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Le presente invencién se relaciona con un procedimien-.
to de obtencién de composiciones glimenticias pere combatir la
disentéria de invierno o diarrea o serpigo en rumisntes, Més

perticularmente, la invencién se relaciona con le produccién de

v 31

alimentos a base de esporas de Bacillus uniflagellatus,
El microorganismo utilizado en la préctica de
esta invencidén estd designado por Bacillus uniflagellatus.
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Un cultivo del organismo se encuentra depositado en la
American Type Culture Collection (ATCC No. 15 134) y se
encuentra disponible al piblico a partir de la American
Type COulture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville,
Md. 20852,

Lag ocaracteristicas morfolégices y fisiolbgicas
de Bacillug uniflagellatus se encuentran detalladamente en
la Patente USA No. 3.617.448, concedida el 2 de noviembre

de 1,971 y titulada "Antibiotic and Methods of Producing
and Using It.%Y.

Otras maeterias publicadas relativas a Bacillus

uniflagellatus, ouyas descfipciones ge incorporan aqﬁi con

finés de referencia, son los articuloss Bacillus uniflage-
llatus: Sp.N., Its Unusual Characteristics, The Southw%sterﬁ
Naturalist 13(3), 349-352, 10 Diciembre, 1968; Inhibition
of Tobécco Moqgip Virus By 4 Bao#erig; Extract, Phytopha~
thology, Vol. 59, No. 5, 658-662, Mayo 1969; y Rabies and
Its Diagnosis (1968).

Ta disenteria de invierno y la diairea, gon dos

enfermedades serias en los rumiantes y afectan de un modo

" . adverso a la genancia de peso de tales animales. En los

cagos fuertes, estas enfermedades, particularmente la di=
senteria de inviérno, pueden resultar fatales para el ani-
mal. Los animales con estas enfermedades requieren grandes

cantidades de alimento para consegulr unag cantidad dada- de
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genancia de peso.

En edicién, la infeccién fungal, serpigo, es
una enfermedad comin entre los fumiantes. Como minimo, el
serpigo conduce s un fuerte malester en parte del animal.
Puede hacer que el animal se hiera el mismo al rascarse
contra alambres o ballas, Bn los casos m4s severos, la en-
fermedad puede daflar seriamente al animal e incluso puéde
conducir a consecuencias fatales.

Los rumiantes que incluyen ganado vacuno, oyejas,

gansos, ciervos y bufalos, constituyen las fuentes ﬁés ime-

- portantes de los alimentos mundiales derivedos de animales.

Un factor limitativo con respecto a la disponibilidad de
estos_alimentos, consigte en la ganancia de peso conseguida
por los rumiantes por unidad determinada de slimento. Cual-
gquier factor que interfiera adversamente con dicha ganancia
de peso, tal como las enfermedades de rumiantes, disente~
ria de invierno, diarrea y serpigo, constituye un factar .
limitativo en el suministro mundial de alimentos derivados
de animales.

Esta invencién tiene como objeto la provisién de
una composicién para eviter la disenteriae de invierno, dia-
rreg y serpigo en rumiantes.,

Otro objeto de la invencidén consiste en propor-
cioner un alimento pare animales que evita la extensidn de

las enfermedades altamente infecciosas, como son le disen-
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teria de invierno, diarrea y serpigo, en 105 rumiantes.
Los anteriores y otros objetos son satisfechos
por le presente invencién, la cuasl comprende incorporar és—

poras de Bacillus uniflagellatus en los alimentos suminis~

trados a los rumiantes, caracterizéndose el méiodo para
evitar la disenteria de invierno, diarrea y serpigo en ru=
miantes por la alimentacién de esporas de Bacillus unifle~
gellatus.

Las esporas de Baclllus uniflagellatus pueden ali-
mentarse 8 los rumiantes dispersindose en sus alimentos,
dispersédndose de un modo uniforme dichas esporas sobre un
vehiculo. El slimento puede ser o bien el alimento sélido
normal de los animales, o en el caso de rumiantes muy Jéve-
nes, tales como animales de 1 dia de edad, el alimento puede
gser la leche suministrada al ruvmiante.

