.05, prueba t de Student. 

Figura 2: Citocinas producidas por 

20 leucocitos caninos estimulaclos con diferentes cepas 

de probióticos. Los leucocitos de perros adultos 

normales se estimularon con diferentes cepas de 

lÆctobacilos aisladas de mascotas durante 18 horas. 

Lçs  cultivos de control contuvieron medio solo 

25 (control negative) 0 Ufl aislado de lactobacilo humano 

ST11 (control positivo). La identificaciôn de las 

citocinas se hizo por TR-PCR. Su cuantificación se 

realizô al expiorar los agarogeles teflidos con 

bromuro de etidio y determinar el pixel relativo de 

30 cada banda usando el programa NIt-I Image. Los 

resultados se expresan como las medias de dos 
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API-5OCH y Rapid-1D32A (BioMØrieux) para lactobacilos 

y bifidobacterias, respectivamente. Se congelaron y 

se depositaron cepas puras a _800C en la colecci6n de 

cultivos Nestec MCC). 

5 Todas las bacterias se cultivaron en un 

medio de caldo para los ensayos. Una muestra de cada 

cepa reactivada se almacenó a -80°C en 1 ml de 

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

cultivos se mantuvieron al subcultivar en una base 

10 semanal un inóculo al 1% en 10 ml de medio de cultivo 

e incubaciôn anaeróbica a 37°C. Se cultivaron los 

lactobacilos en MRS durante 18 horas. Las 

bifidobacterias se cultivaron ya sea en MRS + 0.05 % 

(ply) clorhidrato de L-cisteina (MRS -C) durante 32 

15 horas o.en BHI + 0.05% de clorhidrato de L-cisteIria 

(BHI-C) durante 48 horas iniciando con un inóculo al 

5%. 

Todos los cultivos se almacenaron a +4°C 

entre las diferentes transferencias. En general se 

20 obtuvo la anaerobiosis usando un sisterna anaerôbico 

de hidrógeno-dióxido de carbono (GasPak, Becton 

Dickinson, USA). Las bifidobacterias se mantuvieron 

siempre en estas jarras durante su periodo de 

almacenamiento. 

25 Ejemplo 2: Selección de cepas bacterianas 

Este examen in vitro se basô en las 

caracteristicas de producción para una  aplicación 

industrial de cØlulas viables, su capacidad para 

sobrevivir la inhibición o condiciones 

30 gastrointestinales perjudiciales y su diversidad 

genômica. La diversidad de la cepa o similitud 



genómica de estas cepas no caracterizadas se tom6 en 

cuenta, usando RAPD y ribotipificación. 

MATERIALES Y METQ]JOS 

Crecimiento Bacteriano 

S Las cepas que son capaces de proclucir 

rÆpidamente un alto nümero de cØlulas tienen que ser 

identificadas. Su ciclo de crecimiento bacteriano se 

puede caracterizar por una fase de retraso corto, un 

tiempo de regeneración corto, altas cuentas mÆximas y 

. 10 una fase estacionaria larga. Por lo tanto, se 

compararon cepas al considerar tres variables: la 

duraciOn de su fase de retraso, su tiempo de 

generaci6n (en horas) y sus cuentas mÆximas, que 

correspondieron a las caracterIsticas mÆs 

15 importantes. 

Para lactobacilos: 

Se inocularon 200 ml de caldo MRS 

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

recolectaron muestras de un ml a cada hora despuØs de 

20 la inoculación durante ocho horas. Se tomô una 

muestra final despuØs de 24 horas. Un ml de cada 

muestra se diluyó en serie 10 veces en TS para 

enumeración. Se cultivaron los cultivos en agar MRS 

(tØcnica de puesta en placa por derrame), 

25 anaer6bicamente, 37°C, durante 48 horas. Todas las 

placas con los nümeros de colonia entre 30 y 350 se 

registraron como unidades formadoras de colonia (cfu) 

por ml de cultivo y por lo tanto Se tomaron en 

consideraci6n para enumeraciones. 

30 Para bifidobacterias en (MRS -C) 

En ensayos preliminares, todas las cepas se 
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Para lactobacterias  

Substrato Cornposición  PH IReferencias 

MRS MRS sin azücar (Difco) 35 g.1’ 6.5 De Man adn 

Glucosa 20 g.11 al. (1960) 

Agua destilada 1,000rnl  

Para bifidobacterias  

Sustràto Composición  PH lReferencias 

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

Glucosa. 20 Kneifel 

L-cisteIna-HC1 (fl.uka) 0.5g.11 (1996) 

Aqua destilada 1,000m].  

TPYG Tripticasa (BBL) 50 g.1’ 7.0 

(Extracto Peptona (Difco) 5 g.1 

de Extracto de levadura 20 g.1’ 

tript.icasa- (Difco) 4 g.11 

peptona- Giuco (Merck) 1 g.1’ 

].evadura) L-cisteina-HC1 (Fluka) 1 g.i 

Agua destilada 1,000ml  

Se obtuvieron medios sólidos por la adición 

de agar Dif-co Bacto (15 g.1). LOB medios se 

sometieron a autoclave a 121°C durante 15 minutos. 

Los medios liciuidos para las bifidobacterias ya sea 

Be almacenaron bajo condiciones anaeróbicas o se 

desgasifi.daron antes de la utilizaci6n. 

Resiatencia a pH_gÆstrico ybi1is 

Cuando se ingirieron, los microorganismos 

han sobrevivido al est6mago y las condiciones del 

duodeno para ser capaces de ejercer una actividad 
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reconstituida de mascota se determinó. 

Se consideraron dos cuentas viables 

significativarnente diferentes cuando la desviación de 

su log10 estaba por arriba de 0.25. Cada cepa se 

caracterizó por dos variables: 

� la concentración maxima de sal biliar 

probada donde no se encontró diferencia significativa 

con el control. 

� la velocidad de la disminución en la 

10 viabilidad cuando se incrementa la concentración 

biliar en el medio de crecimiento. 

Las cepas caracterizadas por una prdida 

superior a un log10 de sus cuentas viables cuando la 

concentraciôn biliar aumenta en pasos de it se 

15 considero sensible a la bilis. Una reducción superior 

a un log10 entre cØlulas cultivadas en la presencia 

de 0 y 2% de bills, y un log10 por ciento adicional 

de bills (por arriba de 2%) se considerô aceptable. 

se deben detectar solo cepas que SAdicionalmente, 

20 produzcan mÆs de 1.OE+06 cfu/ml cuando se cultivan en 

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

producir un etecto en el tracto gastrointestinal. 

La bilis reconstituida en mascota a partir 

de gatos o perros se preparó como se indica en la 

25 Tabla 4, y se esterilizó por filtración antes del 

uso. En un primer ensayo, se cultivaron lactobacilos 

anaeróbicamente durarite 24 horas en calco MRS a 37°C 

y se transfirieron en el caldo MRS fresco mÆs bilis 

de mascota, reconstituida, estØril, al 0, 0.1, 0.3, 

30 0.5, 1, 2, 4% durante 18 horas adicionales. Las 

muestras se diluyeron en serie 10 veces en TS para 
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enumeración. Las diluciones 1.OE-03 y 1..OE-05 se 

colocaron sri placas de agar MRS, usando un WASP 

(<Whit1ey Automatic Spiral Plater>>; Don Whitley 

Scientific Limited, Inglaterra) * Cuando se secaron, 

5 las placas se invirtieron e incubaron 48 horas a 37°C 

en jarras anaeróbicas. Floch y al. (1972) definieron 

una inhibición come significativa cuando al menos 2 

logs en la prueba comparada con el tubo de control 

cultivado se redujeron. En base a esto, todos los 

10 lactobacilos sensibles a las concentraciones biliares 

en el primer ensayo y los doe lactobacilos 

resistentes a la bilis al 4% se probaron similarmente 

Łnlapresenciadebilis al 0,1,1.5,2,2.5,3,4%. 

La segunda prueba se enfocó a una capacidad de 

15 repetici6n y se estabilizó si el nthnero de bacterias 

viables disminuyó dramâticamente con el incremento de 

la concentraci6n biliar. 

Per otra parte, se seflala que estas cepas 

son resistentes a la bilis durante este periodo de 18 

20 horas. Se establecieron curvas de crecimiento en la 

presencia de sales biliares para determinar si la 

fase de retraso y la velocidad de crecimiento se 

afectaron o no. Los ensayos se emprendieron con 

lÆctobacilos cultivados en caldo MRS complementario 

25 con bilis reconstituida de mascota, al 1%, de acuerdo 

al protocolo descrito para la medición de crecimiento 

anterior. 

