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Esta invención se re fie re  a l a  c r ía  de cerdos y es­

pecialmente concierne a la provisión de un régimen para re­

ducir su su scep tib ilidad  a  lo s trastornos del tracto  g a s­

tro in te st in a l.
Estos trastorn os son debidos frecuentemente a  l a  

presencia en e l in testin o  de una o más variedades patógenas 

de la 'b a c te r ia  Escherichia c o l i , especialm ente.las varieda­

des que presentan lo s  sero tipos sigu ien tes:
C lasificac ió n  internacional 

C la sific ac ió n  de Weybridge _______ de serotipos

G7 08 : K87 (B) K88a,b(L)

E65 045 : K

E57 0138 : E81 (B)

E4 0139 : K82 (B)

E68I I 0141 : K85a ,b -+-K85a,c(B)

G1253 0147 : K89 (B) K88a,c(L)

Abbotstown 0149 : K91 K88a,c(L )

Cuando e l  ambiente de la  d ieta  del cerdo es a lte ra ­

do, por ejemplo cuando es realojado o d este tato , e l  cambio 

de circunstancias deja  e l  sistem a del cerdo en un estado 
favorable a l a  p ro liferación  de la s  variedades patógenas de 

E. c o l i ; y lo s trastorn os g a stro - in te st íra le s  que pueden 

producirse entonces reducen l a  salud general del animal y 

e l  ritmo de aumento de peso y con frecuencia producen l a  

muerte.
Esta invención es e l resultado de nuestro descubri­

miento de que e l in testin o  del cerdo puede ser estimulado 

a  producir anticuerpos de l a s  variedades patógenas de E. 

c o li  ya presentes a l l í ,  introduciendo en e l in testin o  (a  

d iferen cia  de la  introducción en la  corriente sanguínea, 

como ocurre por inyección) la s  endotoxinas de uno o más de
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lo s  serotipos de E. c o li  antes c itad os, sustancialmente 

exentas de lo s organismos c o li v ivos.

Al e sp ec ific ar  como "endotoxinas" l a  sustancia que 

ha de ser introducida en el in testin o  del cerdo, no preten­

demos exclu ir de e sta  su stan cia  l a  presencia de exotoxinas 

o l a  presencia del m aterial ce lu lar dentro del cual están 

encerradas la s  endotoxinas en l a  bacteria  v iva; simplemen­

te queremos decir que l a s  endotoxinas son de importancia 

fundamental para obtener e l efecto inmunológico deseado 

mientras que l a s  exotoxinas y lo s residuos celu lares no lo 

son. Sin embargo, en ocasiones será, conveniente dejar la s  

exotoxinas o lo s  residuos celu lares o ambos asociados con 

la s  endotoxinas; en primer lu gar, por ahorrarse l a  moles­

t i a  de separarlas y en segundo lugar, para poder u t i l iz a r  

la  capacidad antigénica que posean.
Como ya se ha indicado, l a  introducción en e l in­

testin o  ("adm inistración") de la s  endotoxinas de uno so la­

mente de lo s estereotipos de E. c o li anteriores e jerce c ie r­

to efecto beneficioso, en tanto en cuanto entonces se ha 
reducido la  capacidad de ese serotipo para producir danos. 

Sin embargo, es preferib le  adm inistrar la s  endotoxinas de 

todos lo s  serotipos. Las endotoxinas que han de ser admi­

n istradas pueden ser obtenidas cultivando cada serotipo 

(se puede obtener una maestra de cada uno de e llo s  del La­

boratorio Central de V eterinaria, M inisterio de Agricultura 

y Pesquerías, New Haw, Weybridge, Surrey, In glaterra) y 

cuando e l  crecimiento del microorganismo, y por lo tanto 

l a  producción de endotoxinas, ha llegado a un grado adecua­

do, matar los microorganismos pro liferan tes y lib e ra r  l a s  

, endotoxinas. Esto puede re a liz a rse  por ebullición  o en auto
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clave. Los cu ltivos e ste r iliz ad o s completos, cada uno de 

lo s  cuales contiene exotoxinas y re sid u o s.ce lu lares a s i  co­

mo endotoxinas, pueden ser combinados después y administra­

dos. Sin embargo, en lugar de e s t e r i l iz a r  lo s cu ltiv o s com­

p le to s, es preferib le  separar la s  b acterias (convenientemen­

te por centrifugación) y t r a ta r la s  en un pequeño volumen 

de un medio acuoso (por ejemplo, agua o solución sa lin a) ps¡- 

ra  matar l a s  b acterias y producir la  liberación  de la s  en­

dotoxinas.

