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dedor del 20 % de los cerdos no sobreviven a la primera semat

- sd de tréstqrnos gastrointestinales debidos en gfan parte a

. animales, esto es causa de una considerable pérdida de bene-|

préctlca de. la cria de anlmales ha 51do sometida a severas

. _del‘parto. Debido al cambio de ambiente y al trauma del par-
. 25 )

Esta invencién se refiere al tratamiento de animales y
consiste en suministrar al animal un régimen que mejora su |
salud.

.La mortalldad entre los animales inmediatamente des-

pués del parto y entre los recién nacidos es alta: asi, .alret’
na de vida y alrededor de la mitad de ese nlmero muere a caut

infecciones con cepas. patlgenas de una o m&s bacterias. Tam-
bién los trastornos gastrointestinales producen una grad ten
si6n sobre los animales que sobreviven y contribuye a un de-

sarrollo lento y a un escaso dumento de peso. En la cria de

ficios, por ejemplo en carne.

Esta resistencia que los reci&n nacidos tienen a 1&5
inﬁecciones bacterianas a las que estdn expuestos durante el
naéimiento o inmediatamente después es édquirida de las ma-
dres. Esta proteccidn (conocida como proteccidn inmune pa-
siva, debido a que los ahticuerpos que proteéen son recibidég

por el animal Joven, no generados por &€l), en la moderna

pruebas. Asi, en el caso de los cerdos, es habitual llevar

las hembras a una poci;gé comfin de partos unos dfas antes

to, disminuye mucho la resistencia natural de las cerdas

(especialmente'aé las primerizas) a la infeccién.'En conse~
cueﬂéia, se multiplican las cepas patfgenas de bacterias co-
mo E. coli que ya estidn presente, aunque en pequeﬁas,poblaciones,eﬁ.q
intestino. Cuando son excretadas estas bacterias patdgenas,:

los recién nacidos quedan expuestos a la infeccidn por ellas,




10

18

20

25

30

incluso antes de la primera mamada. Las hembras a punto de: -
parir recién llegadas y los cerditos que alumbran a su debif-
do tiempo, quedan expuestos a una posibilidad creciente de
infeccibn por las Bacterias patlgenas ekcretadas por las ma-~
dres y crias que ya>se encuentran en la pociléa de partaos.
Hemos @escrito anteriormente (véase, éor ejemplo, la-
patente bfiténica 1.336.015) la administraci6n oral de endo;

toxinas a animales domésticos para aumentar su resistencia

a las infecciones gastrointestinales, en especial a las

crias en la fase de destete.

Ahora hemos encontrado que el riesgo de pérdida de la

salud de los animales y de sus crias puede ser reducido in~

- troduciendo en el intestino del animal, por via oral, endoto¢ ‘ifv

xinas de una bacteria patbgena gue produce un trastorno géé-
trointestinal. |

Por lo tanto, la invencién proporciona un método de
tratamiento de un animal para mejorar su salud y la de sus

crias, en el gque se introducen en el intestino del animal,

por via oral, endotoxinas de una bacteria pat6gena que causa

un trastorno gastrointestinal,
Esta administracifén oral de endotixinas (puras, en el
pienso o en el agua de bebida) al animal estimula la produc-

cién por el intestino del mismo de anticuerpos de los agen-

_ tes‘patﬁgenos Yy esto da lugar a una marcada reduccifn de la

cantidad de patbgenos excretada, con la consiguiente mejora
én el ambiente que beneficia a la madre y a sus crias. (En
el caso de los mamIferos,‘los antibibéticos producidos en el
calostro y en la leche por administracidn oral a la madre
proporciona beneficios adicionales al lactante). Las dosis

minimas tipicas son del orden de 1 a 5 unidades (para la me-
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pienso.