Las bifidobacterias se subcultivaron y 

crecieron 32 horas/370C/anaer6bicamente, usando caldo 

30 MR -C con blue reconstituida de mascota al 0, 1, 2, 

3 ;y 4%. Se aplicô el mismo m4todo de numeraciOn a 
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Øtoclo de colocación en placa por derrame) y se 

d stribuyeron en frascos (0.5 ml par ampolleta). 

5 Las muestras se congelaron a -196°C en nitrógeno 

1 quido y se secaron al vaclo durante 18 horas. 

D spuØs de la liofilización, se introdujo nitrógeno 

a travØs de’  la vÆlvula de admisi6n de aire del 

1 of ilizador y se sellaron todas las ampolletas. 

10 T dos los frascos se almacenaron a +4°C y +200C 

durante seis meses. El ntimero de cØlulas viables 

p r ampolleta (para cada medio de bacterias y 

sspenión)  se determinO mensualmente. 

15 RSULTADOS 

En la estructura de la selecciôn de probióticos 

p 

tenciales para gatos y perros, los resultados de 

e te examen in vitro para 20 lactobacilos y 18 

b fidobacterias, en base a Bus potenciales de 

20 c ecimiento, resistencia a la liofilizaci6n con 

a macenamiento subsecuente, resistencia al pH 

g strico y concentraciories biliares encontradas en 

e tracto gastrointestinal de gatos y perros se 

p 

esentan en la Tabla S. 

25 Los 20 lactobacilos se clasificaron con 

r specto a los criterios que se pueclen cumplir en el 

e tudio corriente. Cuatro cepas mostraron tener 

b enQe resultados con respecto a sus caracterIsticas 

ci crecimiento, resistencia al pH gÆstrico, 

30 .–’ sistencia’ a bills y su supervivencia durante el 

a macenamiento despuØs de la liofilizaciôn: L. 

reuteri NCC2581 (CNCM 1-2448), L. reuteri NCC2592 

(NCM 1-2450), L. reuteri NCC2603 (CNCM 1-2451), y 

reuteri NCC2613 (CNCM 1-2452). Se cumplieron las 

35 



NCC2581 y NCC2592 tienen patrones muy cercanos, asI 

como NCC2603 y NCC2613, indicando de esta manera una 

probable relación cercana. La cepa NCC2581 tiene muy 

buenas caracteristicas de su crecimiento y NCC2603 

5 tiene una mejor resistencia a la bills que la 

NCC2613. 

Los resultados con respeto a las ocho 

bifidobacterias aisladas de las heces de gato 

permitida una selección en función de sus 

10 caracterIsticas de crecimiento, su resistencia al pH 

gÆstrico y su sensibilidad a la bilis. La cepa 

NCC2623 no tiene ninguna de las caracterIsticas 

deseadas y par lo tanto no se recomendarÆ para 

estudios adicionales. Par otra parte, la cepa NCC2627 

15 cumpliô con todos los criterios: 

su tiempo de generación fue menor que una 

hora cuando credo en MRS -C 

la fase de retraso fue tan corta como 

para los lactobacilos 

20 � las cuentas fueron altas y estables 

durante la fase estacionaria del ciclo de crecimiento 

� la cepa fue resistente a una 

concentraciOn extrema de bilis que se va a encontrar 

probablemente en el tracto gastrointestinal de gatos 

25 y perros (2%) 

� no hay inhibiciOn significativa en la 

presendia de hasta 4% de bilis en el medio 

� la cepa mostró tolerar el pH 2.6 durante 

al menos 10 minutos y puede permanecer a niveles 

30 :mayores de 1.0, 1.OE+06 CPU/ml 

� las cepas fueron resistentes a un pH 



gÆstrico promedio durante al menos dos horas. 

La cepa NCC2627 fue mucho mÆs resistente 

que la NCC2623 y NCC2635, mientras que estas tres 

cepas tuvieron Un patrón cercano par 

5 ribotipificaci6n, indicando par lo tanto una probable 

relación cercana (digestiôn con dos enzimas de 

restricción: EcoRI y EcoRV). 

Las diez bifidobacterias aisladas de perros 

mostraron solo dos diferentes patrones cuando se 

10 caracterizaron par ribotipificación. Por lo tanto, 

los ensayos de resistencia a bilis se lievaron a cabo 

solo can cuatro cepas (dos de cada grupo): NCC2657, 

NCC2660, NCC2671 y NCC2677. Estas cuatro cepas fueron 

todas resistentes a la concentración maxima de la 

15 bills que sepuede encontrar in vivo (2% de bilis) y 

las cepas NCC2660 y NCC2657 no tuvieron disminución 

en las cuentas viables cuando se sometieron a un 

valor maxima de 4% de bills. Coma consecuencia, todas 

. las bifidobacterias aisladas de las heces de perros 

20 son mae bien resistentes a altas concentraciones de 

bills. 

Considerando las caracterIsticas de 

crecimiento, estas diez bacterias de este modo se 

pueden dividir en dos grupos: 

25 � cepas resistentes a blue y con buenas 

CaracterIsticas de crecimiento: NCC2657, NCC2651, 

NC2663 y NCC2667 

� cepas resistentes a bills pero con 

c4racterIsticas de crecimiento no adecuadas 

30 pôtencialmente para producción industrial: NCC2660, 

NCC2671, NCC2677, NCC2647, NCC2654 yNCC2674. 
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TABLA 6 

de dilución 

Sustrato Composición  PH 

Amortiguador de K2PO4 72 g.1’ 7.0 

fosfato KH2PO4 48 g.1’ 

destilacla 1,000 ml  

Soluci6n Ringer NaCl 9 g.11 7.0 

Agua destilada 1,000 ml  

TS (Triptona- NaCl 8.5 g.11 7.0 

solución sauna) Triptona 1 g.1’ 

destilada 1,000 ml  

5 Se distribuyeron porciones de 9 ml en tubos 

y se sometieron autoclave a 121°C durante 15 rninutos. 

Finalmente, se seleccionaron 8 de las 38 

cepas para estudios adicionales (ver Ejemplo 3): tree 

lactobacilos aislados de gatos (NCC2581, NCC2592, 

10 NCC2583, NCC2583), tree lactobacilos de perros 

�una (NCC2603, NCC2613, NCC2628), bifidobacteria de 

gatos (NCC2627) y una bifidobacteria de perros 

(NCC2 657) 

Estas cepas se caracterizan par tiempos de 

15 generación cortos, altas cuentas (mae de 1.OE+08 

cfu/ml) durante su fase estacionaria y capacidad en 

altos nümeros a B y 24 tiaras despuØs de la 

inoculación, estabilizada a liofilización seguido por 

ya sea condiciones de almacenamiento, resistencia a 

20 concentraciones extremas de blue encontradas en el 

duodeno (2% de bills) y su Baja inhibición cuando 

crecen en presencia de hasta 4% de bilis. 



dicionalmente, los resultados de los anÆlisis de ADN 

se tomaron en cuenta para seleccionar las bacterias 

epresentativaa de la diversidad investigacla. 

emplo 3: Eficacia de colonización en gatos 

5 Se probaron L. reuteri NCC2581, L. reuteri 

NCC2592, L. rhamnosus NCC2583 y bifidobacterium sp. 

ICC2627 en ensayos de alimentación para evaluar su 

capacidad para sobrevivir el paso del tracto 

gastrointestinal de gatos. 