En toda esta memoria y reivindicaciones adjuntas,
lasg esporas, a menos que se especifique claramente lo con-

trario, se refieren g aquellas esporas de Bacillus unifla-

gellatus que, despuéds de la germinsecidn dentro del tracto
digestivo del rumiante, le liberan antibiético. De este mo-

do, no todas las esporas de Bacillus uniflagellatus liberan

antibibético tras la germinacién dentro del itracto digestivo
de los rumiantes. Por ejemplo, cuando se desarrolla Bacillus

uniflaggllétus en un medio de subproductos de choocolate que

contiene concentraciones muy elevadas de glucosa, tal como
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unos 30 g de glucosa por, litro, las esporas producidas a
partir de dichos medios raramente son eficaces, i es que

lo son, para evitar la ﬁisenteria de invierno, diérrea o]
serpigo en rumiantes, debido a que tales esporas no liberan
antibiético tras la germinseién dentro del tracto digestivo
del rumiante. Un medio de subproductos de chocolate debers
contener preferiblemente por lo menos unos 10 g por litro

de glucosa, para producir una cantided apreciable de esporas
y antibiético. En el medio de cultivo, y en lugar de la glu-

cosa, se puede utilizar un azicar, tal como sucrosa que

proporciona glucosa al ser disociado por Bacillus uniflage-
llatus. En la meyoria de los medios, se prefiere la sucrosa
a la glucosa, debido a que es més barata y a causa de que

las bacterias pueden disociarla antes que & la glucosa. Esto

. reduce al minimo la presencia de glucosa en exceso.

El Bacillus uniflaegellatus puede ser desarrollado
en diversos medios nutrientes, para producir el antibiético
indicado en la Patente 3.617.448, Esta patente desoribe me-
dios adecuados de zanahoris y casaminoacido. Otro medio de
cultivo adecuado puede derivarse de subproductos de la fa-
bricacién de chogolate, tales como pastillas prensadas y
pastillas de espulsor.

Las pastlillas prensadas en un subproducto de la
industria confitera. Se prepsran sometiendo uns mezcla de

chocolate y productos de confiteria, tales como dulces de
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desecho, barras dulces mal envueltas a partir de los cuales
sé ha prensaﬁo mantequilla, a presiones del orden de 5,6 a
490 kg/cm2 ¥y temperaturas de 52 a 1212C, y ulterior granu-
lacién del producto. Los ingredientes variarén grandemente
en funeidn de los materiales de partida, pero normalmentg
ineluirdn azdcar de cafia, s6lidos de leche, cacao, mante-
quilla, cacahuetes y slmendras., Por ejemﬁlo, una forma de
pastillas prensadas puede tener un andlisis de 12 % en peso
de proteina, 7 % en peso de grasa y 3 % en peso de fibra,
51 bien el andlisis variard en funcién de lés materiass pri-
mas, El uso principal de las pastillas prensadas reside en
los alimentos para animeles,

Las pastillas de expulsor se derivan de fragmentos
de cAscaras de cacao ¥y polvo a partir del cual se has expul-
sado la mentequilla mediante la temperatura y presién, Pucde
disponerse de un equipo comerciel para obitener pastillas de
expulsor a partir de grénulos de pepitas de cacao sin tos-
tar, restos de limpieza del tostedor y diversas fracciones
de .chgcara del proceso de cascarillado. Las temperaturas
normales usadas pars obtener las pastillas de expulsor, son
del orden de 93 a 1772C, Después de la presurizacién, se
granula la pastilla de expulsoxr. Al igual que las pastillas
prensadas, las pastillas de expulsor constituyen un material
convencional en el comercic y un subproducto de la industria

confitera.
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A modo de ejemplo, y de ningin modo limitativo,

lé.s esporas de Bacillus uniflagellatus queiproducen anti-
bibtico tras la germinacién, se pueden derivar de un ﬁxedié
nutriente de pastilla prensada de subproducto de chocolat;a
y de pastilla de expulsor, como sigues

EJEMPIO A '