" ducir en el intestino, no pretendemos excluir de este mate-

. efecto inmunoldgico deseado mientras que las exotoxinas y

.que las endotoxinas sean libremente asequibles, por ejemplo

:Que'sean'solubles.vLas endotoxinas, naturalmente, como se

./ sangre de la madre un nivel mayor de anticuerpos contra el

dida de una unidad, v8ase en particular los ejemplos de la

patente briténica 1.336.015) de endoto.xinas de cada cepa pa-j

t6gena de bacteria por animal y por dia. Un nivel especial-
mente adecuado para la inclusién en un pienso es de 102 a

105 unidades de las endotoxinas de cada patégéno por kg .de
Al éspecificar como "endotoxinas" el mdterial a intro-

rial la presencia de exotoxinas o la presencia del material
celular dentro del cual estdn encerradas las endotoxinas en
las bacterias vivas; queremos decir' simplemente que las endoj

toxinas son de importancia fundamental en la obtencidn del

los residuos celulares no lo son. Sin embargo, en ocasiones
serd conveniente dejar las exotoxinas o los residuos celula-

res o ambos en asociacidn con las endotoxinas; en primer lu-

gar, para ahorrarse la molestia de separarlas y, en segundo

ca que puedan poseer. Para actuar eficamente, es preferible

ipdica en la patente b;iténiéa 1.336.015, deben estar esen~-
cialmente exgﬁtas del organismo patégeno vivo,

‘ Es sabido éué, por administracibn de inyecciones paren-
Feralés de un material antigénico apropiado (esencialmente

endotoxinas bacterianas) antes del parto, se produce en la

patbgeno apropiado. Estos anticuerpos son transferidos a la
cria, por ejemplo por transferencia a través de la placenta

o por transferencia al calostro y desde alli por absorcién a

lugar, para permitir la utilizacifén de la capacidad antigénit -
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través de la pared gastrointestinal del lactante en la co-
rriente sanguinea. El cerdo es un ejemplo de animal cuya
cria adquiere una inmunidad pasiva casi totalmente a través
del calostro y de lé pared gastrointestinal. Aunque sin la
inmunidad pasiva que es adquirida la situacién seria mucho
peor, con frecuencia se ha encontrado que la inmunidad pasi-
va es inadecﬁada para luchar con el ambiente altamente infeén
cioso antes descrito.

Ahora hemos encontrado que la actividad efectiva de .
anticuérpos generada en un animal por administracién parente+
ral de endotoxinas de bacteria§ pat6genas puede ser marca-
damente aumentada mediante la administraci6n oral al animal
de las endotoxinas antes descritas,.ya esté el animal preﬁa—‘
do o no. Cﬁando el animal estd prefiado (esta es una forma’
preferida de esta invencifn), se pfoduce el cohsiguiente'be-
neficio tanto a la madre como al récién nacido.

Especialmente en el caso de los mamiferos cuyas crilas
adquieren por lo menos parte de su inmunidad pasiva a través
del calosiro y de la baréd gastrointestinal, se ha encbntra-
do el efecto adicional de que la cria adquiere una inmunidad
pasiva mayor. El esfuerzo es especialmente importante para
aquellos mamiferos, como el‘cerdo, la vaca y la oveja, donde
pf&cticamente toda la inﬁunidad pasiva de la cria es adqui-
rida a travéé del calostro y de la pared gastrointestinal.

Asi, de acuerdo con un aspecto especialmehte importan~
fe de esta invencibn, las endotoxinas de una bacteria patdge-
na cdontra la que se desea conseguir una buena protececidn son
repetidémente administradaé por via oral (es decir, son intrg-
ducidas en el intestino a través de la boca) a un animal pre-

flado cuya cria adquiere por lo menos parte de su inmunidad
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V0141, 0147, 0149 o 0157 o Clostridium welchii o Vibrio coli.

- pat6genos notables son cualesquiera de los ya citados, o un

el intestino delgado: véase Phillipson, Proc. Nutr. Soc.

via oral, se prefiere con mucho inyectar la misma endotoxina

,madrés para comunicar inmunidad pasiva a sus crias. Otra ca-

pasiva a través del calostro y, hacia el final del periodo.
de ggstacién, las endotoxinas también son administradas al
animal por via parenteral.

