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P1.-SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.-Solicitud de Patente de
Invencién. Fase Nacional PCT para “NUEVOS PROBIOTICOS PARA
APLICACI LIMENYO DE MASCOTAS’.-Clas 2

Expediente nimero 02-108, 185.-

1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacidon en lista de 3 de
Agosto de 2007. '

_ Con el fin de dar respuesta a las objeciones expuestas por el sefior Examinador en
o su Concepto Técnico Nb.-—-1195 bajo los acapites de (i) Claridad de la Solicitud, (li) No es
| ~. . una Invencién, (iif) Excebcién a la Patentabilidad, (iv) Reivindicaciones relativas a un uso
'- | a un uSo distinto y (v) -Nivel Inventivo, me permito presentar las siguientes
' modificaciones y argumentos técnicos, por medio de los cuales no solo se superan dichas
_ abjeciones, 'sino que adem‘és'Se demuestra en forma contundente la patentabilidad de la

‘ - presente solicitud.

Claridad:

- En respuesta a las_diyersas objeciones presentadas por el sefior Eicaminador en su
Concepto Técnico No'.v 1195 en relaci_én con la clarida‘d de la descripcion y las
reivindicaciones de la invencién bajo estudio, me permito manifestar que es deseo dgl'

- solicitante presentar un nuevo texto de la solicitud, el cual ha sido modificado de
canformidad con dichas observaciones, con el fin de definir en forma mas clara y precisa
el“ objeto de la invencion, asi como también con el propésito de limitar el alcance de la
misma y de hacerla perfectamente distinguible de las ensefianzas del estado de la

~ técnica,
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e conformidad con lo anterior, me permito sefalar las siguientes
modificaciones dentro del texto de la descripcion, las cuales corresponden a

espai
o
|
|

| (iiy

(iif)
(iv)
, (V_)
(vi)

{vil)

.correcciones de caracter tipografico debido a errores involuntarios cometidos
en el momento de la traduccién y preparacion del texto de la solicitud en
1, permitiendo asi una mayor y mejor comprensién de la misma:

Se ha reemplazado el término incorrecto “prebidtica” por el término correcto
“probiética” en las lineas 13 y 19 de la pagina 8, la linea 17 de la pagina

15, y la linea 26 deé la pégina 28 de la descripcion;

Se ha reemplazado el término incorrecto “inactividad” por el término

correcto “inactivada” en la linea 11 de la pagina 14 de la descripcién;

Se ha reemplazado el término incorrecto “probidtico” por el término correcto
“prebiotico” en la linea 29 de la pagina 18 y la linea 2 de la pagina 19 de la

descripcion;

Se ha reemplazado la expresion incorrecta “El pH promedio pH 3.4” por la
expresién correcta “El pH promedio fue de pH 3.4" en la linea 8 de la

pagina 29 de la descripcion;

Se ha reemplazado la expresion incorrecta “se introdujo un nitrégeno” por la

expresion cofrecta “se introdujo nitrégeno” en la linea 5 de la pagina 34

de la descripcion;

Se ha reemplazado la expresién incorrecta “Esta solucion luego transfiere”
por la expresién correcta “Esta solucién luego se transfiere” en las lineas

25 y 26 de la pagina 42 de la descripcion;

Se ha reemplazado el término incorrecto “kenterobacteriacea” por el término
correcto “enterobacteriacea” en la linea 21 de la pagina 52 de la

descripcion;

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

de" y “de la manera en que” por las expresiones correctas “potencial de

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

respectivamente, de la pagina 56 de la descripcién;
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(ix)

(x)

(xii)

Se han reemplazado las expresiones incorrectas “Parckard”, “laproliferacion
y “enla” por las expresiones correctas “Packard”, “la proliferaciéon” y “en
la” en las lineas 6, 9 y 13, respectivamente, de la pagina 59 de la

descripcion;

Se han reemplazado las expresiones incorrectas “Esto tiende en las cepas
candidatas potenciales de seleccién” y “anti-cancder” por las expresiones
correctas “Esto tiende a la seleccién de cepas candidatas potenciales”
y “anti-cancer” én las lineas 5 a 6 y 7, respectivamente, de la pagina 60 de

la descripcién;

(xi) Se han reemplazado las expresiones incorrectas “para amplificadores de

citosina canina_" y “los resultados expresan comunidades arbitrarias” por las
expresiones correctas “para la amplificacion de citosina canina” y “los
resultados se expresan como unidades arbitrarias” en las lineas 4 y 13
a 14, respectivamente, de la pégina 56 de la descripcion. Adicionalmente, en
la misma pagina, se han eliminado las frases “densidades de pixeles de cada
banda de producto de PCR” y “bacterias se diluyeron en el medio RPMIL” de
las lineas 16 a 17 y 23 a 24, respectivamente, ya que dichas expresiones se

encuentran repetidas dentro del texto;

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 lo largo” por las expresiones
correctas “que tienen ndtablemente menos caspa’, “Aquellos
alimentados en la dieta “B"", “Se encuentra que estas caracteristicas
no difieren” y "manera substancialmente homogénea a todo lo largo”
en las lineas 8, 9 a 10, 12 a 13 y 29, respectivamente, de la pagina 64 de la

descripcion;

(xiii) Se han reemplazado las expresiones incorrectas “En las lecturas del” y “que

substituyen el resto” por las expresiones correctas “Las lecturas del” y
“que constituyen el resto” en las lineas 1 y 19, respectivamente, de la

pagina 67 de la descripcion; y

xiv) Se han reemplazado las expresiones incorrectas “Enterococcus SF68”, “se
p _

utilizan a 125°C”, “Como un complemento prebidtico” y “el empaque

adicional én la forma de sobrecitos con cepas de las siguientes especies de
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lactobacilos se proporcionan” por las expresiones correctas “Enterococcus

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

probidtico” 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 pagina 68 de la
descripcion.

iAhora bien, en su Concepto Técnico el sefior Examinador sefala que en la

descripcion “No se evidencia claramente el desarrollo realizado, dejando indeterminadas

las cafacteristicas técnicas del invento, en especial en lo que se refiere a las

composiciones desarrolladas.

' Segin el articulo 29 de la Decisién 486 para la caracterizacion y
diferenciaciéon de microorganismos debe realizarse un deposito en un Organismo
Intenj‘hacional reconocido; los depésitos en colecciones privadas no subsanan
este fequisito. Por lo tanto los microorganismos reclamados (reivindicaciones 1-6 y

depehdientes) no estdn soportados enteramente en la descripcion” (resaltado fuera
de texto).

| Sobre este particular, me permito manifestar que a partir de una lectura
cuidadosa del texto de la descripcidn, la persona versada en la materia si puede
combrender claramente cuales son las caracteristicas técnicas del invento, esto es,
cualés son las cepas aisladas, identificadas, caracterizadas y diferenciadas por el
soliditante, toda vez que las mismas han sido depositadas efectivamente ante un
Orgénismo Internacional de Depdésito reconocido conforme al Tratado de Budapest sobre
el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los Fines del
Pro{:edimiento en Materia de Patentes, tal como se expone de la linea 31, pagina 10, a la

linefa 10 de la pagina 11, en donde se establece lo siguiente:
o

~ “lLas 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
ejémplo bajo el tratado de Budapest, en la Coleccion Nacional de Cultivo de
Microorganismos, 25 rue du docteur Roux, 75724, Paris, Francia, el 19 de abril
del 2000, bajo las siguientes referencias CNCM I-2448, CNCM I-2449, CNCM I-

2450, CNCM 1-2451, CNCM I-2452 y CNCM I-2453, respectivamente” (resaltado
fuera de texto).

Por lo tanto, teniendo en cuenta las modificaciones realizadas al capitulo
reivindicatorio, las cuales se detallardn mas adelante, es completamente claro que las
nuevas reivindicaciones de producto 1 y 8, relacionadas con los microorganismos
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anteriormente mencionados, tienen pleno sustento en la descripcion y han sido
perfectamente caracterizados y diferenciados mediante el depésito hecho ante una
entidad reconocida como lo es ia Coleccién Nacional de Cultivos de Microorganismos de

Paris.

Adicionalmente, me permito sefialar que el desarrollo realizado en la presente
solicitua ha sido expuesto en forma suficiente y completa dentro del texto de la
descripf:ién, particularmente en lo relacionado con la identidad y caracteristicas de las
cepas feveladas, el método de seleccion de las mismas, las composiciones que las
contienjen y los métodos de produccién de dichas composiciones, tal como ha sido
enseﬁafdo mediante los ejemplos que hacen parte del texto presentado, toda vez que se
han se‘jﬁalado las condiciones para la seleccion de las cepas que hacen parte de la
compo#icién alimenticia reclamada, asi como también se han descrito los componentes
adicioniales que pueden estar contenidos en dichas composiciones.

fDe igual manera, en los ejemplos se han proporcionado datos acerca de la
evaIua:cién de las composiciones alimenticias para mascotas objeto de la invencion frente
a difefjentes condiciones presentes en perro y gatos, demostrando asi efectividad de las
misma:‘s en relacién con dietas basadas en composiciones comerciales convencionales, tal

como %e ha revelado en los ejemplos 3 a 13 de la descripcién.
|

‘ Finalmente, y en conexién con lo anterior, en la descripcién de la solicitud también
se ha aportado la informacion necesaria acerca de la naturaleza y componentes de la
compdsicién alimenticia revelada en la invencion, tal como se puede apreciar en las
péginas 14 a 20 de la memoria descriptiva, en las que se hace referencia de una manera
mas éSIUe suficiente de las caracteristicas técnicas que poseen las composiciones para
mascc:btas ensefiadas por el solicitante, informacion que adicionalmente se ve
compljementada con los ejemplos ya mencionados acerca de la seleccién de las cepas
bacteirianas a ser introducidas en tales composiciones y los productos alimenticios

!

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

- Por todo lo anterior, me permito manifestar al sefior Examinador que la
descrfipcic’m de la presente solicitud cumple efectivamente con los requisitos sefialados en
el arficulo 28 de la Decisién 486, toda vez que la divulgacion realizada por el solicitante
ha si@o suficientemente clara y completa para su comprension y ejecucion por parte de
una ﬂpersona versada en la materia técnica, quien sabria como llevar a cabo la invencién

a paﬁtir de las ensefianzas contenidas en dicho texto.
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3.2! Claridad del Capitulo Reivindicatorio:

. Por otra parte, me permito dmglr la atencién del sefior Examinador al hecho de
que debidamente autorizado por mi representado, se ha reemplazado el capitulo
rei\(indlcatono actualmente presentado por un nuevo capitulo compuesto por 8
reivindicaciones, en el que las nuevas reivindicaciones 1 a 7 corresponden a las
reiQindicaciones 1 a4y 8 a 10 del capitulo reivindicatorio concedido para la Patente
Euf“opea No. EP 1 290 136 equivalente a la presente solicitud (de la cual me permito
anexar copia de la caratula y las reivindicaciones) y en el que la nueva reivindicacion 8
cofresponde a una combinacién de la materia contenida en las reivindicaciones 17 y 22 a

24 originalmente presentadas.

De manera particular, me permito sefialar que la nueva reivindicacién 1,
co“rrespondiente a la reivindicacién 1 concedida por la Oficina de Patentes Europea y
dirigida a la proteccién de ciertas cepas especificas de bacterias del &cido lactico, tiene
pleno sustento dentro de la descripcion de la solicitud, toda vez que tal como ya fue
mfencionado, estas cepas fueron debidamente caracterizadas y diferenciadas mediante el
dépésito realizado ante una entidad reconocida por el tratado de Budapest, como lo es la
Cﬁleccién Nacional de Cultivos de Microorganismos de Paris (ver paginas 10 y 11 de la

déscripcién de la presente solicitud).

i Adicionalmente, me permito sefialar que el sustento para este nuevo capitulo
rgivindicatorio se encuentra a lo largo de la descripcién, especialmente en los ejemplos
de las paginas 25 a 41, en el que se describen los criterios de seleccion de las cepas
bacterlanas obJeto de la presente invencién, tanto para los métodos de obtencién de las

cepas como de preparacuon de fas composmones alimenticias que las incluyen.

Por otra parte, resulta pertinente resaltar que dentro de este nuevo juego de
reivindicaciones se han subsanado las faltas relacionadas con la redaccion de las
reivindicaciones, se han definido los métodos mediante las etapas necesarias y las

composiciones por los elementos esenciales que las constituyen.

‘ Ahora bien, de conformidad con las anteriores modificaciones, es claro que
'mediante la cancelacion de algunas expresiones poco claras y la forma como se ha
;presentado ahora tanto el texto de la descripcién como el nuevo capitulo reivindicatorio,
; se han superado plenamente todas las observaciones que al respecto se han presentado
f por parte del sefior Examinador en su Concepto Técnico No. 1195, ya que se ha definido
‘el objeto de la invencién de manera tal que resulta completamente claro para una
_persona versada en la materia interesada en las ensefianzas de la solicitud, asi como
también resulta claro hasta donde llega el alcance de la misma.
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Finalmente, me permito resaitar que dichas modificaciones no amplian de
ning‘ na forma el alcance de la solicitud tal como fue originalmente presentada, ya que
las mismas se presentan con el fin de dar respuesta a las objeciones del sefior
Examinador y constituyen en si mismas una limitacion de la materia como se _'pre'senté
inicialmente ante ese Despacho. "

R 3 No eés una i cion:

Respecto a la objecién. realizada por el Sefior Examinador, dirigida a que las
reivindicaciones 1 a 6 de la 'presente solicitud de patente no pueden ser consideradas
como invencién de acuerdo con el articulo 15 literal a)-f) de la Decisién 486 teniendo en
cuenta que: “bajo la legislacién colombiana el todo o parte de microorganismos vivos tal
" como se encuentran en la naturaleza no se considera una invencién, las cepas
bacterianas aisladas (reivindicaciones‘ 1-6 y dependientes), tal como se reclaman, no se
confderan materia susceptible de patente. |

De tratarse de cepas.desarrolladas en el laboratorio deben poder diferenciarse de
las naturales. De no ser asi, las cepas que correspondan con las silvestres deberan

excluirse”

De la manera més respetuosa me permito afirmar que difiero de la objecién hecha
“a este respecto por el Sefior Examinador, pdr cuanto dicha objecion va en directa
violacion de las norma$ Andinas y Tratados Internacionales suscritos por Colombia en
materia de Propiedad Industrial. |

Lo anterior, teniendo en cuenta que la norma aplicable en materia de propiedad
industrial en Colombia es la. Decisién 486 y ésta en su articulo 15 dispone: “No se

consideran invenciones:

(a) los descubrimientos, las teoria cientificas y los métodos matematicos.