En 10 litros de agum destilada se mezclan, cc'm
fuerte agitacién, 650 g de pastilla de expulsor de malla
100, 100 g de pastilla prenaadé. de malle 100, 2 g de nitra—~
to aménico y 2 g de cloruro aménico. La. hezcla resultante
se esteriliza luego sometiéndola en un antoolave a une pre-
sién de 1,05 k.g/cm2 relativos, du:t"ante 1 hora., A contime~
cién, el medio se inocula con un cultivo de Bacillus _u_:l_i_;iig-
gellatus, manteniéndose el medio a una temperatura de 320C.
Se burbujea aire a través del medio inoculado (Bagillus
uniflagellatus es aerébleo) durante un periodo de 12 a 14
dias,

La mezcla se centrifuga luego para sepérar todos
los materiales sélidos. '

El material acuoso de la centrifuga puede ser en-
tonces extractado con éter pars le produceién de antibiéti-
co. ' |

Para recuperar las esporas del material de fondo
centrifugado, dicho material de fondo se seca en vaclo a

una torta s6lida mientras se encuentra a una temperatura
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de 802C, Después del secado, la torta dura se mcltura y se
tamiza a un grado que pase a través de un tam{z de malla 100.
Si se desea, se pueden emplear otros tamefios de malla, por
e jemplo dentro de una gama de malla 50 a 325.

Otro método para la produccidn de esporas de

Bacillus uniflagellatus que proporeionan antibiético tras

la germinacién dentro del tracto digestivo de rumiantes,
es como sigue:
| EJEMPIO B

En 10 litros de agua destilada, se mezclan 300 g
de pastillas de expulsor de malla 100, y 100 g de pastilla
prenseds de malla 100 y la mezecla se agita coméletamenﬁe
para asegurar la total difusién de los sélidos por todo el
1liquido. La mezcla de 10 litros se colooa entonces en un
esterilizador de vapor de agua & una presién comprendida
entre 15y 1,4 kg/cm2 durante un periodo de 90 minutos.

Tras sacarse del esterilizador y enfriarse a
32-342C, se inocula con un cultivo esporulado de Bacillus

uniflagellatus , como el de un tubo inclinado de sggar,

el cual se funde por calor.y se vierte en agua.

‘ La mezcla puede tratarse en un matréz de 12 litros
manteniéndola a una temperatura de 32 a 34°C y agiténdo-
lo y suministrando a la misma oxi{geno mediante burbujeo
de aire filtrado a través de agua, durante un periodo

de 14 dias, Se prefiere la temperaturs de 32 a 342C, si
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bien se pueden emplear temperaturas algo més elevadas o
inferiores. .

La mezcla se puede entonces centrifﬁgar ¥y ndpa~
rarse el liguido pafa la extraceién en la recuperacion del
antibiético. Los sélidos se pueden separar y secar, uolturar

y tamizar y recogerse como un polvo que contiene. las eapo-
ras, ! .4 ,

Alternativemente, todo el cultivo; al términ& de
los 14 dias, se puede pasar a través de un secador por as—
persibén, separando el agua y reguperando tanto las esporas
como el antibiético en forma de un polvo fino. Este dltimo .
procedimiento es preferible puesto que evita la necesidad
de centrifugar, secar, molturér, tamizar y recoger.

Al medio de cultivo de pastilla prensada~pastilla
de expulsor, se pueden afiadir estimuliadores del crecimiento,
para incrementar el rendimiento de oélulas viables de

Bacillus uniflagellatus, Se ha encontrado que un estimula- .

dor del creciﬁiento, gobresaliente, para Bacillus uniflage-
llatus, en medios de.subprqductoa de chocolate, consiste

en medula de cacahuete, Si bien todos los cacalmetes se com-
portan igualmente de un modo eficaz.que las médulas de ca-
cahuete como estimuladores del crecimiento, se prefieren
las médulas de cacehuete a causa de su precio bagtante in-
fefior. De este modo, en la mayoria de las opéfacionas CON=

fiteras, es convenlente séparar las médulas de oacghuete de
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los cacahuetes, debido al sabor relativemente desagradable

¥ corta vida en almacenamiento dé las médulas de cacahuete.