Si el animal prefnado es una cerda, los enteropatégenos.
notables contra los'que con frecuencia se desea conseguir
una buena proteccibn son uno o més de los sérotipos de

E. colli que contienen las endotoxinas 08, 045, 0138, 0139,

Si el animal es una vaca, los enteropatdgenos notables son
los serotipos de E. coli que contienen las endotoxinas 08,
09, 015, 026, 078, 086, 0114, 0115, 0137 o 139, o Salmonella

dublin o typhimurium. Si el animal es una oveja, los entero-

serotipo de E. coli que contiene la endotoxina 020. (En el
caso de las vacas u ovejas preiladas, si se desea el material
antigénico puede ser protegido de la posible degradacidn en

el rumen, quedando todavia disponible para ser absorbido en

(1972) 31, 159).

Cuando la administracidn se realiza por inyeccidn y pox

que se administra por vig oral.

‘ Una caracteristiéa especial de la forma preferida'de
esté invencién es el hecho de que solamente es necesaria una
inyeccibén., Esto se encuentra en marcado contraste con las re-

comendaciones anteriores de inyecciones parenterales a las

racteristica importante es que no es necesario que el mate-’
rial inyectado contenga un coadyuvante, tal como una emulsién.

Estos coadyuvantes han sido recomendados anteriormente para
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Ademés, la administracién oral prepara el sistema de anticuey

anticuerpos. a una inyeccifn parenteral de las endotoxinas es

garantizar la liberacidn gradual del material inyectado. En
esta invencifn esto es innecesario e incluso desventajoso.

Las llamadas endotoxinas eficaces de los enteropatbge-

nos son estables a 100°C y son convenientemente obtenidas met . .

diante un proceso de esterilizacibn de bacterias‘que se basa
en la calefaccién, como se describe en nuesfra patente brit&s
nica 1.33é.015. La preparacién de piensos que contienen laé
endotoxinas también se ha descrito allf. Otra .técnica estd
descri?a'en el Ejemplo 4. .Pueden ser importantes otros pa—l
t6genos éistintos'de los antes descritos, en especial pafa
otras especies, y én este'caso,lnéturalmente, tienen que ser
aisladas. y utilizadas las endotoxinas apropiadas.

Como se ha explicado antes, lé administracién oral.re-
petida de endotoxinas al animal estimula al intestino del
mismo a producir anticuerpos contra los enteropatSgenos j
esto da lugar a una marcada disminﬁcién de la cantidad de
enferopatégenos excretada, con la consiguiente mejora en el

ambiente y beneficios para la madre y para el recién nacido.
pos de la circulacidn sanguinea, de forma que la respuesta de

muy potenciada. Como ya ge:hé dicho, la administracién paren-
téral de las endotoxinés se realiza hacia el final del perio-
do,éé gestacidn y esto garantiza una gran actividad de anti-
cuerpos durante el periodo de la formacibn de calostro, que
dura aproximadamente los Gltimos 10 dfas de la gestacién.
Preferiblemente la administracién parenteral de las
endotoxinas se realiza de 15 a 30 dias antes de la fecha cal
culada del parto, despu€s de un curso de administracién oral

en el que, diariamente o por lo menos en dias alternos, las

N sfi:‘: )
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endotoxinas han sido administradas por via oral durante las

" tres semanas precedentes, preferiblemente las cuatro o cinco|

semanas precedentes, a una dosis de 10-1000 unidades IH (unida

des de inhibicidn de la hemoaglutinacién) de las endotoxinas

de cada serotipo por animal y por dia. Es preferible prolon-|-

gar la administracién oral hasta el momento del parto o to-
davia m&s; con objeto de reducir al minimo la excreciéh de
enteropatfgenos.

Un’ esquema conveniente esvel siguiente (donde S repre-
senta la fecha de la concepcidn):

ganado
cerdos vacuno ovejas

Comenzar la adminis-
tracibn oral repeti
da en el periodo S a (S+30) s a (5+190) S a (S+70_

Realizar la adminis- (S+85) a (S+255) a (§+115) a.
tracidn parenteral (S+100) (5+270) -(S+130)
en el periodo .

