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Case O.Z« 1011/00

MBMDEXA DESCRIPTIVA
El presento invento se refiere  a un procedimien­

to  para la preparación de un oonoentrado proteínico que 
contiene factores inmuno lógicos de origen lácteo, pzinci- 

5 . pálmente inmunoglobulinas activas.
Se ha propuesto ya la introducción do factores 

inmunológicos de origen lácteo en productos dietótioos 
para recién nacidos y lactantes por incorporación de d i­

chos factores a la  leche, permitiendo tra n s fe r ir  a la
10. sangre del lactante esos factores, pero s in  indicar las 

modalidades n i los resultados de una t a l  inmunización 
pasiva generalizada.

Se ha propuesto también a is la r  lactoglobulinas 
inmunes a p a r t i r  de lecho de vacas vacunadas, por coagu—
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laeión do la  locho, rocuporaoión del lactosuero y preci­
pitación selectiva do las lactoglobuliuaa por ©1 sulfato 
d© amonio seguida do d iá lis is  contra o l agua pura, f i l ­
tración  y socado. So han realizado ensayos do ssropro- 

5. tecoión con ratones on ¡colación con dichos trabajos, los 
cualos han mostrado quo la  inyección parontoral do ostos 
principios Inmunizantes proporcionaba una protección pa­
siva generalizada contra algunas bacterias y virus onto- 
ropatógonos cuando se inyectaban por la  misma v ía  esos 

10. microorganismos a los animales.
So lia encontrado ahora un método para preparar 

en escala in d u stria l un concentrado protoinico que con­
tenga inmunoglobulinas s in  desnaturalizar óstas durante o l 
procoso tecnológico. Dicho producto proporciona una inmu- 

15, nizaeión pasiva local a nivol dol in testino  s in  reabsor­
ción y sin  destruooión notable do su actividad en o l 
tracto  digestivo.

El procedimiento sogún o l invento so caracteriza 
por las etapas siguientes:

20. So rooogo la  locho do hembras locho xas hiporinmu-
nizadas so soparan la  croma y las impurezas, so coagula 
la  locho clarificada y descremada, so sopara la  caseína, 
se f i l t r a n ,  se u ltra f il tra n  y se e s te r iliz an  las p ro teí­
nas, de l lactosuero por f iltra c ió n , se evapora y se seca 

25. ol producto on condiciones que no desnaturalizan las in -  
munoglubilinas y conservan la esterilidad .

la  página siguiente esquematiza las diferon 
te s  etapas do realización dol procodimionto*
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5.

10.

35.

Calostro, locho de transíaión y ¿le ¿ 
f in  ds laotanoia ___ }

i
Descremado 1T

. . . ___________ . _____ i............... .... ..........................

[ Coagulación }

Separación de la caseína

F iltrac ión  
Ultraf il tra o ió n __

í
P refiltrac ión

(

1

| F iltrac ión  e s té r i l  |

| Evap oración 1

I
Congelación + 
lio filizac ió n

Acondicionamiento" j

20* la s  hembras lecheras u tilizadas son bóvidos, en

p articu la r vacas.
la  leche que hay que t r a ta r  puede se r  de d ife ­

rentes tipos más o menos ricos en anticuerpos : calostro, 
leche de transic ión  (leche de los 8 días siguientes a l 

25. parto) o leoha de f in a l  de lactación (2 últimos meses de 
secreción laotea).

Se prefiere t r a ta r  una mezcla de estos sueros pa­
ra obtener un elevado porcentaje de anticuerpos durante e l 
período más largo posible.
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la hiperinmunización de la  vaca se efectúa me­
diante una vacunación oombinada. Por ejemplo, por in s t i ­
lación in trac is to m al en la glándula mamarLa, inyección 
paranteral (subcutánea, intravenosa), inyección en e l  s i s -  

5. tema ganglionar retromamario, por escarificación, por in­
gestión oral o por combinación de varios de estos modos.

Se prefiera u ti l iz a r  una. combinación de estos mo­
dos do acuerdo con un osquoma de inmunización cuidadosamente 
establecido a f in  do obtener una dosificación sa tisfac to ria  

10. do anticuerpos on oada tipo de lecbe utilizado. Asi para, 
e l  oalostro y la lecho de transición, la  vacunación es pa- 
rontoral o in trac is to m al en las 8-2 semanas antes del 
parto y oral durante la semana que precedo a l  pardo.

Para la locho do f in a l do lactación so procedo 
15. a a lto m ar la vaouna parentoral, local y oral a p a r t i r  do 

2 meaos y medio antes dol agotamiento presunto de la se- 
ciooión láctea.

Con ventaja, la  vacuna u tilizada es una mezcla del 
antigeno elegido y de un coadyuvante a base de suero sanguí- 

20. neo homólogo de vacas inmunizadas, e l  cual permite así una des- 
toxificación de la  vacuna y la formación de oomplejos inmunes.