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

(b) los procesos biolégicos naturales, el material biolégico existente el todo o
que pueda ser aislado, inclusive genoma o germoplasma de cualguier ser

vivo natural;

(c) las obras literarias y artisticas o cualquier otra protegida por el derecho de

autor;

(d) los planes, reglas y métodos para el ejercicio de actividades intelectuales,
Jjuegos o actividades econémico-comerciales;
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%e) los programas de ordenadores o el soporte légico, como tales; y,

%ff) las formas de presentar informacién”. (Negrilla nuestra)

/Este Despacho erroneamente considera que la materia objeto de proteccidén por
e esta solicitud esta comprendida en el numeral b) de la norma arriba citada y por

parte
jo no acéepta su proteccién. Sin embargo, este Despacho no ha tenido en cuenta

lo tan
que eéta misma Decision 486 en su parte final, esto es en la Disposicion Transitoria

Segurd_a dispone:

-

“Los microorganismos serdn patentables hasta tanto se adopten medidas
distintas resultantes del examen previsto en el apartado b) del articulo 27,

numeral 3 del ADPIC” (Negrilla nuestra).

En este sentido es importante sefialar adicionalmente, que el acuerdo ADPIC el

cual fue ratificado en Colombia mediante Ley 172 de 1994, actuaimente vigente en
nuestro pais, en su articulo 27, apartado b del numeral 3 dispone que: “Los

M/‘eﬁwbros podrén excluir asimismo de la patentabilidad:

(a) los métodos de diagndstico, terapéuticos y quirdrgicos para el tratamiento
de personas o animales;
(b) flas plantas y los animales excepto los microorganismos, y los
procedimientos esencialmente bioldgicos para la produccion de plantas o
| animales, que no sean procedimientos no bioldgicos o microbioldgicos. Sin
embargo, los Miembros otorgardn proteccion a todas las obtenciones
vegetales mediante patentes, mediante un sistema eficaz sui generis 0

mediante una combinacién de aquéllas y éste.

presente apartado serdn objeto de examen cuatro afios después de la

entrada en vigor del Acuerdo sobre la OMC.. (Negrilla nuestra)

’

|

’

| mediante patentes.

|

Las disposiciones del

Por lo tanto de acuerdo con la disposicién arriba transcrita de los ADPIC, y a la

vez la referencia hecha a la disposicion transitoria segunda de la Decisién 486, es

/completamente claro que la legislacién colombiana si permite la patentabilidad de los
/microorganismos sin consideraciones adicionales especificas en cuanto a que los
microorganismos deban ser modificados o no, lo cual constituye una aclaracion al articulo
/‘ 15 numeral b) donde se hace referencia de manera general a seres vivos tal como se
encuentran en la naturaleza, y en consecuencia excluyendo por lo tanto de esta
prohibicion a los microorganismos, considerandolos susceptibles de proteccién
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| Ahora bien, habiendo aclarado el hecho de que los microorganismos si son
suscéptibles de proteccién mediante patente, de acuerdo con lo sefialado en el acuerdo
de h;Ss ADPIC, al cual hace referencia la disposicién Transitoria Segunda de la Decision
48675 me permito llamar adicionalmente la atencién de ese Despacho a lo que se sefiala
en el Manual Andino en relacion con el tema de los microorganismos.

i
|
;

| El mencionado Manual Andino de Patentes establece lo siguiente: “E/
patentamiento de microorganismos es una excepcién a la prohibicién de
patentabilidad de material biolégico. En consecuencia, su patentabilidad esta sujeta

a /é.' Segunda Disposicion Transitoria de la D. 486", (Negrilla nuestra).

‘ Si el Manual Andino de Patentes el cual ha sido elaborado por la Secretaria
Géneral de la Comunidad Andina, tomando como base la normativa andina vigente, la
juﬁsprudencia del Tribunal Andino de Justicia, y la préctica de las distintas Oficinas de los
pa%ises involucrados; y ademéas esta dirigido especialmente a armonizar los conceptos de
pz%tentabilidad y sefialar la correcta interpretacién de los mismos bajo la visién de las
né)rmas comunitarias expuestas en la Decisién 486 de la Comunidad Andina, establece
qbe frente a la prohibicién de patentar material bioldgico hay una excepcion y es el
pfatentamiento de microorganismos, no existe discusiéon de que dicha materia es
ﬁerfectamente patentable en la Comunidad Andina y adicionalmente, que ninguna de
estas disposiciones exige la modificacion del microorganismo para poder ser materia

g;usceptible de proteccion mediante patente.

! Teniendo en cuenta todo lo anterior, no se entiende como este Despacho de
manera arbitraria objeta la patentabilidad de un microorganismo, cuando normas
superiores como lo es el acuerdo ADIPC y la decisién 486 son claras en permitir su

‘proteccién.

En consecuencia es claro que la materia protegida por la nueva reivindicacion 1 si
' es susceptible de proteccién mediante patente, y por lo tanto se le solicita a este
i Despacho, proceder a conceder el privilegio de patente solicitado.

5. Excepciones a la patentabilidad:

Bajo este acdpite, el sefior Examinador ha manifestado que “En las
reivindicaciones 26 a 31 se reclaman métodos de diagndstico o tratamiento” los cuales,
de conformidad con el articulo 20 de la Decisiéon 486, no son patentables.

Sobre este particular, me permito dirigir la atencién del sefior Examinador al
hecho de que mediante las modificaciones realizadas al capitulo reivindicatorio, se han

1 COMUNIDAD ANDINA, Secretaria General, “Manual Andino de Patentes”, Noviembre de 2003, Lima, Per(i, pagina 52.
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eliminado las reivindicaciones dirigidas a métodos de tratamiento o diagndstico,
superando asi plenamente cualquier objecion al respecto. "

6. Reivindicaciones relativas a un uso o a un uso distinto:

De conformidad con lo expuesto en el Concepto Técnico No. 1195 “las
reivindicaciones 7 — 16 reclaman el uso de microorganismos aislados en formulacion de
composiciones para alimentacién y tratamiento de mascotas”, los cuales segin los
articulos 14 y 21 de la Decisién Andina 486, no corresponden a materia susceptible de

ser patentada.

En relacién con lo anterior, me permito sefialar que de acuerdo con las
niodif(‘icaciones realizadas al capitulo reivindicatorio de la presente solicitud, las
reivindicaciones dirigidas a un uso también han sido eliminadas, dando asi respuesta
definikiva a las objeciones que sobre este particular fueron formuladas por el sefor
Examinador.

7. Antecedentes técnicos:

La presente invencién se refiere a nuevas bacterias de &cido lactico que se han
aislado y seleccionado por su potencial probidtico, asi como también a los métodos para
su seleccion, a las composiciones de alimento para mascotas que contienen dichas cepas
y los métodos para la fabricacion de tales composiciones.

En la actualidad, se ha reconocido que el bienestar de los animales domésticos se
relaciona estrechamente con la alimentacién, por lo que las composiciones alimenticias
para mascotas, ademds de proporcionar valor nutritivo, influyen en el equilibrio de la
microflora intestinal y pueden conducir o prevenir trastornos gastrointestinales.

En relacién con lo anterior, se ha determinado que los constituyentes de la
micLoflora gastrointestinal de perros y gatos esta compuesta, principalmente, por
Bacteroides sp., Clostridium sp., Enterobacteriaceae, Bifidobacterium sp., Lactobacillus
sp., Streptococcus sp., Staphylococcus sp. y levaduras, en donde el nimero y
composicién de esta flora endégena tiende a ser mas bien estable, aunque la edad y en
un menor grado ef alimento, pueden modificarla.

También se ha determinado que factores como la acidez gastrica, bilis, peristalsis
intestinal e inmunidad local son importantes en la regulacién de la flora bacteriana en el
intestino delgado de los seres humanos y otros mamiferos, y que frecuentemente, los
trastornos gastrointestinales de felinos y caninos se relacionan con el sobrecrecimiento
bacteriano y la produccién de enterotoxinas producidas por bacterias pétégenas.

10
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' Por lo tanto, durante los Ultimos afios la investigacion se ha enfocado en algunas
cepés valiosas de acido lactico y su uso potencial como agentes probidticos, esto es,
preparaciones microbianas viables que promueven la salud de los mamiferos al conservar
la microflora natural en el intestino. Se piensa que los probidticos se unen a la mucosa
intestinal, colonizando el tracto intestinal e impidiendo de esta forma la union de
micfoorganismo peligrosos al mismo. Sin embargo, un prerrequisito para su accion reside
en {el hecho de que tienen que alcanzar la mucosa del intestino de una forma apropiada y
vialfble y especialmente, que no se destruyan por la influencia del bajo pH que prevalece

en ‘él estomago.

i Ahora bien, no obstante el hecho de gue documentos como la patente US
5,9;68,569 describi la inclusién de un microorganismo probidtico en un cereal de alimento
pa:f*a mascota, es completamente claro que la identificacion de cepas bacterianas capaces
dej accién probidtica constituye uno de los objetivos principales en este campo de
in\(festigacién, toda vez que existe la necesidad de proporcionar nuevas cepas que se
ad:apten particularmente a las necesidades de las mascotas, de manera tal que se
pufedan seleccionar precisamente por sus altas propiedades probidticas benéficas para los
anfimales domésticos, con el fin de ser incorporadas en composiciones alimenticias para
la$ mascotas.

i En este sentido, la presente invencién surge como una respuesta altamente
eﬁectiva a estas necesidades, toda vez que ni en el documento de patente anteriormente
m“encionado, ni en el estado de la técnica conocido, se proporciona informacion respecto
a\ilas cepas bacterianas de acido lactico propuestas especificamente por el solicitante
p%ra la salud de las mascotas, por lo que el presente desarrollo representa una novedosa
e inventiva alternativa en el campo de las composiciones alimenticias con actividad
probidtica benéfica para los animales domésticos, toda vez que combinados con el
a;limento, estos microorganismos ejercen de manera particular sus efectos benéficos
drobiéticos en el buen sabor, digestion y salud del intestino, funcién inmunitaria y
condiciones sanitarias, estas ultimas por medio de la contribucion a una reduccion del
Vjolumen fecal y al menos una desodorizacién parcial de las heces caninas, contribuyendo

|
asf al avance tecnoldgico en'el campo de los productos alimenticios para mascotas.

8. Nivel Inventivo:

‘ Tal como se ha mencionado anteriormente, la presente invencién se relaciona con
hovedosas cepas de bacterias de &cido lactico con actividad probiética, los métodos para
su seleccién, las composiciones alimenticias que contienen dichos microorganismos y los
1fmétodos de fabricacion de tales composiciones, cuyo objetivo es tener “un impacto
fbenéfico particular en los patégenos intestinales tal como las cepas Salmonella

11
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typhierium, Escherichia coli, Shigella dysinteriaea u otras Enterobacteriaceae
patogédicas que colonizan mascotas o parasitos tales como helmintos (Toxocara spp.),
protozoérios (Cryptosporidium spp, Giardia spp., Pentatrichomonas hominis, Entamoeba
histo/yt?‘ca, Toxoplasma gondii, ...) o levaduras” (linea 26 de la pdgina 7 a linea 2 de la
pagina 8 de la descripcién de la solicitud).

|

;‘En este sentido, se puede afirmar que el problema de la presente invencién es
propor?:ionar un producto alimenticio que comprenda un microorganismo, que tenga una
alta adtividad probidtica en mascotas y que sea capaz de sobrevivir y colonizar el tracto
gastrointestinal de una mascota que lo ingiera. La solucidn a este problema se soluciona
con lés cepas bacterianas reclamadas de acuerdo con la nueva reivindicacion 1, las
cuales eran completamente desconocidas en el estado de la técnica, y con las que se
pueddn elaborar las composiciones alimenticias probidticas nutricionalmente balanceadas
revel#das, las cuales son efectivas en la provision de un efecto profildctico cuando se

‘ s ’
alimenta a una mascota con tal composicién como una comida completa.

' Antes de analizar la altura inventiva de la presente solicitud frente a la referencia

Us 5;‘1,968,569 (D1), citada por el sefior Examinador como el estado de la técnica mas
cercz%no, me permito sefialar que dicho documento ya habia sido considerado por el
solicitante dentro de los antecedentes técnicos expuestos en la descripcion de la presente
inveﬁcién, al igual que en los antecedentes de la patente Europea correspondiente con la
solicﬁtud bajo estudio y concedida bajo el nimero EP 1 290 136. A pesar de que este
antécedente fue mencionado dentro de la descripcién de la presente solicitud, el
exarjfninador Europeo concedié la patente con las modificaciones que se estdn realizando
con fel presente escrito a la solicitud de la referencia, al considerar que no afecta el nivel

|
inventivo de la presente invencion.

| Ahora bien, en su Concepto Técnico el sefior Examinador establece que las
rei\%indicaciones 17 a 25 de la presente invencion carecen de nivel inventivo porque, en
for;ﬁ“na general, “el concepto de incluir probidticos en alimentos y suplementos para
me{jorar la salud de animales es materia de dominio publico” y ya en forma patticular,
pofrque el documento citado “divulga una composicion probiética que utiliza cepas de los
géneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. y Enterococcus spp. Y una matriz o
catrier farmacéuticamente aceptable en diferentes presentaciones”, por lo que “de
acperdo al estado de la técnica, siendo el problema y la solucién planteada en la solicitud
ed estudio ampliamente conocidos y teniendo en cuenta que el ajuste de componentes y
lafeleccién de formas de presentacion son actividades cotidianas para un técnico versado
en la materia, el desarrollo de una composicion para los objetos reclamados se
cénstituye como evidentemnente derivado del estado de la técnica”.

12
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! En relacién con los puntos anteriormente expuestos, me permito inicialmente
s¢ﬁalar que como resultado de las modificaciones realizadas al capitulo reivindicatorio, la
rﬁateria objeto de las reivindicaciones 17 a 25 ha sido reemplazada por la composicidn
a!imenticia reclamada mediante la nueva reivindicacion 8, en la cual se han definido los
cbmponentes especificos de la composicién reclamada de forma tal que la misma no
puede resultar obvia o evidente a partir de las ensefianzas del estado de la técnica.

| Mas importante ain, me permito resaltar que frente a la materia de las nuevas
rgéivindicaciones 1 a 7 restantes, el documento D1 es completamente silencioso, toda vez
qlue no describe la cepas bacterianas reveladas por el solicitante y mucho menos, los
t%étodos para su aislamiento y para la produccion de las composiciones alimenticias que
Ibs contengan, por lo que dicha referencia no constituye un elemento relevante capaz de
desvirtuar la altura inventiva de la presente solicitud, toda vez que no podria conducir en

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

Ifa invencién bajo estudio, requisito indispensable para poder afirmar una supuesta falta

él articulo 16 de ia Decisidén 486.