La separacién de las médulas de caéahuete de los cacghuetes
ge puede efectusr por procedimientos comerciales bien cono-
¢idos que se utilizan actualmente eh la industria.confitera.
Las médulas de cacalete y los cacahuetes no constituyen

nn estimilador del crecimiento pare Bacillus uniflacellatus

con medios de cultivo a base 8e zanghoria,

Para ilustrar el efecto de estimulacién del cre-
cimiento de las médulas de cacalmete sobre Bacillug unifla-
ellatus , se 1llevd a cabo una comparacién entre un medio

de cultivo de control de pastilia de expulsor, pastilla
prensada, nitrato aménico y cloruro aménico, como se indica
anteriormente en el ejemplo A, un medio 1déntico que conte-
nia tembién un extracto acuoso de médule de cacshuete, Las
médulas de cacalmete estaban presentes (aunque se derivaran
de un extracto acuoso) en una proporeién de 4 % en peso de
médulas de cacahuete, basado en loq componentes sblidos to-
fales del medio de cultivo. Con el medio de cultivo de con-
trol, se obtuvo yna media de 161?20.000 oélulas vigbles por
ml después de 72 horas de ferméﬁtacién a 329C, mientras que
con el medio idéntico que contenia el extracto de médula

de cacahuete, se obtuvo una media de 42,620,000 células
viables por ml después de 72 horas de fermentacidn a 32¢C,

A continuaciéﬁ se indica up_método preferido pars
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producir esporas de Bacillus uniflegellatus que suminis-

tran antiviético tras la germinacidén dentro del. tracto di-
geativo de mmie.ntes,'hacie-ndo uso de médulas dé cacahuete-
como estimuladors '

EJEMPIO C

En 11 litros de agua destilada, se mezclan 400 g |
de pastilla de expulsor de malla 100, 100 g de pastillae
prensaeds de malla 100 y 137,5 g de médulas de cacaehuete ¥
la mezecla se agita totalmente para asegursr la difusién
completa de los adlidos por todo €l liquido. La mezcla de
11 litros se coloca entonces en un esterilizador de vapor
de agua a una preaién comprendida entre 1,05 y 1.4 g/ om®

durente un periodo de 90 minutos,
Tras su extracolén del esterilizador y enfriamien-

to a 3é—3490, ge inocula con un cultivo esporulado de -
Bacillus uniflagellatus, como el procedente de un tubo in-
clinado de agar, el cual se funde por calor y se vierte en
la mezocla.

Ia mezola puede traterse en un matréz de 12 1li-
tros manteniéndola a una temperaturs de 32-342C y agiténdo-
la, suministrando oxigeno a la misma por burbujeo de aire
filtrado a través de ella, durante un periodo de 14 dfas,

Ia megzola se deja entonces sedimentar y se de-
canta. el liquido sobrenadente para la extraceién y recupe-

racién de antibibético. El residuo ge péaa 2 través de un
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secador por aspersién que separa el agua y reoupera tanto
las esporas como el aptibidtic,o en forma de un polve fino.
Este dltimo procedimiento es preferible ya que evita la
necesidad de centrifugar, secar, molturas, tamizer y reco-~
ger,

Cuando las esporas de Bacillus uniflagellatus

se producen segin cualquiera de lds métodos antes descri-
tos, lag mismas se recuperan como un polvo sustancialmente
uniforme con el resto del medio de c;zltivo en el cual se
producen las esporas. Este polvo proporciona un vehiculo
inerte, barato, que evita el empleo de concentraciones Ge
esporas demasiado elevadas y asegura una distribucién més
homogénea de esporas disponibles, protege las esporas con-
tra la abragién cuando han de ser utilizadas y practice~
nente es atéxico p.a'ra los rumiantes y esporas. El vehioulo
también protege a las esporas contra une excesiva airea~
cién, En adicién, estos métodos de produccién tienen la ven
taja extremadamente beneficiosa, tanto econdémica como ecolg
gicamente, de no disponer de residuos de fermentacién. Por
lo tanto, y mientras que la mayor parte de los procesos de
Permentacién -tienen que hacer frente al problema costoso

de distribucién de los sélidos del medio de fermentacién,
con el producto segin la invencidén se retiene la totalidad
de los sblidos.