10 Se sometieron 16 gatos machos y hembras tan 

guales como sea posible a 3 dlas de adaptaci6n con 

un menuFriskies Grand. El protocolo de alimentación 

consisti6 en 7 dIas con "Menu Friskies Grand" y 7 

dIas de prueba con "Menu Friskies Grand" que contiene 

15 una de las cepas mencionadas anteriormente: L. 

reuteri (NCC2 581) (dieta A), L. reuteri (NCC2592) 

20 

(dieta B), L. rhamnosus (NCC2583) (dieta C) y 

Bifidobacteri urn sp. (NCC2627) (dieta D). La 

asignación de dieta fue la siguiente: 

Estas cepas so prepararon en una cantidad 

suficiente y en una forma liofilizada, estable para 

aplicar estas ocho diferentes bacterias con respecto 

25 a la supervivericia de la cepa en el tracto 

gastrointestinal de los animales probados. Todas las 

cepas se examinaron con 4 g do Trehalosa a fin do 

adicionar Un volumen suficiente de portador para 
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NCC 2581 ICC 2592 NCC 2583 NCC 2627 

Antes Durante Antes Durante Antes Durante Antes Durante 

Lactobacilos 6.38 7.63 6.12 7.62 5.31 7.47 6.69 7.65 

- –2.25 –1.23 –2.45 –1.58 –2.04 –1.23 –1.44 –1.45 

Bifidobacte- 7.17 7.64 7.57 6.31 6.43 6.80 8.04 6.07 

ias –1.82 –0.42 –1.68 –2.26 –2.25 –2.19 –1.03 –2.32 

Enterobacte- 4.25 4.27 4.37 4.58 5.09 4.40 4.59 3.64 

riaceae –1.71 –1.20 –1.35 –1.45 –1.50 –0.63 –1.42 –0.64 

acteroides 6.05 5.54 5.94 6.15 6.19 5.52 6.00 5.48 

–1.38 –0.49 –0.99 –0.99 –0.97 –0.46 –1.11 –0.50 

C.perfrin 4.09 3.84 3.61 3.30 4.16 3.34 3.84 3.57 

–1.22 I –1.00 –07 –0.57 1 –1.64 1 –0.11 –0.89 –0.56 

Durante el tratamiento Be observô un 

incremento de las cuentas fecales de lactobacilos, 

debido a las ingestiones de las bacterias probic5ticas 

5 citadas. No se observ6 incrementó drÆstico en la 

cuenta de enterobacteriaceae que reflejan que no hay 

daflo en el ecosistema intestinal relacionado al uso 

de los probióticos relacionados. 

Ejemplo 4: Eficacia de colonizaci6n en perros 

10 Se probaron L. reuteri NCC2603, L. reuteri 

NCC2613, L. acicIophilus NCC2628 y bifidobacterium sp. 

NCC2657 en pruebas de alimentación para evaluar su 

capacidad para sobrevivir el paso del tracto 

gastrointestinal de perros. 

15 Se sometieron 10 perros, 5 hembras y 5 

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

especifica. El protocolo de alimentaciôn consistió en 

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

achicoria y 5 dias de prueba con "Friskies Vitality" 
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con/sin achicoria y 3 dIas de adaptaci6n, 5 dlas de 

prueba con "Friskies Vitality" con/sin achicoria + 

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

NCC21613 (dieta F), L. acidophilus NCC2628 (dieta G) 

5 y bifidobacterium ap. NCC2657 (dieta H). La 

asignación de dieta fue como sigue: 

lb 

15 

20 

25 

Perro No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Periodol H IE E E H F F F F F 
Periodo2 3 IG 3 3 G H H H H H 

Estas cepas se prepararon en una cantidad 

suficiente y en una forma liofilizada, estable para 

aplicar estas ocho diferentes bacterias con respecto 

a la supervivencia de la cepa en el tracto 

gastrointestinal de los animales probados. Todas las 

cepas se mezclaron con 4 g de trihalosa a fin de 

adicionar un volumen suficiente de portador para 

mezclar las cepas preparadas con la matriz de 

alimentaci6n para los animales. Las cepas bacterianas 

se prepararon en tubos plâsticos individuales 

(5.OE+09 cfu/dla) y se adicionaron diariamente en una 

parte del alimento para asegurarse que se ingieren 

las bacterias totales. 

Se obtuvieron muestras fecales frescas para 

analizar los ntimeros de población bacteriana y se 

compararon con la linea base (sin bacterias 

adicionadas). 

Se recolectaron heces el dla 7 y 8 (lInea base), 

14 y 15 

21 y 22 (lInea base) 
/ 
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28 y 29 

Se usa una sonda rectal estØril para 

obtener una muestra fecal de a]. menos 0.1 g. Esta 

muestra se pesa exactamente y se mezclan 0.1 g con 10 

ml de soluciôn fisiol6gica (ringer) que contiene 10 

de glicerol. Esta soluciôn luego se transfiere en 

tubos de 1 ml y se congelan en nitrôgeno liquido. 

Todas las muestras se almacenan entonces a -80°C 

hasta el anÆlisis. Las bacterias se cuentan en el 

mismo medio gue se describe en el Ejemplo 3. 

Resultados: Las cuentas bacterianas, 

expresadas en logaritmo base 10, se presentan en la 

Tabla 8. 

TABLA 8 

Cuentas de bacterias fecales en perros (media – 

division estÆndar, n=5). 

NCC 2603 NCC 2613 NCC 2628 NCC 2657 

Antes Durante Antes Durante Mites Durante Antes Durante 

Lactobaei].os 5.25 3.92 4.00 3.40 7.93 8.30 6.47 7.00 

*1.34 –1.05 –1.56 –0.21 –1.75 –0.99 –1.27 –1.35 

Bifidobac. 7.32 4.48 6.09 4.55 7.70 7.20 5.72 6.78 

–2.06 –2.64 –2.10 *2.79 –2.57 1 –1.88 *2.51 *2.39 

Enterobac. 4.10 4.62 3.62 4.39 4.58 4.04 4.51 4.85 

–0.89 –0.61 - –0.72 –0.94 –1.54 –0.76 –1.51 –1.45 

Bacteroides 7.82 6.70 6.92 6.69 7.88 7.53 7.92 7.66 

–0.53 –1.25 –1.37 –1.19 –1.13 –0.61 –0.63 –0.86 

C.perfrin 3.70 3.84 3.50 3.30 3.70 3.30 3.93 3.70 

–0.89 –0.87 - –0.45 –0. –0.62 –0 –1.25 –0.89 
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Durante el tratamiento no se observó camblo 

rincipal en las cuentas f scales de los lactobacilos, 

ebido a las ingestiones de las bacterias probiôticas 

5 seleccionadas excepto en el caso de la cepa L. 

aciclophilus NCC2628. Bajo las condiciones de prueba, 

el efecto inhibidor en C. perfringens puesto que el 

nivel basal de C. perfringens fue muy bajo. No se 

bbservó incremento drÆstico en la cuenta de 

10 6nterobacteriaceae que reflejan que no hay disturbio 

el cosistema intestinal relacionado al uso de los 

probióticos seleccionados. 

jemplo 5: Efecto de lactobacilos ._y sue metabolitos 

en la viabilidad de Giardia intestinalis 

15 Se estudia el efecto de los sobrenadantes 

de fJ.ltrados de cultivo de cepas de lactobacilos 

aisladas de gatos y perros. 

Materiales y mØtodos 

Cepas y cultivos bacterianos: Los 

20 nicroorganismos que corresponden al genera 

Lactobacillus fueron de la colección de cultivo 

Nestle. Las bacterias se cultivaron en el medio MTYI. 

Los sobrenadantes que contienen metabolitos de 

lactobacilos se neutralizaron a pH6 y se 

25 iesterilizaron por filtración. 

Se realizaron controles al acidificar el 

medio MTY1 con Æcido lÆctico al mismo pH que uno de 

los cultivos bacterianos. Posteriormente, ci pH se 

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

30 bajo estudio y el pH de los sobrenadantes y controles 

se muestran en la Tabla 9. 
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ThBLA 9 

Cepa Origen pH de sobrenadante pH control 

L. reuteri NCC2581 Cato 663 6.63 

L. rhamxiosus NCC2583 Gato 6.50 5.97 

I. reuteri NCC2592 - Gato 6.04 5.98 

L. reuteri NCC2603 Perro 6.04 5.99 

I. reuteri NCC2613 Perro 6.07 5.95 

L. acidophilus 

NCC2628  

Perro 6.01 5.93 

Parsitos: La cepa WB de Giardia 

intestinalis (ATCC 30957) se compró a la colección 

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

Se cultivaron trofozoitos en el medio TYI-S-33 

modificado de Keister’s que contiene por litro: 

extracto de casemna (]Difcto), 20g; extracto de 

levadura (BBL), lOg; dextrosa (Merck), lOg; blue 

bovina (Difco), 0.75g; NaCl (Merck), 2g; Ii-

cisteina.HC1 (Sigma), 2g; Sal s6dica de Æcido 

ascórbico (Fluka), 0.2g; K2HPO4 (Merck), 0..6g; 

citrato de amonio fØrrico (Sigma), 22.8 mg; suero de 

bovino adulto (Sigma), 100 ml; 

penicilina/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 

Be cultivaron parÆsitos en matraces de 

20 cultivo de tejido de poliestireno (LUX, Miles 

Laboratorios, Inc., Naperville IL 60540) relienos con 

40 ml de medio de cultivo. Se realizaron los 

subcultivos al descargar el sobrenadante sin 
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concentraci6n, morfina, pancreatina). El jugo del 

intestino delgado canino, simulado contuvo bilis 

canina reconstituida (0.345 g/l 

tauroquenodesoxicolato, Sigma, Alemania; 0.7 gIl de 

taurodesoxicolato, Sigma, Alemania, 3.04 g/l de 

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

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

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

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

0.6 g/l de KC1, 0.25 gIl de Cad2, todo de Merck, 

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

con NaOH 0.1 N. 