\
| En efecto, el solicitante se permite llamar la atencion del sefior Examinador al

|
;lhecho de que, tal como fue expuesto en los antecedentes técnicos consignados en la
ﬁdescripcién de la presente solicitud, si bien el documento D1 hace referencia a la
ginclusién de un microorganismo probiodtico en un cereal de alimento para mascotas, esta
freferencia carece de cualquier informacion respecto a las cepas propuestas
jespecificamente mediante la invencidn en discusion, por lo que resultaria imposible para
}la persona versada en la materia no solo llegar a tales cepas desconocidas, sino ademas
‘festablecer en forma evidente que tienen actividad probiética, pueden funcionar en el
fambiente gastrointestinal adecuado, se pueden incorporar en una composicion
: alimenticia y ejercen un efecto profilactico benéfico para la salud de los animales

|
| domésticos.
i

| Adicionalmente, en relacién con la materia reclamada mediante las nuevas

' reivindicaciones 2 a 7, es completamente claro que la referencia citada no puede afectar
jel requisito de nivel inventivo de la presente invencion, puesto que alli se estan
protegiendo los métodos de obtencién de las novedosas cepas reveladas por primera vez
 en esta solicitud y para la produccion de las composiciones que contienen tales cepas,
todos ohjetos que no podian ser mencionados por un documento como D1, el cual no
presenta la especificidad ni la selectividad frente a las cepas bacterianas de acido factico
tal como si sucede con la presente invencién, razén mdas que suficiente para poder
afirmar que la persona versada en la materia no encontraria ninguna sugerencia para

desarrollar los métodos en mencion.

13



LLOREDA & CIiA. S. A.

A0

B Por otra parte, el sefior Examinador ha establecido que las composiciones de la
finvencién carecen de nivel inventivo porque “el concepto de incluir probiodticos en
alimentos y suplementos para mejorar la salud de animales es materia de dominio

publico”.

} | Sobre este particular, me permito sefialar como primera medida que el objeto de
la invencién no es la inclusion de probidticos per se en alimentos como al parecer
icbnsidera el sefior Examinador, ya que de la lectura de las reivindicaciones, es claro que
‘e‘:l objeto para el cual se pretende proteccion, corresponde a las novedosas cepas

bacterlanas de Acido lactico, los métodos para su obtencién y para la produccion de

composncmnes alimenticias que las contengan, asi como tales composiciones, es decir,

productos y métodos tangibles que simplemente incorporan un concepto ya conocido en
‘el estado de la técnica, pero que no puede restarle altura inventiva a un desarrollo que
; rgo solo presenta efectos técnicos benéficos, sino que ademas corresponde a un resultado
%ciompletamente sorprendente e inesperado para una persone versada en la materia,
: ciuien al desconocer la existencia de las cepas ya mencionadas, carece absolutamente de
‘ cualqmer sugerencia, clave o pista para poder al menos imaginar tales microorganismos

i y mucho menos sus caracteristicas probidticas.

\

|

) En este sentido, me permito realizar una comparacion de caracter meramente

| ilustrativo con lo que sucede en otro campo de la tecnologia, como lo son las

' composiciones farmacéuticas. En efecto, es ampliamente conocido el concepto de incluir
ij principio activo novedoso dentro de una composicion farmacéutica para que dicho

‘ ;j)rincipio sea Util, y no por ello la composiciéon carece de altura inventiva, puesto

| que es el propio principio farmacéutico hasta ese momento desconocido, el que hace que

I;a composicién no sea obvia o evidente, puesto que no se puede predicar obviedad en la

1 ’rj’ormulacién de un principio activo cuando éste no era conocido en el estado de la técnica.

{ En gracia de discusién, en el presente caso ocurre algo similar, toda vez que el
‘ ‘fprincipio activo” de la composicion alimenticia reivindicada corresponde a las cepas
bacterianas de &cido lactico reveladas por primera vez mediante la presente
1 ;olicitud, por lo que su inclusién dentro de una composicion con caracteristicas
probiéticas no puede resultar evidente para una persona versada en la materia que

desconoce completamente la existencia de tal “principio activo”.

Ahora bien, en relacion con la referencia D1, me permito dirigir la atencion del
‘ Eeﬁor Examinador al hecho de que este documento de patente, tal como el mismo sefor
| jExaminador reconoce, revela la inclusién de “cepas de los_gémeros Lactobacillus spp.,
biﬁdobacterium spp. y Enterococcus spp.”, o que en otras palabras significa que la falta
de especificidad de esta referencia haria imposible pensar que, para la persona versada

en la materia que toma como base tal documento, resulta obvio el desarrollo de una

14
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cdrﬁposicién que contiene especificamente las cepas particulares de Lactobacillus
réuteri NCC2581 (CNCM 1-2448), Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM I-
2449), Lactobacillus reuteri NCC2592 (CNCM 1-2450), Lactobacillus reuteri
NCC2603 (CNCM 1-2451), Lactobacillus rehteri NCC2613 (CNCM I-2452) y
;q‘ctobacillus acidophilus NCC2628 (CNCM I-2453), maxime cuando las mismas

ni siguiera han sido ensefiadas en el estado de la técnica.

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

;Sdlicitud si posee el nivel inventivo requerido frente a las ensefianzas del documento
f‘cjtado como estado de la técnica mas cercano, toda vez que para una persona versada
Qh la materia, que tomara como base la materia descrita en tal referencia, resultaria
fimposible desarrollar un producto alimenticio de caracteristicas probidticas como el

ensefiado por el solicitante, dado que tal como se ha sefalado anteriormente, este

documento no revela ni sugiere la existencia de las cepas bacterianas de acido lactico
f especificas reveladas por primera vez mediante la presente solicitud, ni proporciona
informacién técnica que pudiera ser considerada como relevante para permitir una
" derivacion evidente u obvia de la misma, tal como lo exige la Iegislacién Andina para
~ considerar que una solicitud de patente no cumple con el requisito de altura inventiva.

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

' | nhuevas reivindicaciones, tal como han sido modificadas y presentadas junto con este
- memorial, si cumple con el requisito de nivel inventivo requerido y, por tanto, es
i merecedora del privilegio de patente solicitado.

. Anexo me permito presentar:

(i) Recibo niimero 07-83.536, expedido por la Superintendencia de Industria y

Comercio, que acredita el pago de las modificaciones mencionhadas;

(i) Copia del texto completo de la descripcién y del capitulo reivindicatorio ahora
modificados, que reemplaza al 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 carétula y las reivindicaciones de la patente EP 1 290
136, correspondiente a la solicitud Europea concedida equivalente a la

presente invencion.
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NUEVOS PROBIOTICOS PARA APLICACIONES DE ALIMENTO DE

MASCOTAS

La presente invencién se refiere a nuevas
bacterias de &cido léactico y de manera mads particular
a microorganismos de los géneros Lactobacilllus,
Bifidobacterium y Streptococcus (Enterococcug) que se
han aislado y seleccionado por su potencial
probidético. La presente invencién también se refiere
a su uso en la preparacidén de composiciones de
alimento para mascotas, propuestas para mejorar 1la
salud de las mascotas y a composiciones que contienen
la misma. También se proporcionan métodos para
mantener o mejorar la salud de las mascotas a través
de la alimentacién a una mascota de estos

microorganismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El bienestar de los animales domésticos se
relaciona estrechamente a su alimentacidn. La
alimentacién correcta debe dar por resultado una
mascota en forma y saludable. Ademds de proporcionar
valor nutritivo, la composicidén alimenticia influye
en el equilibrio de la microflora intestinal y puede
conducir o prevenir trastornos gastrointestinales.
Por lo tanto, el conocimiento con respecto a los
procesos de digestién y el tracto gastrointestinal de
los animales saludables es integral al entendimiento
de una practica alimenticia factible. Como

carnivoros, los gatos y perros se caracterizan por
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tracto digestivo corto y una répida velocidad de

flujo del bolo alimenticio.

Entre los constituyentes de la microflora

gastrointestinal de gatos y perros, se pueden
recuperar Bacteroides sp., Clostridium sp.,
Enterobacteriaceae, Bifidobacterium sp..

Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Staphylococcus
sp. Yy levaduras.

El nimero y composicién de esta flora
enddgena tiende a ser m&s bien estable, aungue la
edad y en un menor grado, el alimento pueden
modificarla. La acidez géastrica, bilis, peristalsis
integstinal e inmunidad local son factores gue se
ponsideran importantes en la regulacién de la flora
bacteriana en el intestino delgado de 1los seres
humanos y varios otros mamiferos.

’Frecuentemente, los trastornos
gastrointestinales de felinos y caninos se enlazan al
sobrecrecimiento Dbacteriano y la produccién de
enterotoxinas producidas por bacterias patbgenas.

Durante los dltimos afios, la investigacién
se ha enfocado en algunas cepas valiosas de bacterias
de &cido l&actico y su uso potencial como agentes
probidticos. Los probiéticos se consideran que son
preparaci&nes microbianas viables gque promueven la
salud de los mamiferos al conservar la microflora
natural en el intestino. Los probiéticos se piensa

que se unen a la mucosa intestinal, colonizan el

~ tracto intestinal y de este modo impiden la unibn de

microorganismos peligrosos al mismo. Un prerrequisito

para su accién reside en que tienen que alcanzar la
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mucosa del intestino de una forma apropiada y viable
y especialmente gue no se destruyan por la influencia
del bajo pH que prevalece en el estémago. En
particular, la fisiologia del tracto digestivo de
perros y gatos difiere de los humanos. Por ejemplo,
el pH promedio en el estédmago es de aproximadamente
3.4 para perros Yy 4.2 para gatos.

Aungue la Us 5,968,569 describe la
inclusién de un microorganismo probidético en un
cereal de alimento para mascota, ni é&ésta, ni 1la
técnica anterior restante, disponible proporciona
inférmacién 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 dque se hayan

seleccionado por sus altas propiedades probiéticas

benéficas para la salud de mascotas e incorporen
estas cepas en una composiciébn de alimento para

mascotas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

De acuerdo con un primer aspecto de 1la
invencidn, se proporciona un nuevo microorganismo
probidtico de bacterias de acido lactico,
seleccionado por su capacidad para sobrevivir vy
colonizar el tracto gastrointestinal de una mascota y
para ejercer una actividad probidética benéfica en la

salud de la mascota.

o'



10

15

20

25

30

La cepa prebidtica se puede seleccionar de
fiactobacilos, bifidobacterias o enterococos.
| La cepa probidtica se puede seleccionar a
5partir del grupo gue consiste de Lactobacillus
sreuteri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
animalis, Lactobacillus ruminig, Lactobacillus
;johnsonii, Lactobacillus casel, Lactobacillus
;paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
ffermentum y Bifidobacterium spp.

En una modalidad preferida, la cepa

. probidtica se selecciona del grupo que consgiste de

- Lactobacillus reuteri (NCC2581; CNCM I-2448),

Lactobacillus reuteri (NCC2592; CNCM I-2592); CNCM I-
2450), Lactobacillus rhamnosus (NCC2583; CNCM 1I-
2449), Lactobacillus reuteri (NCC2603; CNCM I-2451),
Lactobacillus reuteri (NCC2613; CNCM I-2452),
Lactobacillus acidophilus (NCC2628; CNCM I-2453), o
Bifidobacterium adolescentis (por ejemplo NCC2627), o
Bifidobacterium sp. NCC2657 o enterococcus faecium
SP68 (NCIMB 10415).

La nueva cepa bacteriana se puede usar en
cualquier cantidad desde aproximadamente 1.0E+04 a
aproximadamente 1.0E+12 cfu/animal y de manera
preferente 1.0E+05 a aproximadamente 1.0E+11
cfu/animal y dia, de manera mds preferente de 1.0E+07
a 1.0E+10 cfu/animal y dia.

En un aspecto, la invencién se refiere al
uso de la cepa bacteriana como sgse describe
anteriormente y/o su sobrenadante de cultivo y/o sus
metabolitos, para la preparacién de una composicién

propuesta para el tratamiento y/o profilaxis de

e\
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trastornos asociados para la colonizacién del tracto
intestinal de mascotas por microorganismos
patogénicos. A wmenos que se indique de otro wmodo
claramente en el contexto, la referencia “cepa” se
debe entender que incluye su sobrenadante de cultivo
y/o un metabolismo de la misma.

En otro aspecto, la invencidén se refiere al
uso de la cepa bacteriana como se describe
anteriormente y/o su sobrenadante de cultivo y/o un
metabolito del mismo, para la preparacién de wuna
composicidén propuesta para regular la respuesta
inmunitaria de mascotas. Por el término “regular” la
respuesta inmunitaria, se quiere decir que las cepas
bacterianas descritas anteriormente y/o su
sobrenadante de cultivo y/o sus metabolitos tienen la
capacidad para estimular ya sea c¢iertas funciones
inmunitarias que son importantes a la salud de la
mascota o para modular otras funciones inmunitarias
gque se podrian implicar potencialmente en los
trastornos inmunitarios, tal como inflamacién,
alergia, etc. La estimulacién o modulacidén de estas
funciones inmunitarias se puede lograr al wusar
diferentes combinaciones de 1las cepas bacterianas
descritas anteriormente vy/o su sobrenadante de
cultivo y/o sus metabolitos.

La invencién proporciona adicionalmente un
método 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
el paso de alimentar una mascota con una composicién

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

Ademds, la invencidn proporciona un método
para el tratamiento y/o profilaxis de trastornos
asociados con la colonizacién del tracto
gastrointestinal de mascotas por microorganismos
patogénicos, que comprende el paso de alimento para
magscotas que contiene al menos una cepa aislada de
acuerdo con la presente invencidn.

La invencidn también proporciona un método
para regular la respuesta inmunitaria en mascotas,
que'comprende el paso de alimentar una mascota con
una composicidén de alimento para mascotas que
contiene al menos una cepa aislada de acuerdo con la
presente invencidn. |

La invencidén también proporciona un método
para mejorar o reducir los efectos del envejecimiento
en una mascota, que comprende el paso de alimentar
una magcota con una composicidén que contiene al menos
una cepa aislada de acuerdo con 1la presente
invencidn.