La forma más se n c illa  y más económica de matar la s  

b ac te ria s  separadas es por calentamiento. S i e l  calentamien­

to es suficientemente prolongado -  por ejemplo, 1 hora a 

100°C, 20 minutos a  125°C -  gran parte de la  endotoxina es 

liberad a de su asociación  con la s  paredes ce lu lares de la s  

bacterias.m atadas y liberada a l  medio en e l cual se esta  

efectuando l a  calefacción . Las endotoxinas combinadas r e s i­

duales pueden ser pasadas a solución, según hemos hallado, 

por tratamiento con un enzima como tr ip s in a , lisozim a, 

pepsina, lip a sa  o mezclas de la s  mismas. Los resu ltados de 

procesos de tratamiento típ ico s se encuentran compendiados 

en l a  Tabla I ,  que indica la s  proporciones re la tiv a s  

( t i t u l o )  de endotoxinas liberadas a l  agua mediante un 

tratamiento preliminar para matar la s  b ac te r ia s , seguido de 

un tratamiento con enzima para lib e ra r  la  endotoxina que ha 

quedado combinada a  l a s  paredes ce lu lares bacterian as.

30
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TABLA I

Tratamiento des 
tructivo  "  

-  exposición  a
Endotoxina

lib e rad a

Endotoxina to ta l  lib erad a  por tratac 
de la s  bacterias matadas.

t r ip s in a  lisozim a pepsina lip a :

— 320 * 1280 640 2560 < 128(

100°C durante 
20 minutos

1280 2560 1280 5120 256(

I 25OC durante 
20 minutos

2560 2560 2560 5120

, Ondas u ltra só n i­
cas (probeta de 
9 mm: 1,5 ampe­
r io s )  aO °C  du­
rante 30 minutos

640 2560 640 1280 128(

pH 3,5 a4 5 °C  du 
rante 60 minutos

640 640 320 640 32(

butanol acuoso 
a l 5% a 370 duran 
te 2 horas

640 2560 2560 1280

Liberación debida a  l a  l i á i s  natural del microorganismo.

so



5 %

TABLA I 4179
tdotoiina t o t a l  l i b é r a l a ^  ibatamíente a?strn ctivd  segnid. de tratamiento 

de la s  b acteria , ^  ^
lisoz im a pepsina ü t ^ s a  tr ip s in a  . t r i p s in a . P ^ s in a .jr ip sin a

1280

2560

640

1280

2560^

5120

1280

2560

2560 2560 5120 -

2560 640 1280 1280

640 320 640 320

2560 2560 1280 -

1280 1280 5120

2560 5120 5120

- 5120 5120

1280 640 320

1280 2560 5120

1280 2560 1280

tu ral del microorganismo.

\
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En la  p ráctica , l a  administración de la s  endotoxi­

nas a l  cerdo se r e a l iz a  naturalmente por l a  boca, ya sea 

simplemente forzando l a  toma del m aterial de cu ltivo  este­

r iliz a d o  o mediante e l agua de bebida o como ingrediente 

de un pienso para cerdos, adecuadamente un pienso que con­

tenga l a  fuente de proteina e h idratos de carbono, t a l  como 

un ce rea l, y l a s  vitaminas y elementos minerales que son 

componentes esenciales de l a  d ie ta  de lo s  cerdos.