Cepas y condiciones de cultivo 

Patógenos del intestino delgado 

Se seleccionaron cuatro cepas 

potencialmente pat6genas: S. Typhirnuriurn 811344, E. 

coli ETEC 08:H9 y E. coli 0149:K88 (aislado patôgeno 

canino) y un aislado clinico de Sh. dysenteriae 

(origen humano, amablemente proporcionado por el 

Centre Hospitaller Universitaire, Vaudoise-CUV 

Lausana, Suiza). Con la excepciôn de S. typhimuriurn 

SL1344 propagado en caido Luria Bertarli (Difco, 

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

caldo de infusion de cerebro-corazOn (Dif Co, E.U.A.) 

a 37°C bajo agitaciOn (240 rpm). 

Bacteria de Æcido 1ctico 

Se seleccionaron un amplio intervalo de 

lactobacilos de origen canino y felino que incluyen: 

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

NCC2583 (CNCM 1-2449), L. reuteri NCC2581 (CNCM I-

2448), L. reuteri NCC2592 (CNCM I-2450) de la 
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colección de cultivos NestlØ (NCC, NestlØ, Suiza) y se 

examinaron en el modelo de intestino delgado canino para 

la supervivencia, actividad fisiológica y efectos 

inhibitorios en los patôgenos del intestino delgado, 

5 mencionados con anterioridad. Los lactobacilos se 

cultivaron anaerôbicamente (anaerocult Oxoid, Inglaterra) 

enel caldo Man Rogosa Sharp (Difco, E.U.A.), a 37°C. 

Deeerminacion de cuentas de cØlulas viables. 

Se diluyeron muestras en amortiguador de fosfato 

10 ºstØril (NaH2PO4, pH 7, 0.2M) y se colocaron en placa 

superfic.ial de diluciones de 10 veces en placas de agar: 

agar MRS (Dif Co1 E.T3.A.) para lactobaci].os, agar 

Salmonella-higella (Oxoid, Inglaterra) para S. 

S typhimurium y Sh. dysenteriae, y agar Sorbitol-Mac-Conkey 

15 (Oxoid, Inglaterra) para E. coli. Se incubaron placas de 

agar 48 horas a 37°C de manera anaer6bica para 

lactobacilos, y 24 horas a 37°C para enterobacteriaceae. 

Para pruebas de co-cultivo, se inhibi6 el crecimiento de 

enterobacteriacea en agar MRS por la adici6n de 

20 polimixina (Oxoid, Inglaterra). 

Exprimentos de co-cultivos entre bacterias de Æcido 

lÆcico (LAB) y patôgenos 

Se realizaron experImentos de co-cultivo con LAB 

propióticas, potenciales y cepas patôgenas a 37°C en 20 

25 ml (tubos Falcon) de jugo simulado del intestino delgado, 

canino con diferentes fuentes de carbôn (azücar, 

aliætento para mascota) para favorecer la 

actividad metab6lica de los cultivos. Las LAB 

se inocularon a 10E+08 cfu/ml, patógenos a 10E+02 

30 
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ABLA 13 

Co-cu1tivo de 1. acidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453) y 

dJiferentes niveles de inoculaciôn de S. typhirourium 

SL1344 

5 

Patógerio 

Nivel do iæoculación 

del patôgeno 

S. typhimariurn 

SL1344 PROBIOTICO 

L acidophilus 

NCC2628 

(CNCM 1-2453) 

1OE-i-02 cfu/ml  

1OE+04 cfu/ml  

10E+06 cfu/ml  

+ Inhibición de crecimiento 

Inhib–ción de crecimiento e inactivación parcial 

+1++ Inhibici6n de crecimiento e inactivación completa 

10 La actividad antimicrobiana de 1. 

apidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453) fue suficientemente 

alta para inactivar completamente ain concentraciones 

iriiciales altas do S. typhimurium SL1344. 

E’iemplo 9: Estimulación inmunitaria in vivo en perros 

15 El potencial de estimulaciôn inmunitaria 

para cepas aisladas do mascotas de los probiôticos so 

pobó en una prueba clInica usando la cepa L. 

acidophilus NCC2628. 

Mtodos: 

20 Proliferaci6n de cØlulas mononucleares de 

la sangre perifØrica canina (PBMC) en la estimulación 

con diferentes mitógenos. 

20 perros de 4 a 7 aflos de edad se 

spmetieron a esta prueba. El protocolo de 

25 alimentación consistió en una semana de adaptación 

con "Friskies Vitality" con/sin achicoria y 4 semanas 
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de prueba con "Friskies Vitality" con/sin achicoria + 

bacterias de L. acidophilus de NCC2628. 

Se prepar6 L. acidophilus NCC2628 en una 

cantidad suficiente y en una forma liofilizada, 

5 eatable con respecto a la supervivencia de la cepa en 

el tracto gastrointestinal de los animales probado. 

Las bacterias se mezclaron con 4 g de trehalosa a fin 

de adicionar un volunien suficiente de portador para 

mezclar las bacterias preparadas con una matriz de 

10 alimento para los animales. Se prepararon bacterias 

en tubos de plstico individuales (5.OE+09 cfu/dla) y 

se adicionaron diariamente en una parte del alimento 

para asegurarse que las bacterias totales se comern. 

Se recolect6 sangre de los perros despuØs 

15 de cuatro sernanas de administración de los 

20 

25 

probióticos. La sangre se fraccionó a travØs de una 

vacuna Vaccutainerfi (becton Dickinson, Mountain View, 

CA), se recuperaron las PBMC de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante. 

Se estimularon c1u1as con diferentes 

mitógenos o Østeres de formol que inducen una fuerte 

proliferación de cØlulas T (concavalina A (conA) 

fitohemaglutinina (PHA)), de cØlulas B (mitógeno de 

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

rniristato-acetato/ionomicina (PMA/Iono)). Se 

incubaron 105 cØlulas por cavidad con mitógenos o los 

Østeres de forbol (las dosis respectivas se indican 

en la Figura 1) en un volumen final de 200 il de 

mØdio de cultivo RPMI-1640 complementado con suero de 

bØcerro vegetal al 10% y antlbióticos en placas de 

cultivo de fondo piano de 96 cavidades (Nunc). 
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Se administraron cØlulas en atmósfera de CO2 al 5% 

humidificada a 37°C durante 48 horas. Las cØlulas se 

marcaron por inipulsos con 1 j.tCi de t3H]timidina (kmercham 

Phartnacia Biotech, Suiza) durante 18 horas adicionales. 

Las cØlulas luego se recolectaron en filtros de 

nitrocelulosa (Packard TopCount; Suiza) y la (3 HIunida 

se midiô con conteo con escintilación (TopCount, Packard, 

Suiza). Se calculó la proliferación celular como la media 

(cuentas par minuto (c.p.m.)) (–SD) de los triplicados. 

Result ados: 

Figura 1: Hubo un incremento claro en la 

proliferaciôn celular en respuesta a todos los mitOgenos 

en el grupo de los perros alimentados con L. aciciophilus 

NCC2628 en comparaciôn con el grupo de control. Este 

incremento fue significativo en cu].tivos estimulados con 

los Østeres de forbol PM. + iomicina. Estos datos 

muestran que las cØlulas linf aides de los perros 

alimentados con probióticos son ms reactivas en la 

activaciôn in vitro y sugiere que el sistema inmunitario 

de los perros alimentados con probi6ticos se ha 

estimulado. 

Ejemplo 10: Modulaciôn in vitro de funciones inmunitarias 

por cepas de lactobacilus aisladas de mascotas. 