Fecha del parto (6+110) a (sS+280) a (8+145) a

(8+115) (S+290) ~ (s+150)

- Los titulos de anticuerpo en el calostro resultantes
de este régimen son inesperadamenete altos. El estadc inmune

pasivo de las crfas es muy mejorado en consecuencia y su sus

'ceptibilidad a la infeccién es correspondientemente reducidal

Con la inmunizacién parenteral y oral combinadas del

aspecto especial de esta invencidn, se obtiene la ventaja

espécial de que, en particular, se produce la clase de anti-

cuerpo IgM en el calostro, por lo menos en el de la cerda,
en proporcifén inesperadamente alta, mientras que un programa

normal de-inmunizacién parenteral produce predominantemente

.flg clase de anticuerpo IgG mucho menos eficaz.

La invencifn es ilustrada ademds mediante los siguien-

tes ejemplos, donde las endotoxinas empleadas son las de
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' tente briténica l.33é.015) por kg de pienso. Las cerdas del

- toxinas..

- no antes indicados.

E. coli y han sido obtenidas siguiendo el procedimiento des-
crito en el Ejemplo 3A de nuestra patente britdnica ntmero
1.336.015,

EJEMPLO 1

Este ejemplo ilustra el aumento de concentraciln de
anticuerpos en el suero y en el calostro de las hembras del
cerdo que selconsigue mediante la administraciftn de materia
bacteriana antigénica por via oral y parenteral.

Se toman dos grupos, iguales de 8 cerdas y las del
grupo A‘se alimentan con un pienso para cerdos que es del
tipo normal a excepcibn de queAlleva incluidas las endotoxi-
nas de cada una de las siete cepas patdgenas de laAbacterié
E. coli, teniendo las cepas el serotipo Okantigeno.(endoto-
xinas) 08, 045, 0138, 0139, 0141, 0147 y 0149, Las endotoxi-
nas se utilizan en una praporcidn dé 100 unidades IH (unida-
des de inhibicién de la hemoaglutinacidn:; son convenientemen
te medidas por el procedimiento descrito en The Veterinary

Record (1973) 92, 630~636 o en el Ejemplo 2c de nuestra pa-
grupo B reciben el pienso normal que no contiene las endo-

‘ Cada grupo de cerdas'fecibe el pienso particular dia-
riamente, desde el dia.S + 30 (donde S representa la fecha
de concepcifn) hasta por lo menos el.dfa S + 115.

"En el dfa 8 + 94 cada cerda de cada grupé recibe una
inyeccidn parenteral de 3000 unidades IH de las endotoxinas

(O~antigeno) de cada uno de los serotipos de E. coli patfge-

En los dias S + 100 ¥y S + 107 y en el dfa F + 1 (donde

F representa la fecha del parto), se analiza el suero de cad:

+

£
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"tro en la que se analiza el contenido en anticuerpos; tam-

‘anticuerpos en el suero de los cerditos nacidos de madres

tratadas y no tratadas.

anticuerpos. Se obtuvieron los siguientes resultados:

CERDITOS
Concentracidn de_anticuerpos en unidades PHA en
Fecha - el suero )
) Grupo A Grupo B

F - S0 0
F+1 2560 80
F+ 2 2560 80
F+ 7 320 40

-10 -

cerda para determinar su contenido en anticuerpos. Inmediats

mente después del parto, también se toma una muestra de calos4

bién se muestrea y'analiza la leche en los dfas F + 1, F + 2
etc. Los resultados se encuentran en la siguiente tabla.
CERDAS

Concentracibn de anticuerpos en unidades PHA

Suero . Calostro o leche

ggggg. Grupo A Grupo B Grupo A Grupo B
s + 106‘ 640 80

s + 107 1280 160

F 1280 160 2560 160
F+1 1280 = - 80 640 80
F+ 2 1280 80 640 80
F+ 7 640 - 40 320 : 40
F + 14 160 40 160 40

EJEMPLO 2

En este ejemplo se comparan las concentraciones de

" Los cerditos nacidos de las hembras de los grupos A y
B del Ejemplo 1 son amamantados normalmente por sus madres y

su sangre se analiza para determinar la concentracién de

F+ 14 80 10
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Se produce un aumento evidente del titulo de anticuer-
pos en los cerditos amamantados por hembras tratadas de acuer|
do con la invencién.