Hemos encontrado que lo s  ingredientes del pienso de 

lo s  cerdos, ta le s  como harina de arenque, levadura, harina 

de t r ig o , avena machacada, cebada molida y leche descrema** 

da en polvo, tienen tendencia a  combinar la s  endotoxinas 

de E. c o li  consigo mismas a pH 5,9 y mas a lto , como indica 

la  siguiente Tabla. I I *
TABLA I I

Título de endotoxina combinada por
Ingrediente de l a  

d ie ta
unidad de peso de ingrediente a pH

6.8

Harina de tr igo 0 480 480 480 560

A v *n a  machacada 0 0 0 320 560

Cebada molida 0 0 320 320 480

Harina de arenque 0 480 480 480 560

Levadura 0 320 480 480 560

Leche descremada 
en polvo

0 320 480 480 560

También hemos encontrado que lo s enzimas proteo lí-

t ic o s , como l a  tr ip s in a , son capaces de lib e ra r la  endoto*

xina combinada de e sta  forma.§ Así y a pH 7 ,2 , l a  tr ip s in a

lib e ra  alrededor de l a  mitad de l a  cantidad de endotoxina 

combinada an terior de l a  levadura y de l a  leche descremada 

en polvo.



1 Además, hemos encontrado que l a s  endotoxinas de

J3. c o li precipitan  de lo s  sistem as acuosos a un pH in fe-, 

r io r  a  5, como indica l a  siguiente Tabla I I I :

TABLA I I I

5
PH

Título de endotoxina presente en l a  so­
lución patrón después de a ju sta r  a l  pH 
_________________ indicado______________

10

15

7 .0

6.5
6.0

5.5

5 .0

4.5
4 .0  

3,2

2.5

320

320

320

320

320

160

80

40

40

Es conveniente incorporar la s  endotoxinas a l  pienso 

¡preparando en primer lugar una premezcla de la s  endotoxi­

nas con uno de lo s ingredientes del pienso (adecuadamente 

l a  leche descremada) y agua y después mezclar l a  premez­

cla con lo s restan tes ingredientes del pienso. S i se sigue 

este  procedimiento, es conveniente, teniendo en cuenta lo s  

resu ltados de la s  Tablas I I  y I I I ,  a ju sta r  la  premezcla a 

un valor de pH comprendido entre 5 y 6 , para asegurarse de 

que por ingestión  por lo menos parte de l a  cantidad de en­

dotoxinas del pienso resu lte  inmediatamente asequible para 

la .estim u lación  del sistem a inmune in te s t in a l del cerdo.

La invención tiene esp ecia l ap licación  en e l  aumen­

to de la  re s is te n c ia  a l a  infección de lo s  cerdos en l a  f a ­

se de d este te , cuando están especialmente sometidos a ten­

sión . Administrando l a  sustancia endotoxínica antes de que



e l cerdo haya sido destetado, por ejemplo comenzando a l a  

edad de 4 a 10 d ías y continuando hasta e l d estete , e l in­

testin o  del cerdo puede ser estimulado a producir lo s an ti­

cuerpos apropiados, de forma que en e l momento en que e l 

cerdo es separado de l a  madre, ex iste  en e l in testin o  una 

circu lación  de anticuerpos suficientemente a l t a  para hacer 

frente a cualquier pro liferación  de E. c o li  o por lo menos 

para reducir l a  gravedad de cualquier enfermedad que se pro 

duzca. El material endotoxínico puede ser incorporado para 

este f in  en e l llamado "pienso de a r r a s t r e " , es d ecir, un 

pienso especialmente formulado para cumplir lo s req u isito s 

n u tritivo s de lo s cerdos en la  fa se  anterior a l  d estete .

El pienso se da a lo s  cerdos con precaución para ev itar  que 

l a  madre se lo coma, generalmente haciéndolo accesib le  so­

lamente a través de una estrecha entrada.

Las d o sis  mínimas son del orden de 1 a 5 unidades 

(para l a  medida de una unidad véanse lo s Ejemplos poste­

rio re s) de l a s  endotoxinas de cada serotipo de E. c o li  por 

cerdo y por día. Sin embargo, hemos observado que lo s  cer­

dos que reciben 1000 veces e sta  cantidad no presentan efec­

tos nocivos. Un n ivel muy adecuado para la  inclusión en e l 

pienso del cerdo es de 10^ a 10  ̂ unidades de la s  endotoxi­

nas de cada serotipo por kilogramo de pienso.