Un examen in vitro de las diferentes cepas de 

lactobacilus aisladas de mascotas, descritas 

anteriormente, se ajustô para determinar su potencial de 

modulaci6n inmunitaria. Para este fin, se midiô su 

capacidad para inducir las citocinas pro-
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inflamatorias (IL-12, My) y/o citocinas anti-

inflamatorias (IL-b, TGF-0) (Anand A.C., Adya C.M. 1999, 

Trap. gastroenterol.; 20(3):97-106; Spelberg B., Edwards 

J.E. Jr. 2001, Clin. Infect. Dis.; 32(1):76-102). Esto 

tiende a la selecci6n de cepas candidatas potenciales 

para funciones inmunitarias anti-patogØnicas o anti-

cancer, fuertes asi como funciones antagonisticas contra 

patologlas intestinales caninas tal como alergia e 

inflamaci6n (enfermedades inflamatorias en el intestino). 

Se establecieron cultivos adicionales con el medio solo 

(Control negativo), con la cepa SF68 de Enterococcus 

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

aislado de lactobacilo humano ST11 (NCC2461, CNCM 1-2116) 

(control positivo). 

MØtodo: 

Perfiles de citosina inducidos por diferentes cepas 

prob16ticas en leucocitos caninos: 

La sangre de perros adultos normales se trató 5 

minutos a temperatura ambiente con amortiguador de lisis 

ACK (150 mM de NH4C1, 1 mM de KEiCO3 y 0.1 mM de Na2EDTA en 

1-1201 pH = 7.4). Los leucocitos se lavaron dos veces con 

el medio RPMX (sin antibiôticos y se sembraron a 2.106 

cØlulas/mi en placas de cultivo de tejido de 24 

cavidades. Se adicionô 1 ml de una suspensión bacteriana 

(descrita posteriortnente) que contiene 106 CFU a cada 

cavidad. 

Para el tratamiento de control, se adicionO al 

medio solo a los leucocitos. Las muestras se 

incubaron 18 horas a 37°C y CO2 a]. 5%. 

Subsecuentemente, se recolectaron los leucocitos, se 
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Citocivas Referenciàs - 

IL -12p40 aittner, M.,, et al, 1998. Cytokine; 10(4):241-248 

IFNy Büttner, M.., et al, 1998. Cytokine; 10(4) :241-248 

TGF31 Grâne A., et al., 

Immunopathol.;_65: 11-27 

1998. Vet. Immunol. 

tL-10 Pinelli 5., 

Immunopathol.; 

et al., 

69:121-126 

1999. Vet. Immunol. 

Resultados: 

Figura 2: Los datos muestran que los 

perfiles de citosina inducidos por lactobacilos son 

dependientes de la cepa. Por ejemplo, la cepa NCC2628 

indujo altos niveles de IL-10 y TGF-13, resaltando el 

potencial para esta cepa particular para la 

modulación inrnunitaria de los trastornos 

inflamatorios tal como alergia y enfermedades 

infiamatorias del intestino. En contraste, la cepa 

NCC2583 indujo fuertes niveles de IFNy e IL -12, que 

hace esta cepa un buen candidato para la actividad 

anti-patógena y anti-cÆncer. 

EiemDlo 11: 

Se usaron tres alimentos secos para 

mascotas en el estudio. Estos se referirÆn como "A", 

"B" y "CO. El alimento "A" para mascotas es un 

alimento para mascotas seco, nutricionalmente 

completo, disponible bajo la marca comercial ALPO 

(ALPO es una marca comercial registrada de SOCIETE 

DES PRO]DUITS NESTLE, S.A. de Suiza). 

El alimento "B" para mascotas es el mismo 

alimento seco para mascotas, nutricionalmente 



completo como el alimento "A" para rnascotas, pero 

estâ complementado con una mezcla en polvo de los 

microorganismos probióticos seleccionados, 

alimentados de un sobrecito. La mezcla comprende 

5 cantidades substancialmente iguales de L. acidophilus 

NCC2628 y .Bifidobacteriuni sp. NCC2657. Se rocia sobre 

el alimento en cada comida que se sirve, la dosis 

suministrada que es de aproximadamente 10E8 cfu/dia. 

El alimento "C" para mascotas es un 

16 alimento seco para rnascotas, nutricionairnente 

completo que es substancialmente idØntico al alimento 

"A" para rnascotas, pero que contiene 1.2% en peso de 

un sobrenadante seco de un cultivo de Enterococcus 

feaciurn SF68 (NCIMB 10415). 

15 Se usan 30 perros en el estudio. Los perros 

se pre-alimentan durante 8 semanas usando alimento 

"A" para rnascotas. Los perros luego se dividen en 3 

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

y C y se alimentan con las dietas 

20 correspondientemente nornbradas 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 valoraciOn de 

30 miembros al comienzo y luego de 7 semanas. 

25 

Los perros se peinan antes de la evaluaciôn 

par el panel y los miembros del panel no comparan las 

notas durante la evaluación. 

En esta evaluaci6n, los perros se presentan 

30 a cada uno de los panelistas individuales en 20 

diferentes parejas. Se pregunta a los panelistas que 
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ind–q-uen en sus hojas de registro quØ perro del par 

presentado exhibe (1) menos caspa, (2) mayor brillo de pelaje 

y (3) menor olor de pelaje. 

La coridición completa de pelaje de todos los perros es 

visual y tÆctilmente buena como se puede esperar de perros 

saludables, normales. Sin embargo, los perros que se 

alimentan con la dieta "C" se encuentran que tienen 

notablernente menos caspa que aquellos alirnentados con la 

10 dieta "A" de control. Aquellos alimentados en la dieta "B" 

tienen un pelaje notablemente mÆs brilloso y exhiben 

notablernerite menos olor de pelaje que los de "A". Sc 

exicuentran que estas caracterIsticas no difieren 

significativamente de forma estadIstica cuando se comparan 

15 con los perros en el grupo B. 

Ejemplo 12: 

Sc elabora una mezcla de alimentaci6n de aproximadamente 

58% en peso de maiz, aproximadamente 6% en peso de gluten de 

maIz, aproximadamente 23% en peso de came y harina, sales, 

20 vitarninas y minerales que constituyen ci resto. 

La mezcla de alimentación se alimenta en un pre-

acondicionador y se humecta. Esta mezcla se adiciona a un 

polvo que contiene una mezcla de las siguientes cepas de 

lactobacilos: Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNC?"l 1-2449), 

25 Lactobacillus acidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453) y 

Enterococcus feaciwn SF68 (NCIMB 10415). El polvo se dispersa 

de una manera subs tancialmente homogØnea a todo lo largo de 

la mezcla. Esta mezcla de aiimentación humectada luego se 

alimenta en el extrusor-hornillo y se gelatiniza. 

30 
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La rnatriz gelatinizada que deja el extrusor se fuerza 

a travØs de una boquilla y se extruye. El producto 

extruido se corta en piezas adecuadas para alimentar 

los perros, se seca aproximadamente a 110°C durante 

S aproximadamente 20 minutos, y se enfria para formar 

grnulos. Las piezas extruidas se verifican para la 

actividad de bacterias de las cepas adicionadas. No 

se detecta nada. 

Ejemplo 13: 

� 10 Se usan en el estudio 24 perros. Se 

incluyeri perros j6venes y viejos, estos tiltimos que 

son de 8 a 12 aios de edad. Los perros viejos 

seleccionados, exhiben signos externos de inflamaci6n 

de articulaciones en proporciôn con sus edades y 

15 parecen experimentar alguna dificultad en el 

movimiento a veces. Ciertos movimieritos parecen ser 

dolorosos, Estos sintomas frecuentemente se observan 

en perros viejos y se cree que estÆn relacionados a 

la condición artritica. 

� 20  Se usan tres alimentos secos para mascotas 

en el estudio. Designados A, B y C. El alimento A es 

un alimento seco para mascotas nutricionalmente 

’completo (ALPO de Beffy Dinner). Esto es el alimento 

de control. 

25 Los 24 miembros de los seleccionados se 

pre-alimentan durante 8 semanas usando alimento A 

para mascotas. Los perros luego se dividen en 3 

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

misma proporción de jôvenes y viejos dentro del 

30 mismo. Cada grupo luego se alimenta con las 

siguientes dietas respectivas durante 8 semanas. 
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Grupo Alimento para mascotas 

A A 

B B 

C IC 
El alimento B para mascotas es un alimento 

seco para mascotas nutricionalmente completo que 

substancialrnente es idØntico al alimento "A" para 

mascotas pero que contiene un revestimiento que 

constituye el 2% de su peso, el revestimiento 

comprende los microorganismos de Enterococcus feaciurn 

sf68 (NCIMB 10415). La cantidad de alimento 

alimentado diariamente a cada perro se calcula de 

acuerdo a la masa individual corporal, de modo que la 

dosis de l.OE+09 cfu/dIa. 