Estos microorganismos seleccionados tienen
un impacto benéfico particular en mascotas en su
tracto gastrointestinal, o en su piel y/o
revestimiento, o su sistema inmunitario y en 1los
efectos del envejecimiento.

Tienen un impacto benéfico particular en
los patdgenos intestinales tal como las cepas
Salmolella typhimurium, Escherichia coli, Shigella
dysenteriaea u otras Enterobacteriaceae patogénicas
que colonizan mascotas o parasitos tal como helmintos

(Toxocara spp.) protozoarios (Cryptosporidium spp,
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comprende una composicién de alimento para mascotas,

nutricionalmente balanceada. Esta composicién

contiene de manera preferente una cantidad suficiente

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

metabolito de la misma, para ser efectiva en 1la

provisidén del efecto profilactico cuando la

composicidn se alimenta a una mascota como una comida
completa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Dentro de 1la siguiente descripcidn, 1la
abreviacién cfu (“unidades de formacién de colonias”)
designa el nfimero de células bacterianas como se

revela por las cuentas micriobolégicas de placas de

agar.
Ademéds, “NCC” designa Coleccién de Cultivos
Nestlé (Nestlé Research Center, Vers-chez-les-Blanc,
Lausana, Suiza).
Con respecto al primer objeto de 1la
presente invencidn, 20 lactobacilos Yy 18

bifidobacterias aisladas de heces de perros y gatos,
se detectaron y seleccionaron con respecto a sus
parametros tecnolégicos y fisiolégicos.

Un primer examen para las aplicaciones

probibdticas potenciales se realizé in vitro (ver

Ejemplos 1 y 2): las caracteristicas de crecimiento,

tolerancia a la acidez gistrica a diferentes pH y
diferentes concentraciones de sales virales presentes
en el duodeno probablemente se van a encontrar en

gatos y perros.

Adicionalmente, la buena supervivencia de

lag células liofilizadas en dos diferentes medios

By

\E2
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| crioprotectores se demostré claramente a 4°C y 20°C

| como se indica por la prueba acelerada de

| almacenamiento.
Estas cepas se pueden caracterizar por
5 1tiempos cortos de generacidén, altas cuentas (mads de
‘1.0E+08 cfu/ml) durante su fase estacionaria y

- estabilidad en altos nlmeros a 8 y 24 horas post-

 inoculacidn, estabilidad a liofilizacién seguido ya

}sea por condiciones de almacenamiento, resistencia a
10 %concentraciones fisiolbgicas de bilis encontradas en
iel duodeno (2% de bilis) y su baja inhibicién cuando
crecen en la presencia de hasta 4% de Dbilis.

EAdicionalmente, los resultados de los andlisis 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 1.0E+06
i

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

biliares. Las cepas también pueden crecer hasta al

20 &enos 1.0E+06 cfu/ml después de aproximadamente 2
ﬁoras a un intervalo de pH de aproximadamente 3.4 a
éproximadamente 4.2,
| Las cepas bacterianas de acuerdo con la
invencién se pueden seleccionar a partir del grupo

25 que consiste de Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
a%idqphilus, Lactobacillus animalis, Lactobacillus
erinis, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus

casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus

rhamnosus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium

30 s;f;.

é Las siguientes cepas Lactobacillus reuteri
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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 la
Coleccidn Nacional de-Cultivo de Microorganismos, 25
rue du docteur, Roux, 75724, Paris, Francia, el 19 de
abril del 2000, bajo las siguientes referencias CNCM
I—2448, CNCM I-2449, CNCM I-2450, CNCM I-2451, CNCM
I-2452 y CNCM 1I-2453, respectivamente. Todas las
restricciones en cuanto a la disponibilidad de estos
depb6sitos se reintegrarén en la primera publicacién
de esta solicitud u otra solicitud gue reivindique el
beneficio de prioridad de esta solicitud.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

Lacgobacillus reuteri CNCM I-2448

- ‘Microorganismo gram-positivo, no mévil, no
espurulento

- Varillas pequefias mds o menos cortas y gruesas

- Microorganismo microaeré6filo con metabolismo
heterofermentable, produccién de &cido L(+) y D(-
). lactico

- Catalasa (-), produccién de CO, de glucosa,
hidrélisis de arginina = produccién de NH3

- Crecimiento con NaCl al 5% y 10%

- Fermeﬁtacién'de azlicares: L-arabinosa, galactosa,

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

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-2449

~ Microorganismo gram-positivo, no mévil, no
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contiene al menos una cepa probidtica gue contiene
los rasgos anteriores, asociada con un soporte
ingerible o una matriz farmacéutica.

Se puede administrar a la mascota como un

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 fraccién de la misma y/o sus metabolitos.

La composicidén de alimento para mascotas,
Enutricionalmente completa de acuerdo con la invencidn
buede estar en la forma de polvo, seco o en un
broducto de alimento para mascotas, himedo, molido o
auto-estable. Estos alimentos para mascotas se pueden
ﬁroducir por maneras conocidas en la técnica con la
condicién que donde se desee la actividad de
ﬁicroorganismo, gse tome cuidado para asegurar la
éﬁpervivencia del microorganismo. Aparte de las cepas
baéterianas y/o su medio fermentado, estos alimentos
para mascotas pueden incluir cualquiera de una fuente
dé almiddén, una fuente de proteina y una fuente de
1ipidos.

| Las fuentes de almidén adecuadas son por
ejémplo, granos y legumbres, tal como maiz, arroz,
trigo, cebada, avena, soya y mezclas de éstas.

Las fuentes de proteina adecuada se pueden
seﬁeccionar de cualquier fuente de proteina animal o
vegﬁtal adecuada; por ejemplo carne y comida, carne
de %ves de corral, carne de pescado, concentrado de
pro%eina de soya, proteinas lacteas, gluten y

similares. Para animales de varios afios, se prefiere
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gue esta fuente de proteina contenga una proteina de
alta calidad.

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

La eleccién de las fuentes de almidén,
proteina y lipido se determinaran ampliamente por las
necesidades nutricionales del animal, consideraciones
de buen sabor y el tipo de producto aplicado. Para
mascotas con varios afios, el alimento para mascotas
contiene de manera preferente, proporcionalmente
menos grasa que los aiimentos para mascotas joévenes.
Adicionalmente, las fuentesgs de almiddén pueden incluir
uno o mads de arroz, cebada, trigo y maiz.

Adicionalmente, también se pueden
incorporar conforme se desee en el alimento para
mascotas, varios ingredientes diferentes, por

ejemplo, azlGcar, sal, especies, agentes de sazén,

vitaminas, minerales, agentes saborizantes, grasas y

similares.
Para los alimentos secos para mascotas, un

proceso adecuado es la coccidn por extrusidn, aungue

. se puede usar el horneado y otros procesos adecuados.

- Cuando se cuece por extrusidn, el alimento seco para

" mascotas usualmente se proporciona en la forma de un

producto molido. Si se usa un carbohidrato

- prebiético, el prebidtico se puede mezclar con los

i otros ingredientes del alimento seco para mascotas

antes del procesamiento. En la solicitud de Patente

- Europea No. 0850569, se describe un proceso adecuado;

la descripcién de la cual se incorpora por

referencia. Si se usa un microorganismo probidético y
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reférentemente menos de 10% en peso. Por ejemplo,
1 prebiético puede compfender de aproximadamente
.1% a aproximadamente 5% ‘en peso del alimento para
ascotas. Para los alimentos para  mascotas, que
psan achiboria'como el prebidtico, la achicoria se
puede incluir para comprender desde aproximadamente

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

‘alimenticia, .. de  manera mas preferente de

proximadamente 1% a aproximadamente 5% en peso.

Los alimehtos para mascotas pueden contener
tros agentes activos tal como 4cidos grasos de
adené larga. .Lbé Acidos grasos de cadena larga,

Py ]

decuados incluyen 4cido "alfa-linoleico, é&cido
jamma-linoleico, dcido linoleico, dcido
eicosapentanoico, y 4&cido docosahexanoico. Los

ceites de pescado son una fuente adecuada de &acidos

‘eicosapentanoico y &cido docosahexanoico. EL aceite

e borraja,Laceite de semilla de grosella negra, y

1 aceite. de primavera vespertina son fuentes

adecuadas de Acido gamma-linoleico. Los aceites de

-

cértamo, aceites de girasol, aceites de maiz y
aceites de soya son fuentes adecuadas de &cido
noleico..

Si es necesario, los alimentos para mascotas se
mplementan con minerales y proteinas de modo que
n nutricionalmente completos. |

Adicionalmente, si se desea, la cepa bacteriana

_puede,endépsular; por ejemplo en una matriz de
ﬁ_car,- matriz de grasa o matriz de polisacdrido.
mbién Se_pUede revestir como se describe en EP 862
3.

La = nueva cepa probidética se usa de manera
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Epreferente de modo que el alimento para mascotas
2contiene de manera preferente cerca 1.0E+04 a
iaproximadamente 1.0E+10 células del microorganismo
Eprobiético por gramo del alimento para mascotas; de
émanera mas preferente cerca de 1.0E+06 a
Eaproximadamente 1.0E+08 células del microorganismo
%probiético por gramo. El alimento para mascotas puede

gcontener aproximadamente 0.005% a aproximadamente 10

% en peso de la mezcla del microorganismo probidtico.
EContiene de manera preferente cerca de 0.02% a
aproximadamente 6 % en peso Yy de manera mas
1preferente cerca de 1 % a aproximadamente 6 % en
épeso.

La cantidad del alimento para mascotas dgue
ée va a consumir por la mascota para obtener un
efecto benéfico dependerd del tamafio de la mascota,
el tipo de mascota y la edad de la mascota. Sin
émbargo, una cant;dad del alimento para mascotas para
ﬁroporcionar una cantidad diaria de aproximadamente
#.0E+03—1.0E+14 cfu de al menos una cepa de bacteria
ae dcido léactico y/o el medio de fermentacidn
équivalente, usualmente seridn adecuados. De manera
ﬁreferente, se administran cerca de 1.0E+092 a 1.0E+1l1
éfu/dia para perros Yy 1.0E¥07 a 1.0E+10 cfu/dia para
éatos.
La composicién de acuerdo con la invencidn
@iene una alta actividad probidética y/o se encuentra
gue es particularmente efectiva para mejorar y/o
ﬁantener la funcidén digestiva saludable en mascotas,

yémejorar vy mantener el tracto gastrointestinal, piel

yyo pelaje, y/o sistema inmunitario, salud de las
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mascotas. Esta composicidén tiene un impacto benéfico
en los efectos del envejecimiento en gatos y perros.
La presente invencién no se limita en el
alcance por las modalidades especificas descritas en
la presente. Los ejemplos se persiguen por una breve

descripcidn de las Figuras.

? FIGURAS

Figura 1: Proliferacién de 1linfocitos de

- células mononucleares de la sangre periférica, canina

E(PMBC) en la estimulacidn con mitdégenos o ésteres de
iforbol. Lags PMBC de perros alimentados durante 4
asemanas con (barras negras) o sin (barras blancas) L.
lacidofilus NCC2628 se estimularon con diferentes
%mitégenos a dosis (pu/ml) indicadas en la grafica. Los
@itégenos con PHA (Fitohemaglutina), conA
(concanavalina A), PWM (mitdégeno de hierba) y éster
@e forbol son PMA/iono (miristato-acetato de forbol e
ionomiicina). *=P<0.05, prueba t de Student.
l Figura 2: Citocinas producidas por
feucocitos caninos estimulados con diferentes cepas
de probidticos. Los leucocitos de perros adultos
ﬁprmales se estimularon con diferentes cepas de
1?ctobacilos aisladas de mascotas durante 18 horas.
L@s cultivoes de control contuvieron medio solo
(éontrol negativo) o.un aislado de lactobacilo humano
8T11 (control positivo). La identificacidn de las
citocinas se hizo por TR-PCR. Su cuantificacidén se
realizd al explorar los agarogeles tefiidos con
brbmuro de etidio y determinar el pixel relativo de
caaa banda wusando el programa NIH Image. Los

resultados se expresan como las medias de dos

"\

A\
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API-50CH y Rapid-ID32A (BioMérieux) para lactobacilos
y bifidobacterias, respectivamente. Se congelaron y
se depositaron cepas puras a -80°C en la coleccidn de
cultivos Nestec (NCC).

Todas las bacterias se cultivaron en un
medio de caldo para los ensayos. Una muestra de cada
cepa reactivada se almacené a -80°C en 1 ml de
crioprotector (40% de glicerol + 60% de LL). Los
cultives se mantuvieron al subcultivar en una base
semanal un indéculo al 1% en 10 ml de medio de cultivo
e incubacidén anaerdbica a 37°C. Se cultivaron los
lactobacilos en MRS durante 18 horas. Las
bifidobacterias se cultivaron ya sea en MRS + 0.05 %
(p/v) clorhidrato de L-cisteina (MRS-C) durante 32
horas o en BHI + 0.05% de clorhidrato de L-cisteina
(BHI-C) durante 48 horas iniciando con un indéculo al
5%.

Todos los cultivos se almacenaron a +4°C
entre las diferentes transferencias. En general se
obtuvo la anaerobiosis usando un sistema anaerdbico
de hidrdgeno-didéxido de carbono (GasPak, Becton
Dickinson, USA). Las bifidobacterias se mantuvieron
gsiempre en estas Jjarras durante su periodo de
almacenamiento.

Ejemplo 2: Seleccidén de cepas bacterianas

Este examen iIn vitro se basé en las
caracteristicags de produccidn para una aplicacidn

industrial de cé&lulas viables, s8su capacidad para

. sobrevivir la inhibicién o condiciones

- gastrointestinales perjudiciales y su diversidad

gendmica. La diversidad de 1la cepa o similitud
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gendémica de estas cepas no caracterizadas se tomd en
cuenta, usando RAPD y ribotipificacidn.

MATERIALES Y METODOS

Crecimiento Bacteriano

Lags cepas gque son capaces de producir
rdpidamente un alto nimero de células tienen que ser
identificadas. Su ciclo de crecimiento bacteriano se
puede caracterizar por una fase de retraso corto, un
tiempo de regeneracidn corto, altas cuentas maximas y
una fase estacionaria larga. Por 1lo tanto, se
compararon cepas al considerar tres variables: la
duracién de su fase de retraso, su tiempo de
generacién (en horas) y sus cuentas maximas, que
correspondieron a las caracteristicas mas
importantes.