Con el fin de evitar que las esporas germinen
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entes del tratamiento de los rumiantes, deberd controler-
ge el contenido en agua de la combinacién de éSporasavehiqg
1o en polvo para que no exceda de un 10 % en peso. Normal-
mente no existe ninguna justificaclén econémics para redu-
cir el porcentaje en peso de agua a un valor inférior e

4 % en peso. Por el término I"porcen’ta;je en peso de agua"
tal y como se utiliza en esta memoria, se quiere dar a en-
tender la determinacién obtenida comparando el peso inlcial
al peso despuds del secado en bandejaeb durante 48 horas &
1002C bajo un vacfo de 686 mm (un vacio igual a una presién
absoluta de 76 mm de mercurio asproximadamente o a una pre-
sién de 0,1 atmésferas).

De este modo, las esporas tendrédn una vida en
almacenamiento de muchos meses. Por lo tanto,. se ha encon-
trado que una dispersién sgstancialmente wniforme de
24,000,000 a 29,000,000 de esporas por grémo en él vehioulo
citado que tiene menos de 10 £ en peso de agua, hierve
aproximademente el 25 % de su potencia ocuando se almacena
durante 6 meses a temperatura ambiente en un recipiente
tapado. }

E1 vehfoulo derivado del medio de cultivo deberd
ger barato, estable en el almacenamiento, inerte y atdéxico

para los rumiantes y para Bacillus uniflagellatus.
Con el fin de proporocionar une mezcla econdmica

¥ eficag para el tratamiento de rumisntes, la produeccién



10

15

20

- 14 -

de esporas puede ser controlada para producir_aproximadameﬁ~
‘te de 100.000 & 1.000.000,000 de esporas por gramo de la
mezcla que incluye las esporas y el vehiculo en polvo iner-
te. Si bien puede¢n utilizarse concentraciones superiogeé e
inferiores, las mismes son antiecondémicas, de modo que se
prefiere la game anterior. El método del ejemplo C ante-
rior produciré, en promedio, unos 29.000,000 de esporas
por gramo de la ﬁezcla en polvo, constituyendo las esporas
por-debajo del 0,5 % en peso aproximadamente de la mezcla.
Se oree que existe de 325.000,000,000 a 350.000.000,000
de esporas en un gramo de esporas pufas.

Un anélisis de la mezcla en polvo, producida por

el método del ejemplo C anterior, révela lo siguiente:

Ingrediente % en peso
Gresa total 9,76 %
Proteina total 24,6 %
Ceniza total 5,9 %

Garbohidratos totales
(calculado como almidén) 11,1 %

Azicares reductores totalea
(calculado como glucose) 1,25 %

Para alimentar las esporas y vehiculo a los ru-
miantes, se pueden emplear diversos métodos. Asi, los ani-
males pueden ser glimentados con las esporas directamente,
¥ 81 es necesario por alimentmeién forgada. Alternativemen-

te, y preferiblemente, las esporas se pueden incorporar en
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los alimentos del animal. Se he encontrado que el empléo
de’las esporas y vehfculo que se derivan de los ejemplos
A," By G antériores, se pueden alimentar directamente &
runiantes como parte de su alimentacibén, sin que por eél_'l.o
pierda las caracteristicas de sabor el alimento. Esto se
cumple tanto con alimentos sélidos, tales como grano, como
con glimentos liquidos, tales como leche.

Aunque teoricamente una espora de germinacién
simple liberard algo de antibiético, se ha encontrado que
deben ingerirse por lo menos 10,000.000 de esporas cada dis
durante el tratamlento, con pi'eferenoia,‘lO0.000.000 0 més
de esporas for dia. Puesto que no se ha detectado ninguna
toxicided notable en las esporas 0 en el antibi&tioo de~
rivado.de las mismas, para los rumiantes, no exlste una.
cantidad méxima, estrechamente definida, de esporas a inwl
cluir en la dieta diaria del rumiante. Sin embargo, y como
materia pré.ctica, no se cree que en ia mayoria de los ru-
miantes exista una justificacién econémice para superar
le dosis de 1.000,000,000 de esporas por dia.