La invención es ilu strad a  mediante lo s  sigu ientes 

ej emplos.

EJEMPLO 1

Preparación y aislam iento de endotoxinas 

Se preparan endotoxinas de cada uno de lo s  s ie te  se- 

rotipos de E. c o li antes mencionados, siguiendo en general 

e l método de Westphal, Luderitz y B iste r  (1952) Z. Natur.
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Un cultivo secado por congelación de E. c o li  se re -  

constituye en peptona-agua y se incuba a  37^0 durante 6 ho­

ra s . Después de un crecimiento adecuado, se determina l a  pu 

reza del cultivo sobre una placa de agar sangre de oveja

10

lavada y después se u t i l iz a  para inoculan tubos inclinados 

de agar n utritivo  (Oxoid ) en matraces de Roux. El cultivo 

es desarrollado a 37°C durante l a  noche y la s  bacterias son 

recogidas en agua d e stila d a  e s t é r i l .  La suspensión bacteria 

na obtenida es dispensada asépticamente en fra sco s  Univer-

1S

s a l  de 30 mi y centrifugada a 4000 rpm durante 10 minutos. 

El liquido que sobrenada se separa y e l granulo resid u al 

de b acterias se suspende de nuevo en 4 mi de agua destilada 

e s t é r i l  y después se seca por congelación.

Con objeto de a i s l a r . l a s  endotoxinas, se suspenden

0.5 g de E. c o li  secada por congelación en 5 mi de NaCl

20

0,15 M y se añaden 10 mi de fenol acuoso a l  90 % como agen­

te de l i s i s .  La mezcla se ca lien ta  a  68^0 durante 30 minu­

to s , con ag itación  continua, después de lo cual se cen tri­

fuga a 4000 rpm para compactar lo s residuos ce lu la re s. Se

25

separa la  fa se  acuosa y se en fría  a 4°C y a la  misma se 

añaden lentamente 10 volúmenes de etanol enfriado con h ie ­

lo . El precipitado a s í  formado se redisuelve en agua y lo s  

ácidos nucleicos se precipitan  de l a  solución por adición 

de 2 volúmenes de etanol y se separan. De la  solución r e s i-

30

dual se precipitan  la s  endotoxinas por adición de otros 

8 volúmenes de etanol. Se separan por centrifugación , se 

lavan con etanol enfriado con hielo  y se disuelven de nue­

vo en NaCl 0,15 M. (E sta  solución de endotoxinas es denomi­

nada Reactivo 1 ).
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EJEMPLO 2

Determinación 3e endotoxinas

a. Preparación de antisueros

Se preparan sueros hiperinmunes esp ecífico s ("Anti­

sueros") en conejos blancos de Nueva Zelanda contra orga­

nismos destruidos por e l calor ( 100^0 , 2,5 horas) y lava­

dos de cada ano de lo s  serotipos de E. c o l i .

Se preparan suspensiones del organismo matado ca­

lien te  en NaCl 0,15 M (aproximadamente 3 x 10^ organismos/ 

mi) y se inyectan intravenosamente. El programa de inmuniza­

ción comienza con un volumen de inyección de 0,1 mi y es 

continuado cada cuarto día duplicando lo s  volúmenes hasta 

1,6 mi. Los conejos son desangrados 10 d ías después de com­

pletado el programa y l a  sangre obtenida es centrifugada.

Se recoge l a  capa superior de suero hiperinmune. (Este an­

tisuero  es denominado Reactivo 2 ).