Para lactobacilos:

Se inocularon 200 ml de caldo MRS
preincubade a 37°C con 1% de su cultivo fresco. Se
recolectaron muestras de un ml a cada hora después de
la inoculacidén durante ocho horas. Se tomdé una
muestra final después de 24 horas. Un ml de cada
muestra se diluyd en serie 10 veces en TS para
enumeracién. Se cultivaron los cultivos en agar MRS
(técnica de puesta en placa por derrame),
anaerdbicamente, 37°C, durante 48 horas. Todas las
placas con los nﬁmeroé de colonia entre 30 y 350 se
regigtraron como unidades formadoras de colonia (cfu)
por ml de cultivo y por lo tanto se tomaron en
consgideracidén para enumeraciones.

Para bifidobacterias en (MRS-C):

En ensayos preliminares, todas las cepas se



28

Para lactobacterias

Substrato {Composicibn PH |Referencias
MRS MRS sin azficar (Difco) |35 g.1*|6.5|De Man adn-
Glucosa 20 g.17? al. (1960)
Agua destilada 1,000ml
Para bifidobacterias
Sustrato Compogicidén PH |Referencias
MRS-C MRS sin azficar (Difco) |35 g.™* |6.0|Pacher and
Glucosa 20 g.1™* Kneifel
L-cisteina~HC1l (Fluka) [0.5g.17* (1996)
Agﬁa destilada 1,000ml
TPYG Tripticasa (BBL) 50 g.1™ 7.0
(Extracto |Peptona (Difco) 5 g.1™
de Extracto de levadura{20 g.17?!
tripticasa-| (Difco) 4 g.1t
peptona-  |[Gluco (Merck) 1g.17?
levadura) |L-eisteina-HC1 (Fluka) |1 g.1?
Agua destilada 1,000ml
'8e obtuvieron medios sélidos por la adicién
de agar Difco Bacto (15 g.1'). Los medios se

sometieron a autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Los medios liguidos para las bifidobacterias ya sea

se almacenaron bajo condiciones

desgasificaron antes de la utilizacién.

Resistencia a pH gaAstrico y bilis

anaerbébicas o

se

Cuando se ingirieron, los microorganismos
han sobrevivido al estémago y las condiciones del

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

Se congideraron dos cuentas viables
significativamente diferentes cuando la desviacidn de
su log;, estaba por arriba de 0.25. Cada cepa se
caracterizd por dos variables:

e la concentracién méxima de sal biliar
probada donde no se encontré diferencia significativa
con el control.

| e la velocidad de la disminucién en la
viabilidad cuando se incrementa la concentracién
biliar en el medio de crecimiento.

Las cepas caracterizadas por una pérdida
superior a un logi, de sus cuentas viables cuando la
concentracién biliar aumenta en pasos de 1% se
considero sensible a la bilis. Una reduccibén superior
a un logi, entre células cultivadas en la presencia
de 0 y 2% de bilis, y un logi, por ciento adicional
de bilis (por arriba de 2%) se consideré aceptable.
Adicionalmente, se deben detectar solo cepas gque
produzcan mids de 1.0E+06 cfu/ml cuando se cultivan en
la presencia de hasta 2% de sales biliares, a fin de
producir un efecto en el tracto gastrointestinal.

La bilis reconstituida en mascota a partir

E de gatos o perros se prepard como se indica en la
| Tabla 4, y se esterilizé por filtracidn antes del
uso. En un primer ensayo, se cultivaron lactobacilos
Eanaerébicamente durante 24 horas en calco MRS a 37°C
iy gse transfirieron en el caldo MRS fresco mas bilis
ide mascota, reconstituida, estéril, al 0, 0.1, 0.3,

10.5, 1, 2, 4% durante 18 horas adicionales. Las

muestras ‘se diluyeron en serie 10 veces en TS para
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enumeracién. Las diluciones 1.0E-03 y 1.0E-05 se
colocaron en placas de agar MRS, usando un WASP
- («Whitley Automatic Spiral Plater»; Don Whitley

'Scientific Limited, Inglaterra). Cuando se secaron,

‘las placas se invirtieron e incubaron 48 horas a 37°C
1en jarras anaerdbicas. Floch y al. (1972) definieron
iuna inhibicidén como significativa cuando al menos 2
%logs en la prueba comparada con el tubo de control
lcultivado se redujeron. En base a esto, todos los
Elactobacilos sensibles a las concentraciones biliares
%n el primer ensayo vy los dos lactobacilos
Eesistentes a la bilis al 4% se probaron similarmente
en la presencia de bilis al 0, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4%.
La segunda prueba se enfocd a una capacidad de
repeticidén y se estabilizd si el ndmero de bacterias
Qiables disminuyd dramaticamente con el incremento de
ia concentracidén biliar.

| Por otra parte, se sefiala que estas cepas
son resistentes a la bilis durante este periodo de 18
hpras. Se establecieron curvas de crecimiento en la
piesencia de sales biliares para determinar si 1la
f%se de retraso y 1la velocidad de crecimiento se
aﬁectaron o no. Los ensayos se emprendieron con
léctobacilos cultivados en caldo MRS complementario
cén bilis reconstituida de mascota, al 1%, de acuerdo
ai protocolo descrito para la medicidn de crecimiento
adterior.

| Las bifidobacterias se subcultivaron vy
crécieron 32 horas/37°C/anaerdbicamente, usando caldo
MRS-C con bilis reconstituida de mascota al o, 1, 2,

3 y 4%. Se aplicd el mismo método de numeracidn a
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método de colocacién en placa por derrame) y se
istribuyeron en frascos (0.5 ml por ampolleta).
as muestras se congelaron a -196°C en nitrdgeno
iquido y se secaron al vacio durante 18 horas.
espués de la liofilizacién, se introdujo nitrdégeno
través de la wvalvula de admisién de aire del
iofilizador y sge sellaron todas las ampolletas.

odos los frascos se almacenaron a +4°C y +20°C

durante seis meses. El nGmero de células viables

P

or ampolleta (para cada medio de Dbacterias vy

suspensidén) se determindé mensualmente.

RESULTADOS

En la estructura de la seleccién de probidticos

potenciales para gatos y perros, los resultados de
.e$te examen in vitro para 20 lactobacilos y 18
bifidobacterias, en base a sus potenciales de
crecimiento, resistencia a la 1liofilizacién con
almacenamiento  subsecuente, resistencia al pH

gastrico y concentraciones biliares encontradas en

e

1 tracto gastrointestinal de gatos y perros se

presentan en la Tabla 5.

e

Los 20 lactobacilos se clasificaron con

respecto a los criterios que se pueden cumplir en el

studio corriente. Cuatro cepas mostraron tener

buenos resultados con respecto a sus caracteristicas

de crecimiento, resistencia al pH gastrico,

a

4
(ONCM I-2450), L. reuteri NCC2603 (CNCM I-2451), y
L.

resistencia a bilis y su supervivencia durante el

lmacenamiento después de la liofilizacién: L.

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

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

PN ST
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NCC2581 y NCC2592 tienen patrones muy cercanos, asi

como NCC2603 y NCC2613, indicando de esta manera una

% probable relacién cercana. La cepa NCC2581 tiene muy

Ebuenas caracteristicas de su crecimiento y NCC2603

tiene una mejor resistencia a la bilis gque la

. NCC2613.

‘ L.os resultados con respeto a las ocho
%bifidobacterias aisladas de las heces de gato
i permitida una seleccidn en funcidén de sus
%caracteristicas de crecimiento, su resistencia al pH
} gédstrico y su sensibilidad a 1la bilis. La cepa
' NCC2623 no tiene ninguna de las caracteristicas
- deseadas y por lo tanto no se recomendara para

estudios adicionales. Por otra parte, la cepa NCC2627

écumplié con todos los criterios:

e su tiempo de generacidén fue menor gque una
éhora cuando crecidé en MRS-C

e la fase de retraso fue tan corta como
ipara los lactobacilos
| ¢ las cuentas fueron altas y estables
%durante la fase estacionaria del ciclo de crecimiento
| . la cepa fue resigtente a una
?concentracién extrema de bilis que se va a encontrar
éprobablemente en el tracto gastrointestinal de gatos
zy perros (2%)
| e no hay inhibicién significativa en la
%presencia de hasta 4% de bilis en el medio
i e 1a cepa mostrdé tolerar el pH 2.6 durante
gal menos 10 minutos y puede permanecer a niveles
émayores de 1.0 1.0E+06 CFU/ml

e las cepas fueron resistentes a un pH
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géstrico promedio durante al menos dos horas.

La cepa NCC2627 fue mucho méds resistente
gque la NCC2623 y NCC2635, mientras que estas tres
cepas tuvieron un patron cercano por
ribotipificacién, indicando por lo tanto una probable
relacidén cercana (digestidén con dos enzimas de
regtriccidén: EcoRI y EcCORV).

' Las diez bifidobacterias aisladas de perros
mostraron solo dos diferentes patrones cuando se
caracterizaron por ribotipificacién. Por 1lo tanto,
los ensayos de resistencia a bilis se llevaron a cabo
solo con cuatro cepas (dos de cada grupo): NCC2657,
NCC2660, NCC2671 y NCC2677. Estas cuatro cepas fueron
todas resistentes a la concentracién maxima de la
bilis que se puede encontrar in vivo (2% de bilis) y
las cepas NCC2660 y NCC2657 no tuvieron disminucién
en las cuentas viables cuando se sometieron a un

valor maximo de 4% de bilis. Como consecuencia, todas

' las bifidobacterias aisladas de las heces de perros
'son mMas bien resistentes a altas concentraciones de

bilis.

Considerando las caracteristicas de
krecimiento, estas diez bacterias de este modo se
?ueden dividir en dos grupos:

‘ e cepas resistentes a bilis y c¢on buenas
5aracteristicas de crecimiento: NCC2657, NCC2651,
N¢C2663 y NCC2667

a » cepas vresistentes a bilis pero con
céracteristicas de crecimiento no adecuadas

potencialmente para produccién industrial: NCC2660,

NCC2671, NCC2677, NCC2647, NCC2654 y NCC2674.

P
|
|
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'TABLA 6
‘Medios de dilucién
| sustrato Composicidn PH
|Amortiguador  de|K2PO4 72 g.17t 7.0
| fosfato KH2PO4 48 g.1t

Agua destilada 1,000 ml

|Solucién Ringer |NaCl 9 g.1? 7.0
Agua destilada 1,000 ml

TS (Triptona- {NaCl 8.5 g.17* 7.0

solucién salina) |Triptona 1g.1?

Agua destilada {1,000 ml

5 5 Se distribuyeron porciones de 9 ml en tubos
y se sometieron autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Finalmente, se seleccionaron 8 de 1las 38
cepas para estudios adicionales (ver Ejemplo 3): tres
' lactobacilos aislados de gatos (NCC2581, NCC2592,
10 | NCC2583, NCC2583), trea lactobacilos de perros
(NCC2603, NCC2613, NCC2628), una bifidobacteria de
gatos (NCC2627) vy una bifidobacteria de perros
. (NCC2657) .
| Estas cepas se caracterizan por tiempos de
15; generacién cortos, altas cuentas (mds de 1.0E+08
| ¢fu/ml) durante su fase estacionaria y capacidad en
altos nlmeros a 8 Yy 24 horas después de la
inoculacién, estabilizada a liofilizacidén seguido por
ya sea condiciones de almacenamiento, resistencia a
2@ concentraciones extremas de bilis encontradas en el
duodeno (2% de bilis) y su baja inhibicién cuando

crecen en presencia de hasta 4% de bilis.
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Adicionalmente, los resultados de los andlisis de ADN

ge tomaron en cuenta para seleccionar las bacterias

i
representativas de la diversidad investigada.

éjemplo 3: Eficacia de colonizacidn en gatos

‘ Se probaron L. reuteri NCC2581, L. reuteri
ﬁCCZSQZ, L. rhamnosus NCC2583 y bifidobacterium sp.
ﬁC02627 en ensayos de alimentacién para evaluar su
&apacidad para sobrevivir el paso del tracto
éastrointestinal de gatos.

‘ Se sometieron 16 gatos machos y hembras tan
ﬁguales como sea posible a 3 dias de adaptacidn con
hn menii Friskies Grand. El protocolo de alimentacidn
consistié en 7 dias con “Menu Friskies Grand” y 7
hias de prueba con “Menu Friskies Grand” que contiene
bna de las cepas mencionadas anteriormente: L.
ireuteri (Ncc2581) (dieta A), L. reuteri (NCC2592)
;(dieta B), L. rhamnosus (NCC2583) (dieta C) vy
%Bifidobacterium sp. (NCC2627) (dieta D). La

asignacién de dieta fue la siguiente:

%GatoNo.12345678910111213141516

Periodo 1 |A |D|C |[B |D |A |A|C |BJA |B |C |B |[D |C |D

Periodo 2 |B |A{D |A |[C|C [D|A |C|B |C (D |D |A [B |B

Estas cepas se prepararon en una cantidad
jsuficiente y en una forma liofilizada, estable para
%aplicar estas ocho diferentes bacterias con respecto
ia la supervivencia de la <cepa en el tracto
%gastrointestinal de los animales probados. Todas las
'cepas se examinaron con 4 g de Trehalosa a fin de

‘adicionar un volumen suficiente de portador para
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NCC 2581 NCC 2592 NCC 2583 NCC 2627

Antes |Durante | Antes |Durante |Antes |Durante |Antes |Durante

ﬁ.actobacilos 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

tias +1.82 [£0.42 |+1.68122.26 (+2.25(+2.19 |+1.03 [32.32
Enterobacte- |4.25 |4.27 4.37 |a.s58 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

Bacteroides |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 |3.3¢ |[3.84 [3.57

+1.22 {+1.00 +0.57 {+0.57 +1.64 |+0.11 +£0.89 | +0.56

| Durante el tratamiento se observé un

;incremento de las cuentas fecales de lactobacilos,

i

fdebido a las ingestiones de las bacterias probibticas
5 Ecitaaas. No se observé incrementd dréstico en la

fcuenta de enterobacteriaceae que reflejan que no hay

|

jdaﬁo en el ecosistema intestinal relacionado al uso

‘de los probiéticos relacionados.

Ejemplo 4: Eficacia de colonizacidn en perros

10 Se probaron L. reuteri NCC2603, L. reuteri
ENCC2613, L. acidophilus NCC2628 y bifidobacterium sp.
5N002657 en pruebas de alimentacién para evaluar su
' capacidad para sobrevivir el paso del tracto
| gastrointestinal de perros.