La dieta C comprende productos molidos, 

extruidos producids en e]. Ejemplo 12 anterior. La 

cantidad de alimento alimentado diariamente a cada 

perro se calcula de acuerdo a la masa corporal 

individual, de modo que la dosis de microorganismos 

es de 1.,0E+11 cfu/dIa. 

Los perros tienen acceso libre al agua y se 

alimentan una vez al dIa. Se une un medidor de 

actividad al collar de cada perro y las mediciones se 

toman diariamente. Los perros tambiØn se evalüan 

visualmente para la actividad por personal de la 

perrera. 

La condición de todos los perros es visual 

y tÆctilmente buena como se puede esperar de perros 

25 saludables, normales. Sin embargo, los perros en los 

grupos que reciben las dietas B y C de alimento para 

mascotas son notablemente mÆs activas que sus 
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contrapartes en la dieta A. Las lecturas del medidor soportan 

esas observaciones. 

5 Adicionalmente, los perros ma’s viejos en los grupos B y 

C, :;despu6s de que se alimentan de las dietas B y C durante el 

peaçiodo  de prueba, parecen exhibir pocos signos externos de 

inlamaci6n de articulaciones locales. Adicionalmente, los 

pe1ros parecen experimentar menos niveles de dolor en el 

10 movimiento fIsico y se mueven rnÆs libremente que antes. Se 

pude concluir que las dietas B y C parecen proporcionar 

alivio con respecto a ciertas sea1es de envejecimiento y 

mjorar la movilidad de las mascotas mÆs antiguas. 

Ejemplo 14: Alimento seco para gatos 

15 Se elabora una mezcla de alimento de aproximadarnente 58% 

en peso de maIz, aproxirnadamente 6% en peso de gluten de 

m.iz, aproxirnadamente 23% en peso de harina de polio, sales, 

vLtaminas y rninerales que constituyen el resto. 

La mezcla de alimentación se alimenta en el pre -

20 acondicionador y se humecta. La alimentaciôn humectada luego 

Se alimenta en un extrusor-hornillo y se gelatiniza. La 

matrIz gelatinizada que deja el extrusor se fuerza a travØs 

de una boquilla y se extruye. El producto extruido se corta 

en piezas adecuadas para alimentar a los gatos, se seca a 

25 àproximadamente 110°C durante aproximadamente 20 minutos, y 

se enfrIa para formar grÆnulos: en este punto, se proporciona 

n polvo liofihizado de una a mÆs cepas de las siguientes 

especies de lactobacilos, para la aplicaciôn a los grÆnulos: 

Lactobacillus 

30 
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rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), Lactobacillus acidophilus 

NCC2 628 (CNCM 1-2453), o Enterococcus Faeciuzn SF68 (NCL.BM-

5 10415). De esta manera, se proporciona suficiente polvo de 

modo que la cantidad de corisumo dietØtico correspondiente 

para el gato es de aproximadamente 1.OE+07-1.OE+9 cfu/dIa. 

Algo del polvo se mezcla en una primera masa de grÆnulos y Be 

ernbolsa. Una segunda cantidad del polvo Be mide y se mezcla 

10 con un portador lipido que luego se rocia en una segunda masa 

de grÆnulos. Los grÆnulos se ernbolsan despuØs de que el 

revestimiento se ha secado de manera suficiente a 50-60°C 

durante algunos minutos. 

Ejemplo 15: Alimento en bote para mascotas y complemento 

15 

Se prepara una mezcla de 73% de came de ave de corral, 

pulmones de cerdo e hIgado de res (molido), 16% de harina de 

trigo, 2% de tintes, vitaminas y sales inorgÆnicas. Esta 

mezcla se emulsiona a 12°C y se extruye en la forma de un 

20 budin que luego se cuece a una temperatura de 90°C. Se enfrIa 

a 30°C y se corta en trozos. Se mezclan 45% de estos trozos 

con 55% de una salsa preparada de 98% de agua, 1% de tinte y 

1% de gorria de guar. Se rellenan de botes de hojalata y Be 

esterilizan a 125°C durante 40 minutos. Como un complemento 

25 probiótico que se va a mezclar con el alimento para mascotas 

antes de servir, se proporciona un empaque adicional en la 

forma de sobrecitos con cepas de las siguientes especies de 

lactobacilos: Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), 

Lactobacillus acidophilus 

30 
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to certain signs of ageing and improve the motility of older pets. 

Example 14,.,:Dry cat food 

5 [0169] A feed mixture is made up of about 58% by weight of corn, about 6% by weight of corn gluten, about 23% by 
weight of chi4ken meal, salts, vitamins and minerals making up the remainder. 
[0170] Thefeed mixture Is fed into a preconditioner and moistened. The moistened feed is then fed Into an extruder-
cooker and gelatinised. The gelatinised matrix leaving the extruder is forced through a die and extruded. The extrudate 
Is cut into pieces suitable for feeding to cats, dried at about 110°C for about 20 minutes, and cooled to form pellets. At 

10 this point, a lophilized powder of one or more strains of the following Lactobacillus species is provided for application 
to the peIlets Lactobac/lius rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), Lactobaclllus aciciophilus NCC2628 (CNCM 1-2453) 
or Enterocodcus faeclum SF68 (NCIMB 10415). Sufficient powder is thus provided so that the corresponding dietary 
Intake amount for the cat Is from about 1 .OE+07-1 .OE+9 du / day. Some of the powder Is mixed Into a first mass of 
pellets and bagged. A second quantity of the powder is measured out and mixed with a lipid carrier which is then sprayed 

15 onto a second mass of pellets. The pellets are bagged afterthe coating has dried sufficiently at 50-60°C for some minutes 

Example IS: Canned pet food and supplement. 

[0171] A mixture is prepared from 73 % of poultry carcass, pig lungs and beef liver (ground), 16 % of wheat flour, 2 
20 % of dyes, vitamins, and inorganic salts. This mixture is emulsified at 12°C and extruded in the form of a pudding which 

is then cooked at a temperature of 90°C. It is cooled to 30°C and cut in chunks. 4510/6 of these chunks are mixed with 
55% of a sauce prepared from 98% of water, 1% of dye and 1% of guar gum. Tinplate cans are filled and sterilized at 
125°C for 40 mm. As a probiotic supplement to be mixed with the pet-food before serving, additional packaging in sachet 
form with strains of the following L.actobacillus species are provided Lactobadillus thamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), 

25 Lactoba cl//us acidophilus NCC262B (CNCM 1-2453) or Enterocoacus faeclum SF68 (NCIMB 10415). The corresponding 
amount for the pet is from about 108.1012 cfu/day, depending on whether a cat or a dog and on physical factors such 
as body mass. This is supplied as a supplement with removably attached to the can, together with feeding directions. 

30 Claims 

1. Probiotic strain which is Lactobacillus routed NCO2581 (CNCM (-2448), Lactobacillus router? NCC2592 (CNCM I-
2450), Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), Lactobacillus router? NCC2603 (CNCM 1-2451), Lacto-
bacillus router? NCC261 3 (CNCM 1-2452), Lactobacl/lus acklophilus NCC2628 (CNCM 1-2453). 

35 

2. A method of obtaining probiotic strains for cats and/or dogs comprising the steps of: 

a. Isolating lactic acid bacteria strains from cats’ and dogs’ faeces, 
b. Selecting strains having the capability to grow producing at least 1 .OEi-06 cfu/mI In the presence of up to 

40 2.0% bile salts, and having the capability to grow producing at least 1 .OE+06 cfuImi after 2 hours at a pH range 
from 3.4 to 42. 

3 A method of preparing a dog or cat food composition comprising the steps of: 

45 aJ Isolating lactic acid bacteria strains from cats’ or dogs’ faeces, 
L Selecting strains having the capability to grow producing at least 1 .OEi-06 ctu/mI in the presence of up to 
200/6 bile salts, and having the capability to grow producing at least 1 .OE+06 cfulml after 2 hours at a pH range 
from 3.4 to 4.2. 
c,: Incorporating the selected strain(s) Into a dog or cat food composition. 

50 

4. The method according to claim 3, the strain being a Lactobacillus or Blfldobacteriuni, wherein the strain is associated 
with an ingestible support or a pharmaceutical matrix. 

5. The method according to claim 4, the composition being intended for the health of the gastrointestinal tract of cats 
55 and/or dogs. 