Por el conocido método de filtracién- de gel, se exami-
na el calostro de ambos grupos de hembras y el suero de los
cerditos amamantados por ellas para determinar la clase de
anticuerpo‘présente. Se encontrt que en ias hembras del grué
po A la relacidn de inmunoglobulina IgM a iﬁmunoglobﬁlina
IgG era.de 10:1 mientras que para el grupo B era solamente.
de 3:7.'ﬁa inmunoglobulina IgM es un agente antibacteriano
mucho mi&s potente que la IgG, sobrepas&ndola en unas 500 ve-
ces. Ademds, la IgM potencia el desarrollo‘subsiguiente de .
inmunidad activa de la cria en crecimiento, mientras que la
IgG suele sﬁprimir este desarrollo. '

EJEMPLO 3

Este ejemplo ilustra la mayor capacidad de los cerqin
tos amamantados por las hembras del Grupo A para resistir al
ataque por las bacterias,

Veinticuatro horas después del nacimiento, ambos gru-
pos de cerditos (es decir, los de las hembras del Grupo A’

y los de las hembras del Grupo B) son atacados con una inyec-

9 bacterias vivas

cibn intravenosa (1 .ml) que éontiene 5 x 10
g; coli del serotipo 0149;K91 K88a, ¢ (L). Durante una hora

inmediatamente después de la inyeccifén se tomaron muestras de
sangre, primero a intervalos de 5’minutos y desﬁués a interva
ios de 10 minutos y las muestras se analizaron para determina

el nfimero de bacterias todavia vivas. Los resultados fueron

{en organismos/ml de sangre):

oy
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Cerditos de las Cerditos de las
hembras del Gru hembras del Gru
Tienpo po A po B
0 108 108
5 10° 108
10 5 x 10% , 5 x 107
15 10* _ 2 x 107
20 - 103 107
25 < 103+ 106
30 , <103, 5 x 10°
40’ <103 105
50 - <103 B 10°
60 <108 107

* <103 no puede determinaxrse.

En él Grupo A, de un grupo de 12 cerditos no se pro-
dujo ninguna muerte y solamente se produjeron tres casos dg
hipotermia leve. En el Grupo B (12 cerditos), se produjo una
hipofermia leve en 4 cerditos e hiportemia grave y cianosis

en 6. De estos 6, 4 murieron al cabo de 3 horas después del

lataque.

EJEMPLO 4

Preparacidén del material de endotoxina

Se repiti8 el procedimiento del Ejemplo 3A de la paten
te briténica 1.336.015, a excepcidn de que después de produciy

el qﬁltivd final, se calentd a 60°C durante 30 minutos para 1i

berar las endotoxinas y después se enfrid A continuaciln se
agregaron. 0,5 ml de formalina (40 % de formaldehido) por cada
100 ml de cultivo a cada uno de los cultivos enfriados. Des-

pués se combinaron los cultivos que contenian las endotoxinas

libres. Los cultivos combinados no se sometieron a ningGn nuevp

Jtratamiento té&rmico.
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,774j1;f porque el animal estd prefado.

- 13 -

EJEMPLO 5

Unos grupos de cerdas similares a los utiiizados en
el Ejemplo 1 se trataron de la siguiente forma.

Las cerdas del Grupo C se trataron exactamente como
las del Grupo A a excepcibn de que no fueron iﬁyectadas;e

Las cerdas del Grupo D se trataron exactamente como
las del Grﬁpo'B a excepci6n de que no fueron inyectadas.

En el momento del parto, las concentraciones de anti-

cuerpos en unidades PHA en el calostro fueron:

Grupo A Grupo B "~ Grupo C Grupo D
2560 .- 160 . - 80 | 20-40

P

.Npta.’Las caracter;sticas descritas en la pag.. 7 linea

25"a pg.8 lfnea 8 son todas.ellas caracteristicas preferidas més
gue necesarias. ' '

En resumen, la Patente de Invencidn que se éoliciﬁa
deberi recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. 'Un método mejorado para la pf&éﬁécién aeﬂcérﬁé-;

una bacteria pat6gena esencialmente exentas de la bacteria pa-
tdgena viva por introduccién en el intestino del animal a tra-

vés de la boca.