b. Medida de l a  actividad de anticuerpos (anti-endotoxinasj 

en e l  antisuero

Unos e r itro c ito s  de oveja son sen sib ilizad os por 

tratamiento de una suspensión a l  5 % de cé lu la s empaqueta­

das lavadas con un volumen igu al de l a  solución de endoto— 

xina Reactivo 1, a 37°C durante 30 minutos. Las cé lu la s sen 

s ib lliz a d a s  son separadas por centrifugación , lavadas para 

lib e ra r la s  del exceso de endotoxinas y suspendidas de nuevo 

en NaCl 0,15 M para formar una suspensión a l  2,5 % de e r i­

tro c ito s  de oveja sen sib ilizad os a l a  endotoxina. (Esta 

suspensión es denominada Reactivo 3)*

El Reactivo 2 (antisuero) es d ilu ido en se r ie  con 

NaCl 0,15 M para obtener una serie  de soluciones de volú­
menes iguales (1 volumen) de concentraciones de anticuerpo
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1/5 , 1/10, 1/20, 1/40......... 1/(5 x 2^**^)de la  del Reactivo 2

y a  cada una de e s ta s  .soluciones se agrega 1/5 volúmenes de 

Reactivo 3. Se produce hemoaglutinación en la s  soluciones 

de antisuero más concentradas y no en l a s  más d ilu id as y se 

toma como punto f in a l  de l a  valoración (determinado a 4°C) 

e l  de l a  solución en. l a  que justamente comienza a  producir­

s e  la .hemoaglutinación. En un procedimiento típ ico , e l pun­

to f in a l  puede encontrarse en la  doceava solución, es de­

c i r ,  en l a  solución con una concentración de anticuerpos 

1/(5 x 2 ^ )  de l a  del Reactivo 2. Debe decirse que e l Reac- 

tivo  2 tiene una concentración de antisuero de 5 x 2 

(= 10. 240) .
c . Medida de la  concentración de endotoxinas en solución 

de concentración desconocida

La solución (Y) que ha de ser  analizada se diluye 

en se r ie  con NaCl 0,15 M para obtener una se rie  de solucio­

nes de volumen ig u a l (3 volúmenes) de concentración de en­

dotoxinas 1/ 3, 1/ 6 , 1/ 12, 1/ 24, etc . veces la  de l a  solu­

ción Y. A cada una de estas soluciones se agrega un volu­

men de Reactivo 2 (antisuero) diluido de forma que tenga 

una concentración de 20 (véase el epígrafe anterior) y des­

pués ( a l  cabo de algunos minutos) un volumen de Reactivo 3 

(e r itro c ito s  de ovejas se n sib iliz ad o s) , dando unas concen­

traciones f in a le s  de endotoxina 1/ 5 , 1/ 10, 1/ 20. . . . .

1 /(5  x 2^**^) veces l a  de l a  solución Y. La hemoaglutina­

ción es inhibida en la s  soluciones de endotoxina más concen 

tradas pero no ocurre en la s  más d ilu id as y el punto f in a l  

de l a  valoración se toma como e l  de l a  solución en la  cual 

l a  hemoaglutinación es justamente inhibida. En un procedi­

miento t íp ic o , esto puede ocurrer en l a  sex ta  solución,
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1 cuya concentración de endotoxinas es 1/(5 x 2^) veces la  

de l a  solución Y. Puede decirse entonces que l a  solución Y 

tiene una concentración de 5 x 2  ̂ (= 160), equivalente a 

160 unidades de endotoxina por m ililitro  (véase e l Ejem-

5 pío 3) .
EJEMPLO 3

A. Preparación de m aterial de endotoxina

El siguiente procedimiento se sigue independientemen--

to para cada uno da lo s  serótinos de E. c o li  antes citados.

10 ( i )  Se traza una raya de bacterias procedentes de un cul­

tivo de depósito sobre placas de agar sangre lavadas 

y se incuba a 37°C durante 24- horas. Después se com-
' prueba convencionalmente l a  pureza de l a  variedad en

la s  p lacas.

15 ( i i )  Unas colonias de l a  b acteria  se tran sfieren  desde la s  

placas a 50 mi de un caldo nutritivo  Oxoid (Número de 

catálogo CM 67). El caldo se mantiene a 37°C durante 

24 horas.