6. The method according to claim 4, the composition being intended for the health of the skin and/or coat system of 
cats and/or dogs. 

23 
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7. The method according to claim 4, the composition being intended for ameliorating or reducing the effects of ageing 
in cats andor dogs. 

8. The method according to claims 3 to 7, wherein the strain is contained in the composition in an amount of from 
5 1 .OE+04 cfu/g to 1.012+11  cfu/g. 

9. The method according to any of claIms 3 to 8, 

10. The method according to any of claims 3 to 9, 
10 

which further contains the step of adding a prebiotic. 

wherein the composition is in the form of 

EL A nutritionally complete pet food in a powdered, dried or a wet, chilled or shelf stable form or, 
b. In the form of a dietary adjunct 

15 PutentanaprOche 

1. Probiotiseher Stamm, welcher 1st: Lactobacillus reuteæ NCC2581 (CNCM 1-2448), Lactobacillus routed NCC2592 
(CNCM 1-2450), Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), Lactobacillus reuteri NCC2603 (CNCM I-
2451), Lactobacillus routed NCC2613 (CNCM 1-2452), Lactobacillus acidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453). 

20 

2. Verfahrefl zum Erhaiten probiotischer Stmme für  Katzen undfoder Hunde, weiches die folgenden Schritte umfasst 

a. Isolieren von Milchsure-Bakter1en-Stämmen aus FkalIen von Katzen und Hunden, 
b. ArswÆhien von StAmmen, welohe die Fâhlgkelt haben, so zu wachsen, dass ale zumlndest 1.012+06 of u/mi 

25 in Anwesenhelt von bis 2,0% Gallen-Salzen erzeugen, und welohe die Mögllchkelt haben, so zu wachsen, dass 
sie zunrindest 1 .OE+06 cfu/mi nach 2 Stunden in elnem pH-Bereich von 3,4 bis 4,2 erzeugen. 

3. Verfahren zum Erzeugen einer Hundefutter-Zusammensetzung oder Katzenfutter-Zusammensetzung, weiches die 
folgendn Schritte umfasst 

30 

a. isolieren von Milchsâure-Bakterlen-Stämmen aus Katzen-F&kalien oder Hunde-Fäkalien, 
b. ftuswählen von Sthmmen, welche die Môglichkeit haben, so zu wachsen, dass die zumindest 1 .OE+06 cfulml 
In Anwesenhelt von bis zu 2,0% Gallen-Salzen erzeugen, und weiche die Möglichkeit haben, so zu wachsen, 
dass ale zumindest 1.012+06 cfulml nach 2 Stunden in elnem pH-Bereich von 3,4 bis 4,2 erzeugen, 

35 c. inarbeiten des/derausgewahiten Stammes/Stªmme In dine Hundefutter-Zusammensetzung oder Kaen-
futter-Zusammensetzung. 

4. Verfahren geml3 Anspruch 3, wobel der Stamm ein Lactobaclllus oder Biftdobacteriurn 1st, wobei der Stamm mit 
elnem essbaren Trger oder einer pharmazeutischen Matrix assozliert 1st. 

40 

5. Verfahren gemäi3 Anspruch 4, wobei die Zusammensetzung für die Gesundheit des Magen-Damen-Taktes von 
Katzen:, und/oder Hunden vorgesehen ist. 

6. Verfahren gema8 Anspruch 4, wobel die Zusammensetzung für die Gesundheit des Haut-Systems und/oder Fell-
45 Systefls von Katzen und/oder Hunden vorgesehen ist 

7. Verfahren gemB Anspruch 4, wobel die Zusammensetzung zum Verbessem oder Reduzieren derAlterung-Effakte 
In Katzen undfoder Hunden vorgesehen 1st. 

50 8. Verfahren gemä8 einem der AnsprUche 3 bls 7, wobei der Stamm In der Zusammensetzung in elner Menge von 
1 .OE+04 cfu/g bis 1 .OE+1 1 cfu/g erithalten 1st 

9. Verfahren gemal3 elnem der AnsprOche 3 bls 8, welches femer den Schrltt elnes Zufugens diner ptªblotlschen 
Substanz enthit. 

55 

10. Verfahren gemâB elnem der AnsprUche 3 bis 9, wobei die Zusammensetzung In Form von 

a 

elnem voilstândig mit N&hrstoffen versehenen Tlerf utter in einer pulverrormigen, getrockneten, oder in elner 

24 
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2. Objeto de la invención 

TItulo de (a solicitud: "Nuevos probióticos para aplicaciones de alimento de 
thascotas". 

El objeto de la presente solicitud de patente de invención consiste en el aislamiento 
de cepas bacterianas probióticas, su mØtodo de obtenciOn y composiciones que las 
contienen, as[ coma el mØtodo de preparaciOn de estas iItimas. 
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FeivindicaciOn 1: Cepas probióticas de Lactobacillus reuteri CNCM 1-2448, 
Lactobacillus reuteri CNCM 1-2450, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-2449, 
thotobacillus router! CNCM 1-2451, Lactobacillus reuteri CNCM 1-2452, Lactobacillus 
apidophilus CNCM 1-2453. 

ReivindicaciOn 2: Un mØtodo para ía obtenciOn de cepas probiOticas para gatos yb 
prros, que comprende las etapas de: 1) aislar cepas de bacteria de Æcido IÆctico a 
prtir de las heces de qptos y perros; y 2) seleccionar las cepas con capacidad de 
producir al menos lxi 0 cfu/mL en presencia de 2.0% de sales biliares, luego de dos 
hpras a un pH de 3.4 a 4.2. 

ReivindicaciOn 3-7: Un mØtodo para la preparación de una composicion de alimento 
para perro o gato, que comprende las etapas de: I) aislar cepas de bacteria de Æcido 
lctico (Lactobacillus spp. o Bifidobactorium spp.) a partir de las heces de gatos y 
prros; 2) seleccionar las cepas con capacidad de producir al menos 1 x 06 cfu/mL 
e, presencia de 2.0% de sales biliares, luego de dos horas a un pH de 3.4 a 4.2; y 3) 
iricorporar la(s) cepa(s) seleccionada(s) en una composición de alimento para perro 
ogato en una cantidad de 1X104 cfu/g a W011 cfu/g sobre un soporte ingerible o 
ua matriz en forma de polvo, seca o hümeda, molida o estabte en anaquel o como 
uO adjunto dietØtico. 

FeivindicaciOn 8: Una composiciOn de alimento para mascotas que comprende una 
cpa aislada de bacteria de Æcido lÆctico seleccionada del grupo consistente en 
Lactobacillus reuteri CNCM 1-2448, Lactobacillus reuteri CNCM 1-2450, Lactobacillus 
rflamnosus CNCM 1-2449, Lactobacillus reuteri CNCM 1-2451, Lactobacillus reuteri 
CNCM 1-2452, Lactobacillus acidophilus CNCM 1-2453, Enterococcus faecium SF 68 
1%CIBM 10415 y combinaciones de los mismos en una cantidad de 1x104 a 1X1012 
cu/animal al dIa; que comprende ademÆs un prebiótico y se presenta en forma de 
plvo, seca o hümeda, molida o estable en anaquel o como un adjunto dietØtico o un 
cpmplemento. 

I problema planteado en esta solicitud es (a necesidad de proporcionar nuevas 
cepas bacterianas probióticas para alimentación y mantenimiento de mascotas. 

Para solucionar este problema tØcnico la solicitud en estudio proporciona cepas 
b’cterianas de acido lØctico aisladas, su mØtodo de obtenciOn y selecciOn y 
ccmposiciones que las contienen, asi como el mØtodo de preparación de las 
nismas. 

l objeto de la solicitud definida anteriorniente se clasificó  en la IPC A23K 1/00. 

3. De la solicitud de Patente (segün el caso) 

. I. Reivindicaciones (artIcu/o 30 D 486) 

El capituto reivindicatorlo en general carece de concision y claridad por cuânto: 
1) no todas las cepas reclamadas cuentan con sustento probado suficiente (clÆusula 
8), de manera que se presenta (ma inconsistencia con la descripciOn; 
2) se caracteriza la invención de manera imprecisa a partir de tØrminos vagos como 

menos o hasta, variadas posibilidades e intervalos muy amplios (p.e. clÆsulas 3,7, 
8). 