La duracién del tratamiento deberd ser suficien-
te para asegurar que las espéras germinen dentro de la
panza. En ciertos casos, es suficiente un solo tratamiento.
En términos generales, es preferible prolongar el trata-
miento durante -al menos ung semana, en especial haciendo

que el animal ingiera las esporas cada dia durante una se- - -
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mena, Si es factible, el fratamiento puede proiongarse
ventajosamente & un periodo de 2 a 3 meses, Fuesto que del

tratamiento con las esporas de Bacillus uniflagellatus

no se deriva ningin dafio notable, el hecho de asegurar,
adicionalmente, la prevencién de disenteria de invierno,
diarres y serpigo, justifica los trafamientos continwados.

e invencién puede entenderse més complétamente
por referencia a los siguientes ejemplos. Debe entenderse
que dichos ejemplos son solamente ilustrativos y de ningin
modo limitativos.

LJIEVPIO0 1

Dentro de un establo, se tgatan bueyes y novillos
de 22 granjas lecheras, Holsgtein, de‘ﬁruce Holstein-Angus
de cruce Holstein-Charlois. En cada caso, el tratamiento se
inicia cuando el animal tiene una édad de unos 3 meses y
ge contimia durante 2 6 3 meses. De este modo, el trata-
miento se inicia cuando el animal tiene una edad de 3 meses
¥y se interrumpe cuando el animal slcanza los 5 6 6 meses
de edad. Los pesos de los animales en tratamiento oscilan
entre 81 y 225 kg.

Entre noviembre de 1.972 y septiembre de 1.973,

ge tratan 94 cabezas con las esporas de Bacillus uniflage-

" 1latus dispersadss en un vehiculo. La concentracién de las

esporas oscila entre 9,000,000 y 20.000.000 de esporas por
gramo, dispersadas en un vehfioulo y procedentes del método
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del ejemplo C. ¢ada ternero se ;limentg dos veces al dfa, sien-
do ceda alimentacién de 7 gramos dé las-esporas ¥y vehiculo,
de modo que, cada dia, la alimentacién total sea de 14 gra~-
mos de esporas y Vehiculo.

De las 94 cabezas trazadas durante este periodo
de 10 meses, no se presentd ningdn ceso de disenteria de
invierno o diaerrea., Algunos de los snimales llegaron a teher
serpigo en el egtablo. Sin embargo, en cada caso el gerpi-
g0 aparecid como inactivq. Por lo tanto, resultaron sin éxi-
Yo los intentos para cultivar el serpigo a pa;tir de tales
animales que habfan sido tratados con las esporas de Bagillus
uniflagellatus,

Los animales de las mismas 22 granjas lecheras,
del afio anterior, sufrieron en aproximadamente un- 50 % de
disenteria de invierno o diarrea. En edicidén, un 80 % apro-
ximadamente de tales animales tuvieron serpigo.

EJENPIO 2

En un establo separado, se erian conjuntamente un
grupo de 8 vaquillas Guernsey recien nacidas. En la madre
y en dos de dichas vaquillas, se deserrolla una purga viral
que consiste en una diarrea altamente contagiosa debida a
un virus especifico, Normalmente, la purge viral ée esparce
rapidamente por todas las'vaquillas del mismo establo. Debido
e esta enfermedad, mueren le madre y las dos vaquillas con-

tagladas, Las otras seis vaquillas se tratan con 14 gramos
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de las esporas de Bacillus uniflagellatus en un vehiculo,

siendo la concentracién.de lag esporas de 9.000.000 a
20.000.000 de ‘esporas por gramo. En la leche de las vaqui-
lles, se dispersan los 14 gramos de esporas de Bacillus

uniflagellatus y vehiculo, especialmente 14 gramos de las

¢sporas y vehiculo por 1,88 litros de leche, Rapidamente
cada una de las 6 vaquillas beben la leche, El tratamiento
se prolonge durante las tres primeras semanas de la vida de
cade vaquilla., Sin excepciény y en el espacio de una semana,
no se observa signo alguno de purge €n ningung de las vagui-
1llas,

Si se desea, se pueden alimentar a los rumiantes

esporas de Baeillus uniflagellatus . Sin embargo, esto es

un despilfarro de esporas debido al gran ndmero de esporas
por gramo, Por laé razonas aquf indicedas, se prefiere usar
las esporas dispersadas en un vehiculo.