( i i i )  El caldo completo obtenido en ( i i )  se u t i l iz a  para

20 inocular 1,5 l i t r o s  de caldo n utritivo  Oxoid nR 2 y 

e l caldo se incuba, con agitación , a 37^0 durante 24 

horas. Cada cultivo f in a l a s í  producido contiene a l­

rededor de 1010 b acterias v iab les por m ililitro  y una 

muestra del cu ltiv o , cuando se t r a ta  a  vapor a 125°C

25 durante 2 horas y se somete a l  procedimiento de ensa­

yo del Ejemplo 2, da un t ítu lo  de 2560, correspondien­

te  a 2560 unidades de endo toxina por m ililitro  de cul­

tivo  vaporizado.
Se reúnen lo s  cu ltivo s de todos lo s  sero tip o s y la  

mezcla se vaporiza durante 2 horas en un autoclave (125°C)
30
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I para matar l a 3 b ac te r ia s .
)
i B. PreparacidA de un pienso para cerdos

El caldo e ste r ilizad o  completo obtenido en A se a ju s  

t a  a pH 5 y se incorpora en una proporción en peso de 15:85 

a un pienso convencional para destete de cerdos de l a  s i ­

guiente composición:

% en peso

ll leche descremada secada en ro d illo  20

i harina de pescado blanco 25

[ avena mondada ap lastada (copos de avena) 36

azúcar (sacarosa) 10

levadura desecada (75 % sin  extraer) 5*5

ace ite  de hígado de bacalao 2

j cloruro sódico 0,5

lg ¡¡ suplemento mineral 1*015 ¡¡ suplemento mineral 1*0
i La masa resu ltan te se seca a 65°C hasta un n ivel 

de humedad del 15 % aproximadamente.
EJEMPLO 4

El cultivo f in a l de cada serotipo obtenido siguien-

20 do e l procedimiento de A del Ejemplo 3 es centrifugado pa­

ra  separar la s  b ac te r ia s , que después son suspendidas de

nuevo en agua y calentadas a  125°C durante 30 minutos. Las 

b acterias matadas son tratad as después durante 3 horas a 

37°C con una mezcla de lo s  enzimas lisozim a y pepsina y e l

25 m aterial to ta l  de endotoxinas resu ltan te  del tratamiento 

d estru ctivo  y del tratamiento con enzimas se somete a valo­

ración . Se reúnen lo s  m ateriales de endotoxinas valorados 

procedentes de todos lo s  sero tip o s, se a ju sta  a pH 5 y se 

agregan sobre leche descremada. La mezcla se incorpora des-

30 pués a un pienso para cerdos convencional de la  composición
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1 indicada en e l Ejemplo 3) de forma que se obtenga una con- 

centración de 10 unidades de la s  endotoxinas de cada sero- 

tipo por kg de pienso.

En resumen, la  Patente de Invención que se so l ic ita  

deberá recaer sobre la s 's ig u ie n te s :

10

REIVINDICACIONES - 

1. Un método mejorado para la  producción de pienso, 

caracterizado porque la s  endotoxinas de uno o más de los 

serotipos de E. co li 08, 045, 0138, 0139) 0141, 0147 y 

0149, sustancialmente exentos de organismos vivos de E. coli

.15

20

se preparan preferentemente mediante cultivo de un serotipo, 

se separa por centrifugación la  bacteria  del cultivo y la  

b acteria  separada se calien ta para matar la  bacteria  y lib e la r  

de la  misma la s  endotoxinas requeridas y se introducen en 

el in testin o  de un cerdo, por v ia  bucal, para mejorar la  re 

s iste n c ia  del cerdo a lo s trastornos g a stro in te stin a le s.

2. Un método según la  reivindicación  1, caracteriza­

do porque la s  endotoxinas son administradas antes de que el 

cerdo haya sido destetado.

3* Un método según la  reivindicación  2, caracteriza­

do porque la  administración se inicia a la  edad de 4 a 10 

d ias .

28
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4. Un método según cualquiera de la s  re iv in dicacio­

nes 1 a 3 ; caracterizado por que la s  endotoxinas son adminis 

tradas en agua.

5. Un método según cualquiera de la s  reivindicaciones 

1 a 3 , caracterizado porque la s  endotoxinas sonalministradas 

en un pienso para cerdos.

6 . Se reiv indica por último como objeto sobre e l que 

ha de recaer la  Patente de invención que se s o l ic i t a :
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