FM 
4. No ps una Invención ’articulo 150486 literal a -f (segün causal) 

Tenien10 en cuenta que baja la legislaciOn colombiana "el todo o parte de seres 
vivos tl como se encuentran en ía naturaleza, el material biolOgico existente en  la 
naturalza o que pueda ser asilado..." no se considera una invención y que los 
aislamientos de cepas bacterianas (reivindicación 1) corresponden con este tipo de 
materi, al ser de origen natural, no pueden considerarse como susceptibles de 
patent. 

Por 10 anterior y de acuerdo a lo establecida en el artIculo 15 de la Decision 486 el 
contenido de la citada reivindicaciOn no es admisible. 

5. Detórrninación del Estado de la TØcnica 

La fecla que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la TØcnica es: 

Fe4ha de presentaciOn de la solicitud prioritaria: 25/05/2000. 

Tenierdo en cuenta la fecha indicada se realizó  la büsqueda en el estado de la 
t6cnica de documentos relacionados con la soilcitud encontrÆndose los siguientes 
documentos mÆs relevantes: 

No Documento Titulo Fechade 
publicación 

Dl US5968569 "Pet food product containin g 19� Oct 
- 1999 obiotics"  

6. AnÆlisis de patentabilidad (segün requisito) (articulo 14 D486) 

6.1 Nivel inventivo (articulol 8 D486) 

La reivindicaciOn 2 reclama un mØtodo para la obtención de cepas probióticas para 
gatos y/o perros, que comprende las etapas de: 1) aislar cepas de bacteria de Æcido 
lÆcticd a partir de las heces de gatos y perros; y 2) seleccionar las cepas con 
capacdad de producir al menos 1x106 cfu/mL en presencia de 2.0% de sales 
biliares, luego de dos horas a un pH de 3.4 a 4.2. 

Las rivindicaciones 3-7 reclaman un mØtodo para la preparación de una 
comp$ición de alimento para perro 0 gato, que comprende las etapas de: 1) aislar 
cepasil de bacteria de Æcido IÆctico (Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp.) a partir 
de las heces de gatos y perros; 2) seleccionar las cepas con capacidad de producir 
al meros lxi cfu/mL en presencia de 2.0% de sales biliares, luego de dos horas a 
un pHde 3.4 a 4.2; y 3) incorporar la(s) cepa(s) seleccionada(s) en una composiciOn 
de alimento para perro a gato en una cantidad de 1x104 cfu/g a 1x101  cfu/g sobre un 
soporte ingerible o una matriz en forma de polvo, seca o hümeda, molida o estable 
en anquel o como un adjunto dietØtico. 

V la reivindicaciôn 8 reclama una composición de alimento para mascotas que 
comprende una cepa aislada de bacteria de Æcido lÆctico seleccionada del grupo 
consistente en Lactobacillus reuteri CNCM 1-2448, Lactobacillus reuteri CNCM I-
2450, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-2449, Lactobacillus reuteri CNCM 1-2451, 
Lactobacillus reuteri CNCM 1-2452, Lactobacillus acidophilus CNCM 1-2453, 
Enterococcus faecium SF 68 NCIBM 10415  combinaciones de los mismos en una 
cantidad de jX104a 1X1012 cfu/animal at dia; que comprende ademÆs un prebiótico y 
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e presenta en forma de polvo, seca o hümeda, molida o estable en anaquel o como 
on adjunto dietØtico o un complemento. 

considerando: 1) que tanto el aislamiento de bacterias como su selecciOn segün 
cbndiciones de crecimiento y/o cultivo (pH, concentración de sales, presencia de 
odgeno, etc.) se constituyen como actividades cotidianas Para un tØcnico medio en 
là materia; 2) que el concepto de incluir probióticos en alimentos y suplementos Para 
mejorarla salud de animates es tamblØn conocido [ver p.e. Dl (folios 147153)]; 3) 
que el ajuste de proporciones y formas de presentación de una composiciOn se 
c9nstituyen igualmerite como de uso habitual en la tØcnica; 4) y que el mismo 
documento (Dl) enseæa composiciones probióticas que pueden contener los mismos 
microorganismos [Ver Columna 3, PÆrrafo 10-25], que ademØs sugiere el ajuste de 
su contenido segün diferentes composiciones y componentes e inclusive muestra las 
rrlismas concentraciones bacterianas propuestas en la solicitud en estudio [Ver 
Dpscripción y Ejemplos]; 5) y que la ünica diferencia entre la solicitud y Dl se refiere 
alas condiciones especIficas de cultivo, correspondientes con actividades habituates 
Para un tØcnico medio en la materia, los mØtodos y las composiciones reclamados 
sclo pueden reconocerse como una alternativa a las presentes en el estado de la 
tØcnica at tiempo de su reclamación ypor to tanto carente de actividad inventiva. 

De esta manera, la materia reclamada no cumple con el requisito de nivel inventivo 
etablecido en el articulo 18 de Pa DecisiOn 486. 

7: Conclusion: 

requisitos de patentabilidad de la presente solicitud so encuentran afectados asi: 

N Reivindicaciones ° Documento N°  I 

afectadas Requisito que afecta 

DI US5968569 I 1-8 I Nivel Inventivo 

8. Respuesta a los argumentos del solicitante: 

De acuerdo a to citado en el concepto tØcnico No.1195 y a la respuesta del 
soicitante se aclara quo la materia referente a los aislamientos no se exceptüa de 
patentabilidad, sino que se excluye en virtud del articulo 15 de la DecisiOn 486 que 
noconsidera una invenciOn "ci todo o parte de seres vivos tal como so encuentran 
en i Ia naturaleza, ci material bioiogico existente en Ia naturaleza o quo puoda ser 
asilado...", entre to que, obviamente, se incluye a los microorganismos y sus 
aisiamientos. Por to tanto, no es procedente aceptar las aclaraciones del solicitante, 
toda vez que sus argumentos correspondena disposiclones sobre excepciones a 
patentabilidad (articulo 20) y no a materia que no se considera como invenciOn, a 
mÆs de que las instrucciones citadas (ADPIC y Disposición Transitoria Segunda 
DecisiOn 486) no son vinculantes, no han sido normalizadas y en ningün caso 
sobrepasan la DecisiOn 486, quo no considera como invenciOn a la materia presente 
en Ja naturaleza (articulo 15) y que no excluye a los microorganismos de excepción 
de patentabilidad (articulo 20) tal como se propone en el numeral Ill del articulo 
27de1 ADPIC. 
En estrecha relaciOn con lo anterior y teniendo en cuenta que tal como lo argumenta 
el sólicitante en su respuesta son los aislamientos el concepto novedoso e inventivo 
recamado, este Despacho no puede reconocerlo como tal, no solo porque el 
aistamiento per so no se considera como una invenciOn, sino porque tratÆndose de 
las mismas especies ya conocidas por sus calidades probióticas es, en este caso, la 
diversidad biolOgica existente entre diferentes cepas la responsable de las 
caricteristicas propias do las mismas, y no la intervenciOn de una iniciativa 

I 



innovadora. Asimismo, para los mØtodos y las composiciones reclamadas, que 
obtenIIas de manera convencional y sin innovaciones aparentes no pueden 
reconcerse como procedentes de la inventiva, mÆxime cuando no es su desarroflo 
el objto de la invención. 
Adicionalmente, se considera que no es preciso argumentar que DI es silencioso 
sobre I los mØtodos reclamados y los aislamientos, ya que menciona tanto las 
espeies reclamadas como sus caracterIsticas tØcnicas de importancia y los mØtodos 
definicios corresponden con los convencionales, de manera que se podria decir que 
estÆn intrmnsecos a los desarrollos presentados en DI. Las diferentes fuentes de 
aislaniento no hacen diferente a la especie, ni cambian las caracteristicas 
esenciales y conocidas de las misma y la obviedad tØcnica de los mØtodos 
reclariados no es equivalente al silenclo de DI al respecto. 

En cLmplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la ComisiOn de la Comunidad 
Andira, se le indica que debe dar respuesta dentro del tØrmino de 60 dias contados 
a partir de (a fecha de notificaciOn de Ia presente comunicaciôn. En caso de no dar 
respesta al presente requerimiento, 0 si a pesar de la respuesta subsistieran los 
impedimentos para la concesiOn, se denegara (a patente. 

Notifrquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del 
capit.ilo quinto del tltulo primero,d)la Circular Unica NO 10 de 2001. 

ALIX CARMENZ%SPEbES DE VERGEL 
Jefe’de DvisOn, e Nuevas Creaciones 

El anterior requerimiento . fue notificado por fijación en lista, de fecha 
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