En los siguientes ensayos de la toxicidad, la mues-
tra a ensayar contenfa 32,000,000 de esporas por gramo sobre
un vehfculo derivado de subproductos de chocolate.

El ensayo extensivo de la toxicidad con mamiferos,
no ha revelado toxicldad significative alguna de las espo-
ras de Bacillus uniflagellatus, A modo de ejemplo, los es-

tudios de la irritacidén de la piel de conejos, realizados
seglin Hazardous Substances Labeling Act Regulations, Parte
191, capitulo 1, Titulo 21, Code of Federal Reguletions,
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pérrafo 191.11,1levados a csbo sobre 6 conejbs, con dosis
de 0,5 ml por pafio, utilizandoe 4 pefios en cada conejo, reve~
laron un Indice de irritacién primaria de la piel de 0.

Un ensayo de toxicidad por inhalacién, reslizado
¢on 10 ratas, segin Hazardous Substances labeling Act, Parte
191, capitulo 1, Titulo 21, Code of Federal Regulations,
parrafo 191.1; con una dosis méxima de 500 ml por litro,
inhalade durante une hora, no produjo toxicidad o efectos
letales. No se pudieron emplear convenientemente dosis ma-
yores en los ensayos sin que las ratés murieran, Todos los
animales del ensayo comieron del polve de esporas, mostrando
una répida genanéia de peso, No se observé toxicided, irri-
tacibén o letslidad,

Se ensayé el valor LDSO dérmico en conejos usando

el procedimiento de ensayo indicado en "Appraisal 0f The

Safety Of Ghemicals In Foods, Dfugs and Cosmeties", publi-
cado por Association of Fodd And Drug Officials de log
Estados Unidos.

A cada nivel de dosis, se empled un conejo macho

¥ otro hembra: Dogi

Resultados: Conejo (gm/kg Hiperemia Edemia Mueries

: ' 1M 5 0 0 0
2H 5 0] 0 0

-3 M 10 0 0 0

TS A A

M 1

gH 15 0 0 0

M 20 0 0 0

8 H 20 0 0 .0

9M 25 0. 0 0

10H 25 0 0 0
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Ninguno de los animales exhibié reacciones en la
piel en el espacio del periodo dé dos seﬁanas de obéerva—
cién,

Debido a la voluminosidad de la muestra de ensayo,
no se pudlieron emplear dosis superiores a 25 mg por kg.

Se llevé a cabo en ratas le determinacién del va-
lor LD50 oral usendo el método empleadc como se describe en
"pppraisel of the Safety of Chemicels in Foods, Drugs and
Cosmetics", publicado por Association of Food and Drug
Officials de los Estedos Unidos. |

Resultados: Dosis (am/kg) No. de Ratag Supervivienteé

10 T 10 10

20 - 10 10

30 10 10 |
40 10 10

50 10 10

Cuando en el ensayo se utilizaron dosis stiperio-
res a 50 mg/kg, el material de ensayo suspendido fue trens—
portado a los pulmones,

El material de ensayo, 32,000,000 de esporas por
gramo, cuando se administré oralmenfe a2 ratas a un nivel
de dosificacién de 50 mg/kg, no produjo efectos téxicos o
letales en las ratas, Como no pude evaluarse la dosis letal,
tampoco pudo determinarse el valor LDSO oral.

No se observaron manifestaciones t6xicas en ningin
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momento después de la administracién del material dél ensuyo.
De hecho, los animales mosiraron un aumento de péso defini-
fivo.

Se 1levé a cabo un ensayo de irritacién de ojos
usando los métodos descritos en Hazardous Substances ILabeling
Act Regulations, Parte 191, capitulo 1, Titulo 21, Code of‘
Federal Regulaetions, pérrafo 191.12.