2., Un método ségﬁn la Reivindicacién 1, caracteriza-

do porque el animal es un mamifero.

© 3. Un método segfin la Reivindicacibn 1, caracteriza=-
do porque las endotoxinas de una bacteria patSgena esencial-
mente exentas de la bacteria patSgena viva se administran al

animal por via oral y por via parenteral.

4, Un método segfin la Reivindicaci6n 3, caracteriza-

L

que consiste en tratar a un animal prefiado con endotoxinas dg -
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do porque los enteropatfgenos contra los que se obtiene una

£

v

-14 -

5. Un método segfin la Reivindicacibn 4, caracteri-
zado porque el animal es un mamifero.

6. Un método segln las Reivindicaciones 2 o 5, ca-
racterizado porqﬁe el mamifero es un aniﬁal‘cuyas crias ad-
quieren bor lo menos parte de su inmunidad pasiva a través
del calostro y de la pared gastrointestinal.

7. Un método segfin la Reivindicacién 6, caracteriza-

ao porque el mamifero es un animal cuyas crias adquieren prac
ticamente la totalidad de su inmunidad pasiva a través del’
calostro & de la éared(gastrointéstinal. .

8. -Un método segln la ReiQinaicacién 7, caracteriza-
do porque el animal es una. cerda.

9. Un mé&todo seglin la Reivindicacidn 8, caracteriza-
do porque los enteropatSgenos contra los que se obtiene una
proteccién son unc o mis de los serotipos de E. coli que con-|

tienen las endotoxinas 08, 045, 0138, 0139, 0141, 0149 o 0157}

0 Clostridium welchii o Vibrio coli.

10. Un método seglin la Reivindicacibén 7, caracteriza-
11.. Un mé&todo seglin la Reivindicacidn 8, caracteriza-
do porque los enteropatfgenos contra los que se obtiene una

proteccién son uno o més de los serotipos de E. coli gue con-

0137 o 0139, o Salmonella dublin o typhimurium;’

'12. Un método segfin la Reivindicacién 7, caracteriza-
do porque el mamifero es una oveja.

13. Un método segflin la Reivindicacidén 12, caracteriza-

proteccién son uno o mis de los enteropat6genos citados en

las Reivindicaciones 9 u 11 o un serotipo de E. coli que con-

r
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tiene la endotoxina 020.

14. Un método segfin cualquiera de las Reivindicacio~}
nes 10 a 13, caracterizado porque las endotoxinas son prote-
gidas contra la posible degradacién. en el rumen..

15. Un método segfin las Reivindicaciones 3 o0 5 y
cualquier otra reivindicacibn, caracterizado.porque las endo~
toxinas soh administradas por via parenteral solamente una -
vez.

16. Un método segfin la Reivindicacifén 3 y cualquier
otra reivindicacién, caracterizado porque la administracién
parenteral se realiza de 15 a 36 dias antes de la fecha esti-
mada del parto.

17. Un método segfin la Reivindicacién 3 y cualquier
otra reivinaicacién, caracterizado porque la adminiétraci6n
parenteral sigue a un curso de administracibn oral en el éue
por lo menos en dias alternos se hén administrado oralmente
las endotoxinas durante las 3 semanas precedentes.

18. 'Un m&todo segfin cualguiera de las precedentes

oral a cada animal por lo menos una unidad al dfa de endotoxi
nas de cada cepa patb8gena de bacteria. '

19. Un método segﬁhnla Reivindicacién 18, caracteri-
zaao porque la-administfacién oral se realiza utilizgndo un

pienso que contiene de 102 a 10°

unidades de las endotoxinas
de cada patbgeno por kg de pienso. ‘

| 20. Se reivindica por dltimo como objeto sobre el ~
que ha de recaer la patente de invencidén que se solicita: UN

METODO MEJORADO PARA LA PRODUCCION DE CARNE.
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que constu de dieciseis pa-

ginas mecanografiadas.

Madrid, 7 de Mayo de 1.976

BERNARDO AINGRIA
- PeP-
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