15 ; Se sometieron 10 perros, 5 hembras y 5
machog de 4 a 7 afios de edad, a esta prueba
especifica. El protocolo de alimentacidn consistid en
5 dias de adaptacidén con “Friskies Vitality” con/sin

achicoria y 5 dias de prueba con “Friskies Vitality”

ty\‘é
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con/gin achicoria y 3 dias de adaptacién, 5 dias de
prueba con “Friskies Vitality” con/sin achicoria +
bacteria: L. reuteri NCC2603 (dieta E), L. reuteri
NCCc21613 (dieta F), L. acidophilus NCC2628 (dieta @)
y bifidobacterium sp. NCC2657 (dieta H). La

asignacién de dieta fue como sigue:

9N\

Perro No. 1 2 13 4 5 6 7 8 g 10
Periodo 1 B E B ) B F F F F F
Periodo 2 G G |G G 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 s8e mezclaron con 4 g de trihalosa a fin de
adicionar un volumen suficiente de portador para
mezc¢lar las cepas preparadas con la matriz de
alimentacidén para los animales. Las cepas bacterianas
se prepararon en tubos plasticos individuales
(5.0E+09 cfu/dia) y se adicionaron diariamente en una
parte del alimento para asegurarse que sSe ingieren
las bacterias totales.

Se obtuvieron muestras fecales frescas para
analizar los nGmeros de poblacidén bacteriana y se
compararon con la linea base (sin bacterias
adicionadas) .

Se recolectaron heces el dia 7 y 8 (linea base),
14 y 15

21 y 22 (linea base)
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28 y 29

Se wusa una sonda vrectal estéril para
obtener una muestra fecal de al menos 0.1 g. Esta
muestra se pesa exactamente y se mezclan 0.1 g con 10
ml de solucidén fisioldgica (ringer) que contiene 10%
de glicerol. Esta solucidén luego se transfiere en
tubos de 1 ml y se congelan en nitrdgeno liquido.
Todas las muestras se almacenan entonces a -80°C
hasta el andlisis. 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 «

divigién esténdar, n=5).

NCC 2603 NCC 2613 NCC 2628 NCC 2657

Lactobacilos |5.25 |3.92 4.00 [3.40 7.93 |8.30 6.47 |7.00

+1.34 [+1.05 +1.56 1+0.21 +1.75 |+0.99 +1.27 14+1.35

Bifidobac. 7.32 (4.48 6.09 14.55 7.70 |7.20 5.72 |6.78

+2.06 | +2.64 +2.10 | +2.79 +2.57 |+1.88 +2.51 1+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 13.30 3.70 }3.30 3.93 (3.70

+0.89 |+0.87 +0.45 [ +0. +0.62 j 40 +1.25 1+0.89

Antes |Durante jAntes |Durante |Antes |Durante |Antes |Durante
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Durante el tratamiento no se observd cambio
ﬁrincipal en las cuentas fecales de los lactobacilos,
ﬁebido a las ingestiones de las bacterias probidéticas
%eleccionadas excepto en el caso de 1la cepa L.
écidophilus NCC2628. Bajo las condiciones de prueba,
gl efecto inhibidor en C. perfringens puesto que el
hivel basal de (. perfringens fue muy bajo. No se

observé incremento drdstico en la cuenta de

enterobacteriaceae que reflejan que no hay disturbio

del ecosistema intestinal relacionado al uso de los

probiéticos seleccionados.

Ejemplo 5: Efecto de lactobacilos y sus metabolitos

en la viabilidad de Giardia intestinalis

Se estudia el efecto de los sobrenadantes
de filtrados de cultivo de cepas de lactobacilos
hisladas de gatos y perros.

Materiales y métodos

Cepas y cultivos bacterianos: Los
hicroorganismos que corresponden al género
iactobacillus fueron de 1la coleccidén de cultivo
Nestlé. Las bacterias se cultivaron en el medio MTYI.
@os sobrenadantes que contienen metabolitos de
1actobacilos se neutralizaron a pH6 Yy se
@sterilizaron por filtracién.

i | Se realizaron controles al acidificar el
hedio MTY1l con &cido lactico al mismo pH que uno de
?los cultivos bacterianos. Posteriormente, el pH se
%justé a pH 6 con NaOH 0.1 N. El origen de la cepa

bajo estudio y el pH de los sobrenadantes y controles

jse muestran en la Tabla 9.
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TABLA ©
Cepa Origen |pH de socbrenadante pH control
L. reuteri NCC2581 Gato 6.63 6.63
L. rhamnosus NCC2583 Gato 6.50 5.97
L. reuteri NCC2592 Gato 6.04 5.98
L. reuteri NCCZGOB Perro 6.04 5.99
L. reuteri NCC2613 Perro 6.07 5.95
L. acidophilus|Perro 6.01 5.93
NCC2628

Parésitos: La cepa WB de Giardia

intestinalis (ATCC 30957) se comprd a la coleccidn
americana de Cultivo de Egpecies (Rockville, E.U.A.).
Se cultivaron trofozoitos en el medio TYI-S-33
modificado de Keister’s gque contiene por 1litro:
extracto de caseina (Difcto), 20g; extracto de
levadura (BBL), 10g; dextrosa (Merck), 10g; bilis
bovina (Difco), 0.759; NaCl (Mexck), 2g; L-
cisteina.HCl (Sigma) , 29; Sal sbédica de Acido
ascdrbico (Fluka) , 0.2g; K2HPO, (Merck), 0.69g;
citrato de amonio férrico (Sigma), 22.8 mg; suero de
bovino adulto (Sigma) , 100 ml;
penicilina/estreptomicina (Gibco, 1000 IU/ml), 15 ml.
Se ajustd el pH a 6.9 con NaOH 5N antes de 1la
esterilizacidén con filtracién (tamafio de poro de 0.22
Hm) .

Se cultivaron pardsitos en matraces de
cultivo de tejido de poliestireno (LUX, Miles
Laboratorios, Inc., Naperville IL 60540) rellenos con
40 ml de medio de cultivo. Se realizaron Jlos

subcultivos al descargar el sobrenadante sin
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concentracidén, morfina, pancreatina). El1 jugo del
intestino delgado canino, simulado contuvo bilis
canina reconstituida (0.345 g/l
tauroquenodesoxicolato, Sigma, Alemania; 0.7 g/l de
taurodesoxicolato, Sigma, Alemania, 3.04 g/l de
taurocolato, Sigma, Alemania; 0.006 g/l de colato,
Fluka, Suiza), morfina porcina (1.9 g/l Sigma,
Alemania), pancreatina porecina (2.42 g/l Sigma,
Alemania) y solucidén de electrolitos (5 g/l de NacCl,
0.6 g/1 de KCl, 0.25 g/l de CaCl,, todo de Merck,
Alemania). El pH del jugo se ajustd a pH 6.5 « 0.5
con NaOH 0.1 N.

Cepas y condiciones de cultivo

Patégenos del intestino delgado

Se seleccionaron cuatro cepas
potencialmente patégenas: S. Typhimurium S11344, E.
coli ETEC 08:H9 y E. coli 0149:K88 (aislado patdgeno
canino) y un aislado clinico de Sh. dysenteriae
(origen humano, amablemente proporcionado por el
Centre Hospitaller Universitaire, Vaudoise-CUV
Lausana, Suiza). Con la excepcidn de S. typhimurium
SL1344 propagado en caldo Luria Bertani (Difco,
E.U.A.), todo el enterobacteriaceae se cultivdé en
caldo de infusidén de cerebro-corazdén (Difco, E.U.A.)
a 37°C bajo agitacidén (240 rpm).
Bacteria de &cido lactico

Se seleccionaron un amplio intervalo de
lactobacilog de origen canino y felino que incluyen:
L. acidophilus NCC2628 (CNCM I-2453), L. rahmnosus
NCC2583 (CNCM 1I-2449), L. reuteri NCC2581 (CNCM I-

2448), L. reuteri NCC2592 (CNCM I-2450) de 1la
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coieccién de cultivos Negtlé (NCC, Nestlé, Suiza) y se
examinaron en el modelo de intestino delgado canino para
la! supervivencia, actividad fisioldgica y efectos
inhibitorios en los patégenos del intestino delgado,
meﬂcionados con anterioridad. Los 1lactobacilos se
cuitivaron anaerébicamente (anaerocult Oxoid, Inglaterra)
en}el caldo Man Rogosa Sharp (Difco, E.U.A.), a 37°C.

Determinacién de cuentas de células viables.

; Se diluyeron muestras en amortiguador de fosfato
estiéril (NaH,PO,, PH 7, 0.2M) y se colocaron en placa
sugerficial de diluciones de 10 veces en placas de agar:
agdr MRS (Difco, E.U.A.) para lactobacilos, agar
Saﬂmonella-higella (Oxoid, Inglaterra) para S.
tyﬁhimurium y Sh. dysenteriae, y agar Sorbitol-Mac-Conkey
(Oﬁbid, Inglaterra) para E. coli. Se incubaron placas de
agdr 48 horas a 37°C de manera anaerdbica para
1ac;obacilos, y 24 horas a 37°C para enterobacteriaceae.
Paré pruebas de co-cultivo, se inhibidé el crecimiento de
entérobacteriacea en agar MRS por la adicién de
polﬁmixina (Oxoid, Inglaterra).

|
Experimentos de co-cultivos entre bacterias de &cido

1éctico (LAB) y patdgenos

1 Se realizaron experimentos de co-cultivo con LAB
probiéticas, potenciales y cepas patdgenas a 37°C en 20
ml ktubos Falcon) de jugo simulado del intestino delgado,
canﬁno con diferentes fuentes de carbén (azdcar,
ali%ento para mascota) para favorecer la
actividad metabdlica de los cultivos. Las LAB

se }inocularon a 10E+08 cfu/ml, patbégenos a 10E+02
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TABLA 13
Co-cultivo de 1. acidophilus NCC2628 (CNCM I-2453) vy

dﬁferentes niveles de inoculacidén de S§. typhimurium

7}%\

8@1344
1
P%tégeno Nivel de inoculacién|S. typhimarium
P%OBIOTICO del patdgeno SL1344
Li acidophilus 10E+02 cfu/ml +++
NéCZGZB 10E+04 cfu/ml +4++
(CNCM I-2453) | 10E+06 cfu/ml +44+

+ Inhibicidén de crecimiento

|
++ Inhibicién de crecimiento e inactivacidén parcial

|

+++ Inhibicién de crecimiento e inactivacién completa

La actividad antimicrobiana de 1.

acidophilus NCC2628 (CNCM I-2453) fue suficientemente
alta para inactivar completamente alin concentraciones

ibiciales altas de S. typhimurium SL1344.

Ejemplo 9: Estimulacidén inmunitaria in vivo en perros

El potencial de estimulacién inmunitaria
p%ra cepas aisladas de mascotas de los probidéticos se
pkobé en una prueba clinica wusando la cepa L.
abidophilus NCC2628.
Métodos:
| Proliferacién de células mononucleares de
lb sangre periférica canina (PBMC) en la estimulacidén
cbn diferentes mitdégenos.

| 20 perros de 4 a 7 afios de edad se

sbmetieron a esta prueba. El protocolo de

alimentacién consistié en una semana de adaptacién
|

con “Frisgkies 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 prepard L. acidophilus NCC2628 en una
cantidad suficiente y en una forma liofilizada,
estable 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 volumen suficiente de portador para
mezclar las bacterias preparadas con una matriz de

alimento para los animales. Se prepararon bacterias

~en tubos de pléstico individuales (5.0E+09 cfu/dia) y
é se adicionaron diariamente en una parte del alimento

. para asegurarse gue las bacterias totales se comeréan.

Se recolectdé sangre de los perros después

'de cuatro semanas de administracién de los

probibéticos. La sangre se fraccioné a través de una

vacuna Vaccutainer® (becton Dickinson, Mountain View,
fCA),. se recuperaron las PBMC de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

Se estimularon células con diferentes
ﬁitégenos o ésteres de formol que inducen una fuerte
broliferacién de c¢élulas T (concavalina A (coni),
fitohemaglutinina (PHA)), de células B (mitdgeno de
ﬁierba (PWM)), vy de todas las células (forbol-
miristato-acetato/ionomicina (PMA/Iono)). Se
incubaron 10° células por cavidad con mitdgenos o los
ésteres de forbol (las dosis respectivas sge indican
e“ln la Figura 1) en un volumen £final de 200 pl de
médio de cultivo RPMI-1640 complementado con suero de

b?cerro vegetal al 10% y antibidticos en placas de

cﬁltivo,de fondo plano de 96 cavidades (Nunc).
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Se administraron células en atmbésfera de CO, al 5%
humidificada a 37°C durante 48 horas. Las células se
marcaron por impulsos con 1 pCi de [*Hltimidina (Amercham
Pharmacia Biotech, Suiza) durante 18 horas adicionales.
Las células luego se recolectaron en filtros de
nitrocelulosa (Packard TopCount; Suiza) y la [*H] unida
se midié con conteo con escintilacidén (TopCount, Packard,
Suiza). Se calculd la proliferacidén celular como la media
(cuentas por minuto (c.p.m.)) (+SD) de los triplicados.

Resultados:

Figura 1: Hubo un incremento c¢claro en 1la
proliferacién celular en respuesta a todos los mitdgenos
en el grupo de los perros alimentados con L. acidophilus
NCC2628 en comparacién con el grupo de control. Este
incremento fue significativo en cultivos estimulados con
los ésteres de forbol PMA + iomicina. Estos datos
muestran que las células 1linfoides de 1los perros
alimentados con probidticos son mads reactivas en la
activacidn in vitro y sugiere que el sistema inmunitario
de 1los ©perros alimentados con probidticos se ha

estimulado.

-Ejemplo 10: Modulacidn 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 ajustd para determinar su potencial de
modulacidn inmunitaria. Para este £in, se midié su

capacidad para inducir las citocinas pro-
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inflamatorias (IL-12, IFNy) y/o citocinas anti-
inflamatorias (IL-~10, TGF-f) (Anand A.C., Adya C.M. 1989,
Trop. gastroenterol.; 20(3):97-106; Spelberg B., Edwards
J.E. Jr. 2001, cClin. Infect. Dis.; 32(1):76-102). Esto
tiende a la seleccién de cepas candidatas potenciales
para funciones inmunitarias anti-patogénicas o anti-
céncer, fuertes asi como funciones antagonisticas contra
patologias intestinales caninas tal como alergia e
inflamacién (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 I-2116)

(control positivo).