Dosis : 0,1 & en uno de los ojos de cada uno de

6 conejos
Dias
Cone JoA/1 1 2 3 4 5 6 7
I. Cornea '
A, Dpacidad O 0 0 0 0 0 0
B, Area 0 0 0 0 - 0 0 0
AxBx5
II. Iris
4, Valores O - 0 0 0 0 0 0
x5 )
TII. Conjuntiva
A. Rojez 0 (0] 0 0 0 0 0
B, Quemosis 0 0 0 0 0 0 0
C. Descarza 0O 0 0 0 0 0 0

(AxBxC) x 2°

Total 0 0 0 0 0 0 0
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Conejo #2

I. Cornea
A. Opacidad
E. Areas
AXBx5

II. Iris
4. Valores
x5

- 22 -

III., Conjuntiva

A. Rojez
B. Quemosis

" ¢c. Descarga

(A+B+C)x2

Total
Gonejo # 3
I. Cornea

A. Opacidad

B. Area
AxBx5

I1I. Iris
A. Valores
x5

III. Conjuntiva

A. Rojez

B., Quemosis

C. Descarga
(A+B+C) x2

Total

Dias

1 2 3. 4 5 6 7
0 0 0 0 0 0 ¢
0 0 0 0] 0 0] 0
0 0 0 0 4] 0 )
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0] 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 Q 0 0
0 0 C 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 -0 0] 0 0
0 0 0 0. "0 0

0 0 0 0 0 0 ¢
0 0 0 ] 0 0 0
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Conejo 4 4

I'. Cornea
A. Opecided
B. Ares
AxBx5

II, Iris
A, Velores

x5

- 23 -

Dias

-

(@

III. Conjuntiva

A. Rojez

B, Quemosis

C. Descargs
(A+B+C) x 2

Total

Conejo # 5
I, Cornea
4. Opacidad
B, Ares
AxBx5
II, Iris
A. Valores
x5

0

0
0

O

0

0
Y

0

ITI. Conjuntiva

A, Rojez
B, Quemosis

C. Descarga
(A+B+C) x2

0

0
0

Total
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Dias
Conejo &6 1 2 3 4 5 6 7
I. Cornea .
A. Opacidad O 0, 0 0 0 0 0
B. Area 0 .0 0 0 d 0 0
AxBx5
II. Iris
4. Valores 0 0 0 0 0 0 . 0
x5
II1I. Conjuntiva
A, Rojez 0 0 0 0 0 0 0
B. Quemosis O 0 0 0 0 0 0
C. Descarga 0 0 0 0 0 0 0
(A+B+C) x2
Total - O 0 0 0 0 0 0

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
as{ como la maners de realizarse en la préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones enteriormente indicadas son
susceptibles de modificaciones de detalle en ‘cuanto no al-
teren su principio fundamental, siendo lo que constituye la
egencia del referido por lo que se solicita Patente de In-
vencién por 20 afios en Egpaila, sobre: PROCEDIMIENTO DE OBTEN-

CION DE COMPOSICIONES ALIMENTICIAS PARA COMBATIR LA DISEN~
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TERIA DE INVIERNO, DIARREA Y SERPIGO EN RUMIANTES; carac—
terizéndose por lo siguientes : ‘

1.= Procedimiento de obtencién de composiciones
elimenticias para combatir la disenteris de invierno, diarrea
¥y serpigo en rumiantes, caracterizado porque espores ‘e
Bacillus uniflagellatus (ATOC No. 15.134) se dispersan uni-
formemente en un vehiculo atéxico y degustable para los ru~
niantes,

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca~
racterizado porque las espofas sé mezclan intimamente con
el alimento de los rumiantes.

3,= Procedimiento aegﬁnvla reivindicacién 2, ca-

racterizado porque se mezolan al menos 10,000.000 de espo—~

. ras de Bacillus uniflagellatus (ATCC No. 15.134) por racién

alimenticia diaria.

4,- Procedimiento de obtencién de composiciones
alimenticias para combatir la disenterig de invierno,
dierrea y serpigo en rumiantes, tel y como queda sustancial-
mente descrito en la preéente Memoria.

Esta Memoria consta de 25 hojas escritas a méquina
por una sola 6ara. )

Madrid, ® HAW Q78
HERSHEY FOODS CORFORATION,
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