Método:

Perfiles de citosina inducidos por diferentes cepas

probidéticag en leucocitos caninos:

La sangre de perros adultos normales se tratd 5
minutos a temperatura ambiente con amortiguador de lisis
ACK (150 mM de NH,Cl, 1 mM de KHCO; vy 0.1 mM de NaEDTA en
H,0, pH = 7.4). Los leucocitos se lavaron dos veces con
el medio RPMI (sin antibiéticos y se sembraron a 2.10°
células/ml en placas de cultivo de tejido de 24
cavidades. Se adiciond 1 ml de una suspensién bacteriana
(descrita posteriormente) que contiene 105 CFU a cada
cavidad.

Para el tratamiento de control, se adicioné al

medio solo a los leucocitos. Las muestras se
incubaron 18 horas a 37°C y CO; al  5%.

Subgsecuentemente, se recolectaron los leucocitos, se
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Citocinas Referencias
I1L-12p40 Blttner, M., et al, 1998. Cytokine; 10(4):241-248
IFNy Blttner, M., -et al, 1998, Cytokine; 10(4):241-248
TGFR1 Grdne A., et al., 1998. Vet. Immunol.

Immunopathol.; 65:11-27

IL-10 Pinelli E., et al., 1999. Vet. Immunol.

Immunopathol.; 69:121-126

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-f, resaltando el
potencial para esta cepa particular para la
modulacidn inmunitaria de los trastornos
inflamatorios tal como alergia y enfermedades
inflamatorias del intestino. En contraste, 1la cepa
NCcCc2583 indujo fuertes niveles de IFNy e IL-12, dgue
hace esta cepa un buen candidato para la actividad

anti-patégena y anti-céncer.

Ejemplo 11l1:

Se usaron tres alimentos secos para
mascotas en el estudio. Estos se referirdn como “A”,
“B” y “C”. El1 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 PRODUITS NESTLE, S.A. de Suiza).

El alimento “B” para mascotas es el mismo

alimento seco para mascotas, nutricionalmente
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completo como el alimento “A” para mascotas, pero
estd complementado con una mezcla en polvo de los
microorganismos probidticos seleccionados,
alimentados de un sobrecito. La mezcla comprende
cantidades substancialmente iguales de L. acidophilus
NCC2628 y Bifidobacterium 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
alimento seco para mascotas, nutricionalmente
completo que es substancialmente idéntico al alimento
“A” para mascotas, pero que contiene 1.2% en peso de
un sobrenadante seco de un cultivo de Enterococcus
feacium SF68 (NCIMB 10415).

Se usan 30 perros en el estudio. Los perros

se pre-alimentan durante 8 semanas usando alimento

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

grupos de 10 perros cada uno, designados grupos A, B
Yy c 0% se alimentan con las dietas
correspondientemente nombradas durante 8 semanas.

Los perros tienen acceso libre a agua y se
alimentan una vez al dia. La prevalencia de caspa en
el pelaje se determina por un panel de valoracidén de

30 miembros al comienzo y luego de 7 semanas.

Los perros se peinan antes de la evaluacidn
por el panel y los miembros del panel no comparan las
notas durante la evaluacidn.

En esta evaluacidn, los perros se presentan
a cada uno de 1los panelistas individuales en 20

diferentes parejas. Se pregunta a los panelistas que
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indiquen en sus hojas de 7registro qué perro del par
presentado exhibe (1) menos caspa, (2) mayor brillo de pelaje
y (3) menor olor de pelaje.

La condicién completa de pelaje de todos los perros es
visual y téctilmente buena como se puede esperar de perros
saludables, normales. 8in embargo, los perros que se
alimentan con la dieta "C" se encuentran gue tienen
notablemente menos caspa que aquellos alimentados con la
dieta "A" de control. Aquellos alimentados en la dieta “B"
tienen un pelaje notablemente mds brilloso y exhiben
notablemente menos olor de pelaje que los de ™“A”. Se
encuentran que estas caracteristicas no difieren
significativamente de forma estadistica cuando se comparan
con los perros en el grupo B.

Ejemplo 12:

Se elabora una mezcla de alimentacidén de aproximadamente
58% en peso de maiz, aproximadamente 6% en peso de gluﬁen de
maiz, aproximadamente 23% en peso de carne y harina, sales,
vitaminag y minerales que constituyen el resto.

La mezcla de alimentacidén 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 (CNCM 1-2449),
Lactobacillus acidophilus NCC2628 (CNCM I-2453) y
Enterococcus feacium SF68 (NCIMB 10415). El polvo se dispersa
de una manera substancialmente homogénea a todo lo largo de
la mezcla. Esta mezcla de alimentacién humectada luego se

alimenta en el extrusor-hornillo y se gelatiniza.
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La matriz gelatinizada que deja el extrusor se fuerza

a través 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
faproximadamente 20 minutos, y se enfria para formar
;grénulos. Las piezas extruidas se verifican para la
jactifidad de bacterias de las cepas adicionadas. No
f‘se detecta nada.

: Ejemplo 13:

Se ugan en el estudio 24 perros. Se
incluyen perros jévenes y viejos, estos {ltimos gque
son de 8 a 12 afios de edad. Los perros viejos
gseleccionados, exhiben signos externos de inflamacién

de articulaciones en proporcidén con sus edades vy

parecen experimentar alguna dificultad en el

movimiento a veces. Ciertos movimientos parecen serx
dolorosos, Estos sintomas frecuentemente se observan
en perros viejos y se cree que estdn relacionados a
la condicidén artritica.

Se usan tres alimentos secos para mascotas
en el estudio. Designados A, B y C. E1l alimento A es

un alimento seco para mascotas nutricionalmente

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

de control.

Los 24 miembros de 1los 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 proporcidén de joévenes y viejos dentro del
mismo. Cada grupo luego se alimenta con las

siguientes dietas respectivas durante 8 semanas.

28\
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Grupo Alimento para mascotas
A A
B B
C C

El alimento B para mascotas es un alimento
seco para mascotas nutricionalmente completo que
substancialmente es idéntico al alimento “A"” para
magcotas pero gque contiene un revestimiento que
congtituye el 2% de su peso, el revestimiento
comprende los microorganismos de Enterococcus feacium
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
dosgsis de 1.0E+09 cfu/dia.

La dieta C comprende productos molidos,
extruidos producidos en el 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 también se evaldan
visualmente para la actividad por personal de la
perrera.

La condicién de todos los perros es visual
y téctilmente buena como se puede esperar de perros
saludables, normales. Sin embargo, los perros en los
grupog que reciben las dietas B y C de alimento para

mascotas sSon notablemente méds activas gque sus
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con&rapartes en la dieta A. Las lecturas del medidor soportan
esdé observaciones.

: Adicionalmente, los perros mas viejos en los grupos B y
C,;después de que se alimentan de las dietas B y C durante el
peﬁiodo de prueba, parecen exhibir pocos signos externos de
inﬁlamacién de articulaciones 1locales. Adicionalmente, los
pe#ros parecen experimentar menos niveles de dolor en el
wm&imiento fisico y se mueven mas libremente que antes. Se
pubde concluir que las dietas B y C parecen proporcionar
aﬂivio con respecto a ciertas seflales de envejecimiento y

méjorar la movilidad de las mascotas mas antiguas.

Ejemplo 14: Alimento seco para gatos
I

; Se elabora una mezcla de alimento de aproximadamente 58%
erf1 peso de maiz, aproximadamente 6% en peso de gluten de
m%iz, aproximadamente 23% en peso de harina de pollo, sales,
vﬁtaminas v minerales que constituyen el resto.

| La mezcla de alimentacién se alimenta en el pre-
acondicionador y se humecta. La alimentacién humectada luego
ée alimenta en un extrusor-hornillo y se gelatiniza. La
ﬁatriz gelatinizada que deja el extrusor se fuerza a través
ée una boquilla y se extruye. El producto extruido se corta
en piezas adecuadas para alimentar a los gatos, se seca a
éproximadamente 110°C durante aproximadamente 20 minutos, Yy
%e enfria para formar grénulos: en este punto, se proporciona
hn polvo liofilizado de una o mis cepas de las siguientes

fespecies de lactobacilos, para la aplicacién a los gréanulos:

fLactobacillus
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rhamnosus NCC2583 (CNCM 1I1-2449), Lactobacillus acidophilus
NCC2628 (CNCM I-2453), o Enterococcus Faecium SF68 (NCLBM-
10415). De esta manera, se proporciona suficiente polvo de
modo que la cantidad de consumo dietético correspondiente
para el gato es de aproximadamente 1.0E+07-1.0E+9 cfu/dia.
Algo del polvo se mezcla en una primera masa de granulos y se
embolsa. Una segunda cantidad del polvo se mide y se mezcla
con un portador lipido que luego se rocia en una segunda masa
de granulos. Los grédnulos se embolsan después 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

Se prepara una mezcla de 73% de carne de ave de corral,
pulmones de cerdo e higado de res (molido), 16% de harina de
trigo, 2% de tintes, vitaminas y sales inorganicas. Esta
mezcla se emulsiona a 12°C y se extruye en la forma de un
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 goma de guar. Se rellenan de botes de hojalata y se

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

25

probidtico gue 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
§1actobacilos: Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM I-2449),

% Lactobacillus acidophilus
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to ceriain sigrfs of ageing and improve the motility of older pets.
Example 14: Dry cat food

|

[0169] A feed mixture is mada up of about 58% by weight of com, about 6% by weight of com gluten, about 23% by
weight of chicken meal, salts, vitamins and minerals making up the remainder.

[0170] Thegfeed mixture Is fed into a preconditioner and molstened. The moistened feed is then fed Into an extruder-
cooker and gelatinised. The galatinised 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
this point, a I‘yophilized powder of one or more strains of the following Lactobacillus species Is provided for application
to the pellets! Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), Lactobacillus acidophilus NCGC2628 (CNCM [-2453)
or Enterccoccus faecium SF68 (NCIMB 10415). Sufficient powder Is thus provided so that the corresponding dietary
Intake amount for the cat is from about 1.0E+07-1.0E+9 cfu / day. Some of the powder Is mixed into a first mass of
pelleis and bggged. A second quantity of the powder is measured out and mixed with a lipid cartier which is then sprayed
on'to a secordmass of pellats. The pellets are bagged after the coating has dried sufficiently at 50-60°C for some minutes

Example 15 Canned pet food and supplement.

[o171] A rhixture Is prepared from 73 % of poultry carcass, pig lungs and beef liver (ground), 16 % of wheat flour, 2
% of dyes, vitamins, and inorganic salts, This mixture is emulsified at 12°C and extruded In the form of a pudding which
is then coow“ed at a temperature of 90°C. It Is cooled to 30°C and cut in chunks. 45% 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 fllled and sterilized at
125°C for 40 min. As a probiotic supplement to be mixed with the pet-food before serving, additional packaging in sachet
formwith str;éins of the following Lactobacillus species are provided Lactobacillus rhamnosus NCC2583 (CNCM |-2449),
Lactobacillus acidophilus NCG2628 (CNCM 1-245683) or Enterococeus faecium SF68 (NCIMB 10415). The corresponding
amount for the pet is from about 108-102 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.

Claims

1. Probloﬁc strain which is Lactobacillus reuteri NCC2681 (CNCM 1-2448), Lactobacillus reuterf NCC2592 (CNCM I
2450), Lactobacillus thamnosus NCC2583 (CNCM 1-2449), Lactobacillus reuteriNCC2603 (CNCM 1-2451), Lacto-
bacillufs reuteri NCC2613 (CNCM 1-2452), Lactobacillus acidophilus NCC2628 (CNCM 1-2453).

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

a jlsolating factic acid bacteria strains from cats’ and dogs’ faeces,

b.;Selecting strains having the capability to grow producing at least 1.0E+06 cfu/ml in the presence of up to
2,0% bile salts, and having the capabllity to grow producing at least 1.0E+06 cfu/mi after 2 hours at a pH range
from 3.4 0 4.2.

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

a, Isolating factic acid bacteria strains from cats’ or dogs’ faeces,

b, Selecting stralns having the capability to grow producing at least 1.0E+06 cfu/ml in the presence of up to
20% bile salts, and having the capabllity to grow producing at least 1.0E+06 cfu/mi after 2 hours ata pH range
from 3.4 t0 4.2.

¢, Incorporating the selected strain(s) Into a dog or cat food composition.

4. The nﬁethod according to claim 3, the strain being a Lactobaclllus ot Bifidobacterium, whereln the strain is associated
with an ingestible support or a pharmaceutical matrix.

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

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

23
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The method according to claim 4, the composition being intended for amefiorating or reducing the effects of ageing
in cats and/or dogs.

The methojd according to claims 3 to 7, wherein the strain is contained in the composition in an amount of from
1.0E+04 cfu/g to 1.0E+11 cfu/g.

The methcfd according to any of claims 3 to 8, which further contains the step of adding a prebiotic.

10. The methcj)d according to any of claims 3 to 9, wherein the composition is in the form of

aA nfhtriﬁonally complete pet food In a powdered, drled or a wet, chilled or sheif stable form or,
b. in the form of a dietary adjunct.

Patentanspriiche

1.

5.

6.

7.

Probiotis&her Stamm, welcher ist: Lactobacillus reuteri NCC2581 (CNCM |-2448), Lactobacillus reuteri NCC2592
{CNCM 17‘2450), Lactobacillus rhamnosus NCC2683 (CNGM 1-2449), Lactobacillus reuteri NCC2603 (CNCM |-
2451), Lactobacillus reuteri NCC2613 {CNCM |-2452), Lactobacillus acidophilus NCC2628 (CNCM |-2453).

Verfahrerb zum Erhalten probiotischer Stamme flr Katzen und/eder Hunde, welches die folgenden Schritte umfasst:

8. Isolieren von Milchs#ure-Bakterlen-Stammen aus Fékallen von Katzen und Hunden,

b. Auswihlen von Stdmmen, welche die Fahigkeit haben, so 2u wachsen, dass sie zumindest 1.0E+06 cfu/ml
in Anwesenheit von bls 2,0% Gallen-Salzen erzeugen, und weiche die Méglichkeit haben, so zu wachsen, dass
sle zumindest 1.0E+06 cfu/ml nach 2 Stunden in einem pH-Bereich von 3,4 bls 4,2 erzeugen.

Verfahreén zum Erzeugen einer Hundefutter-Zusammensetzung oder Katzenfutter-Zusammensetzung, welches die
folgenden Schritte umfasst:

a I#olleren von Milchs&ure-Bakterien-Stémmen aus Katzen-Fékalien oder Hunde-Fakalien,

b. Auswihlen von Stdmmen, welche die Maglichkeit haben, so zuwachsen, dass sle zumindest 1.0E+06 cfu/mi
in Anwesenhelt von bis zu 2,0% Gallen-Salzen erzeugen, und welche die Mdglichkeit haben, so zu wachsen,
dass sle zumindest 1.0E+06 cfu/mi nach 2 Stunden in einem pH-Berelch von 3,4 bis 4,2 erzeugen,

c. Binarbeiten des/der ausgewéhiten Stammes/Stémme in eine Hundefutter-Zusammensetzung oder Katzen-
futter-Zusammensetzung.

Verfahren gemAB Anspruch 3, wobei der Starmm ein Lactobacillus oder Bifidobacterium Ist, wobei der Stamm mit
einem essbaren Tréger oder einer pharmezeutischen Matrix assozilert ist.

Verfahtfen gemaB Anspruch 4, wobel die Zusammensetzung fir die Gesundhelt des Magen-Damen-Takles von
Katzen und/oder Hunden vorgesehen ist.

Verfahren gem4B Anspruch 4, wobel dle Zusammensetzung fiir die Gesundheit des Haut-Systems und/oder Fell-
Systerns von Katzen und/oder Hunden vorgesehen ist.

|
Verfah:ren gem&B Anspruch 4, wobei die Zusammenseizung zum Verbessern oder Reduzieren der Alterung-Effekte
in Katzen und/oder Hunden vorgesehen ist.

Ven‘aﬁren gem4n einem der Anspriiche 3 bls 7, wobel der Stamm in der Zusammensetzung In einer Menge von
1.0E+04 cfu/g bis 1.0E+11 cfu/g enthalten Ist.

Verfahren geman elnem der Ansprliche 3 bis 8, welches femer den Schritt eines Zufligens einer préblotischen
Subsganz anthélt,

10, Veﬁahrs_:n geméB elnem der Anspriiche 3 bis 9, wobei die Zusammensetzung in Form von

a. einem vollstandig mit Nahrstoffen versehenen Tierfutter In einer pulverfdrmigen, getrockneten, oder in einer

24

A\



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

|

2020
Bogota, D.C., 9 de enero de 2008

Aboéado
Gustavo Tamayo Arango

ASUNTO Radicacién ~ 02-10185
s‘ Tramite 002
! Evento 001

| Actuacion 430
| Oficio _a. 714

Folios 005

Patente de Invencion Il Patente de Modelo de Utilidad ]

Viaf Nacional ]

Via PCT (fase nacional) il  Cap.! [] Cap. i N
|

No. Sol. Internacional PCT/EP01/06309

Fecha de Presentacion Internal.  22/05/2001

\‘

€
Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decnsuon 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1 Documentos estudiados

1 ‘1 Descripcion: Folios: 176 a 243 segun modificacién de 26/10/2007.

12. Reivindicaciones: Folios: 244 a 246 segun modificacion de 26/10/2007.

13.  Prioridad: 25/05/2000, EP 00201867
| 25/04/2001, EP 01201503
14. Respuesta del Folios: 158 a 173.

2 Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Nuevos probidticos para aplicaciones de alimento de
c‘nascotas”

EI objeto de la presente solicitud de patente de invencién consiste en el aislamiento
de cepas bacterianas probiéticas, su método de obtencion y composiciones que las
contlenen asi como el método de preparacion de estas ultimas.
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Reivindicacién 1. Cepas probidticas de Lacfobacillus reuteri CNCM 1-2448,
Lactobacillus reuteri CNCM 1-2450, Lactobacillus rhamnosus CNCM [-2449,
Lactobacillus reuteri CNCM 1-2451, Lactobacillus reuteri CNCM |-2452, Lactobacillus
acidophilus CNCM 1-2453.

\

Reivindicacién 2: Un método para la obtencién de cepas probiéticas para gatos y/o
perros, que comprende las etapas de: 1) aislar cepas de bacteria de 4cido lactico a
partir de las heces de gatos y perros; y 2) seleccionar las cepas con capacidad de
p:roducir al menos 1x10° cfu/mL en presencia de 2.0% de sales biliares, luego de dos
horas a un pHde 3.4 a 4.2,

Reivindicacion 3-7: Un método para la preparacién de una composicion de alimento
para perro o gato, quée comprende las etapas de: 1) aislar cepas de bacteria de acido
lactico (Lactobacillus spp. 0 Bifidobacterium spp.) a partir de las heces de gatos y
perros; 2) seleccionar las cepas con capacidad de producir al menos 1x10° cfu/mL
en presencia de 2.0% de sales biliares, luego de dos horas aunpHde 3.4 a4.2;y 3)
incorporar la(s) cepa(s) seleccionada(s) en una composicién de alimento para perro
ol gato en una cantidad de 1x10* cfulg a 1x10" cfu/g sobre un soporte ingerible o
upa matriz en forma de polvo, seca o himeda, molida o estable en anaguel o como
un adjunto dietético.
Reivindicacién 8: Una composicion de alimento para mascotas que comprende una
cepa aislada de bacteria de &cido lactico seleccionada del grupo consistente en
Lactobacillus reuteri CNCM 1-2448, Lactobacillus reuteri CNCM 1-2450, Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-2449, Lactobacillus reuteri CNCM 1-2451, Lactobacillus reuteri
CNCM 1-2452, Lactobacillus acidophilus CNCM |-2453, Enterococcus faecium SF 68
NCIBM 10415 y combinaciones de los mismos en una cantidad de 1x10% a 1x10"
cfu/animal al dia; que comprende ademas un prebidtico y se presenta en forma de
polvo, seca 0 himeda, molida o estable en anaquel 0 como un adjunto dietético o un
complemento.

\
El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de proporcionar nuevas
cepas bacterianas probidticas para alimentacion y mantenimiento de mascotas.

|
Hara solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona cepas
'b@cterianas de acido lactico aisladas, su método de obtencién y seleccion y
composiciones que las contienen, asi como el método de preparacion de las
mismas.

él objeto de la solicitud definida anteriormente se clasifico en la IPC A23K 1/00.

i
|
I

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

3.1. Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

EI capitulo reivindicatorio en general carece de concisién y claridad por cuanto:

1) no todas las cepas reclamadas cuentan con sustento probado suficiente (clausula

8), de manera que se presenta una inconsistencia con la descripcion;

2) se caracteriza la invencion de manera imprecisa a partir de términos vagos como
! menos o hasta, variadas posibilidades e intervalos muy amplios (p.e. clasulas 3, 7,

)

»
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4. No és una invencion (articulo 15 D 486 literal a)-f)) (seglin causal)

Tenien(go en cuenta que bajo la legislacion colombiana “ef todo o parte de seres
vivos tal como se encuentran en la naturaleza, el material biolgico existente en la
naturaleza o que pueda ser asilado...” no se considera una invencion y que los
aislamientos de cepas bacterianas (reivindicacion 1) corresponden con este tipo de
materia, al ser de origen natural, no pueden considerarse como susceptibles de
patente.

|

|
Por lo anterior y de acuerdo a lo establecido en el articulo 15 de la Decisién 486 el
conten?do de la citada reivindicacién no es admisible.

5. Determinacion del Esfado de la Técnica

La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la Técnica es:
Feqi‘ha de presentacion de la solicitud prioritaria: 25/05/2000.

Tenien%do en cuenta la fecha indicada se realizé la blsqueda en el estado de la

técnica de documentos relacionados con la solicitud encontrandose los siguientes
documentos mas relevantes:

,l/g'b

| . Fecha de
[+]
N J Documento Titulo publicacién
| “Pet food product containing _
D1 US5968569 probiotics” 19 — Oct - 1999

6. Anfélisis de patentabilidad (segln requisito) (articulo 14 D486)

6.1.Nivel inventivo (articulo18 D486)
|

La reivindicacion 2 reclama un método para la obtencién de cepas probiéticas para
gatos y/o perros, que comprende las etapas de: 1) aislar cepas de bacteria de acido
lactico a partir de las heces de gatos J perros; y 2) seleccionar las cepas con
capacidad de producir al menos 1x10° cfu/mL en presencia de 2.0% de sales
biliares, luego de dos horas a un pH de 3.4 a 4.2.

Las rélvmdlcac:ones 3-7 reclaman un método para la preparacion de una
composicién de alimento para perro o gato, que comprende las etapas de: 1) aislar
cepas de bacteria de acido lactico (Lactobacillus spp. o Bifidobacterium spp.) a partir
de las heces de gatos y perros; 2) seleccionar las cepas con capacidad de producir
al menos 1x10° cfu/mL en presencia de 2.0% de sales biliares, luego de dos horas a
un pHde 3.4 2a4.2; y 3) incorporar la(s) cepa(s) seleccnonada(s) en una composicion
de alimento para perro o gato en una cantidad de 1x10* cfu/g a 1x10"’ cfu/g sobre un
soporte ingerible o una matriz en forma de polvo, seca o himeda, molida o estable
en anaquel o como un adjunto dietético.

Y la reivindicacion 8 reclama una composicién de alimento para mascotas que
comprende una cepa aislada de bacteria de acido lactico seleccionada del grupo
consnstente en Lactobacillus reuteri CNCM 1-2448, Lactobacillus reuteri CNCM |-
2450, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-2449, Lactobacillus reuteri CNCM 1-2451,

Lactobac:llus reuteri CNCM 1-2452, Lactobacillus acidophilus CNCM 1-2453,

Enterococcus faecium SF 68 NCIBM 10415 y combinaciones de los mismos en una
cantldad de 1x10* a 1x10" cfu/animal al dia; que comprende ademéas un prebiético y
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se presenta en forma de polvo, seca o hlimeda, molida o estable en anaquel o como
un adjunto dietético o un complemento. .

Gonsnderando 1) que tanto el aislamiento de bacterias como su seleccion segln
cbndmones de crecimiento y/o cultivo (pH, concentracion de sales, presencia de
ob(|geno etc.) se constituyen como actividades cotidianas para un técnico medio en
la materia; 2) que el concepto de incluir probiéticos en alimentos y suplementos para
mejorar la salud de animales es también conocido [ver p.e. D1 (folios 147-153)]; 3)
que el ajuste de proporciones y formas de presentacién de una composwlén se
constituyen igualmente como de uso habitual en la técnica; 4) y que el mismo
documento (D1) ensefia composiciones probidticas que pueden contener los mismos
microorganismos [Ver Columna 3, Parrafo 10-25 ], que ademas sugiere el ajuste de
su contenido segun diferentes composiciones y componentes e inclusive muestra las
mismas concentraciones bacterianas propuestas en la solicitud en estudio [Ver
Descripcion y Ejemplos]; 5) y que la Gnica diferencia entre la solicitud y D1 se refiere
a las condiciones especificas de cultivo, correspondientes con actividades habituales
para unh téchico medio en la materia, los métodos y las composiciones reclamados
solo pueden reconocerse como una alternativa a las presentes en el estado de la
técnica al tiempo de su reclamacion y por lo tanto carente de actividad inventiva.
|

|
De esta manera, la materia reclamada no cumple con el requisito de nivel inventivo
establecido en el articulo 18 de la Decision 486.

|
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7. Conclusién:
|

Lds requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asf:
\

Reivindicaciones

N Documento N afectadas Requisito que afecta

D1|  US5968569 18 Nivel inventivo

8. Respuesta a los argumentos del solicitante:

'De acuerdo a lo citado en el concepto técnico No.1195 y a la respuesta del

sohcntante se aclara que la materia referente a los aislamientos no se exceptia de
patentabllldad sino que se excluye en virtud del articulo 15 de la Decision 486 que
no considera una invencion “el todo o parte de seres vivos tal como se encuentran
en|la naturaleza, el material biolégico existente en la naturaleza o que pueda ser
asilado ., entre lo que, obviamente, se incluye a los microorganismos y sus
aislamientos. Porlo tanto, no es procedente aceptar las aclaraciones del solicitante,

toda vez que sus argumentos corresponden a disposiciones sobre excepciones a
patentablhdad (articulo 20) y no a materia que no se considera como invencion, a
mas de que las instrucciones citadas (ADPIC y Disposicion Transitoria Segunda
Decisién 486) no son vinculantes, no han sido normalizadas y en ningin caso
sobrepasan la Decision 486, que no considera como invencién a la materia presente
en la naturaleza (articulo 15) y que no excluye a los microorganismos de excepcion
de patentabilidad (articulo 20) tal como se propone en el numeral Il del articulo
27del ADPIC.

- En estrecha relacion con lo anterior y teniendo en cuenta que tal como lo argumenta

el solicitante en su respuesta son los aislamientos el concepto novedoso e inventivo
reclamado este Despacho no puede reconocerlo como tal, no solo porque el
alslamlento per se no se considera como una invencién, sino porque tratandose de
las mlsmas especies ya conocidas por sus calidades probibticas es, en este caso, la
dwermdad biolégica existenie entre diferentes cepas la responsable de las
caracterlstlcas propias de las mismas, y no la intervencion de una iniciativa
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lnnovadora Asimismo, para los métodos y las composiciones reclamadas, que
obtenidas de manera convencional y sin innovaciones aparentes no pueden
recondacerse como procedentes de la inventiva, maxime cuando no es su desarrollo
el objeto de la invencién.
Adlcm‘nalmente se considera que no es preciso argumentar que D1 es silencioso
sobre los métodos reclamados y los aislamientos, ya que menciona tanto las
espemes reclamadas como sus caracteristicas técnicas de importancia y los métodos
definidos corresponden con los convencionales, de manera que se podria decir que
estan/intrinsecos a los desarrollos presentados en D1. Las diferentes fuentes de
aislamiento no hacen diferente a la especie, ni cambian las caracteristicas
esenciales y conocidas de las misma y la obviedad técnica de los métodos
reclamados no es equivalente al silencio de D1 al respecto.
|
En cumplimiento del articulo 45 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de 60 dias contados
- partlr de la fecha de notificacién de la presente comunicacion. En caso de no dar
requesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesién, se denegara la patente.
[

No'tiff‘quese el presente oficio conforme alo dispyesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero.de)la Circular Unica N° 10 de 2001.

El antenor requenmaento fue noftificado por fijacion en lista, de fecha
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