Dado que la vaca sirve de animal de producción, 
los Ig oontenidos en e l  concentrado proteínioo son p rin c i­
palmente IgG(en especial IgG^) a diferencia de la  leche 

25» materna que contiene IgA corno Ig preponderantes.
El porcentaje de Ig en e l  concentrado proteínioo 

en e l  que las proteínas representan e l  70 a l 8Qje en peso 
es del 25 a l  35 en peso. Algunas ventajas se deben a l 
hooho do quo, a l rea liza r e l  procedimiento, los Ig no se
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separan de las otras proteínas d e l laotosuaro, las ouales es­
tán  por lo tanto igualmente presentes ou e l  concentrado obte­
nido. Se evitan así las operaciones do procipitaoión se leo ti-  
va, por ejemplo mediante sulfato de amonio y d iá lis is .

5. Además, algunos factores bacteriostáticos o an ti­

v ira le s , por ejemplo la  lactoferrina o los sistemas enzi- 
mátieos oomo la lactoperoxidasa y la rlbonucleosa que es­
tán  presentes en e l  lactosuero se encuentran en e l  concen­
trado protelnioc.

10. Se pueden u ti l iz a r  toda clase de antigenos de o ri­
gen v ira l  o bacteriano y los anticuerpos obtenidos son fun­
ción de la  naturaleza de los antígenos administrados a la  
vaca. Se puedo, por ejemplo, obtener una protección contra 
las bacterias y v irus enteropatógenos responsables de gas- 

15. tro e n te r i t is  acompañados de fuertes diarreas con deshidra- 
tación, por incorporación del concentrado proteinico que 
contiene las Xg en cualquier soporte que sea apropiado pa­
ra efectuar una administraoión oral. Dicho soporte puede 
s e r  cualquier excipiente o de preferencia un producto d ie - 

20. te tic o , oomo una leche o una harina lacteada para niño 
pequeño, una leche llamada "humanizada11 o adaptada pare, 
lactante, una leohe especializada adaptada para un gru­
po p a rticu la r  de recien naoidos, como por ejenplo una 
leche para prematuros o niños nacidos oon poco peso, etc,

25. Si se quiere u t i l iz a r  por ejemplo un concentrado

que contenga Xg anti E .coli en dosis p ro filác tica  oon 
una leohe oomo soporte se incorporarán de 0,8 a 3 g de 
concentrado a 100 g de materia seca y hasta 6 g en dosis 
terapeútioa.
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Pare rea liza r e l procedimiento es necesario 
cuidar de que las operaciones d$ descremado y c la r if ic a ­
ción sean muy oompletas a f in  de e v ita r  una subsiguiente 
obturación de los f i l t r o s  y u ltra f il tro s .

5. Pe preferencia, e l  descremado se efectúa en dos etg,
pas: primero en f r ío  para eliminar la mayor parte de las ma­
te ria s  grasas y de las impurezas (como por ejemplo la sangre 
que a menudo contiene e l  calostro) y después en caliente pa­

ra separar completamente éstas. la  coagulación so puede liaoer 
10. con e l  pH isoeléctrico  de la caseína en presencia de cuajo 

con adición de écido, por ejemplo de áoido c ítr ico .
Se prefiero efectuar la coagulación mediante la  

adición ao áoido, por ejemplo de ácido clorhídrico, hasta 
.. que e l  pH sea de alrededor do 4,6 y calentando hasta 40*0.

15* Xa separación do la caseína va acompañada de un
lavado del suero que permite separar los finos.

Por otra parto, os esencial efectuar las opera­

ción que requieren un tratamiento térmico (evaporación y se­
cado) en condiciones que eviten la inactivación de las Ig.

20. Para disminuir las pérdidas de Ig , una parte de
la cual se elimina en e l  descremado con la o rema y otra 
parte oon la oaaeína durante la separación de ésta, es 
conveniente prooeder a una extracoión con e l  agua y la cre- 

. ma y la  cuajada y t r a ta r  las aguas de lavado que oontienen 
25. las Ig para recuperarlas.

los ejemplos siguientes, en los que las cantida­
des y las proporciones se expresan en peso salvo indica­
ción en contrario, ilu s tran  la  manera de poner en practica 

e l  invento.
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Se han hipe inmunizado vacas do dife zontos razas 

sogún e l  esquema do más abajjo con una vacuna cuya prepara­
ción se indica '& continuación, y se ha recogido la locho 
de los dos últimos meses de secreción láctea y de los 8 

5. primeros días después del parto.
Preparación de la vacuna
Se han utilizado los serotipos E. Coli ente ropa -  

tógenos siguientes:
0 18 : E 76 (B 20) 0 111 : E 58 CB 4)

10. 0 20 : E 17 (I) 0 112 : E 68 (B 11)

0 26 : E 60 CB 6) 0 119 : E 69 (B 14)

0 44 : E U (*) 0 124 : E 72 CB 17)
0 55 i E 59 CB 5) 0 125 : E 70 (B 15)
0 78 : E 80 (-) 0 126 : E 71 CB 16)

15. 0 86 : E 61 (B 7) 0 127 : E 63 CB 8 )

0 128 : E  68 (B 12)

las diferentes cepas procedían de casos de gatro- 
e u te r it is  en nidos hospitalizados. I-a caracterización del 
suero se ha llevado a cabo con antisueros multivalentes y 

2Q. monovalentes (Difeo). las bacterias se han cultivado en 

medio líquido mínimo que contenía e l 2$ do ácidos amina­
dos derivados de la caseína (casaminoácidos Difco) y e l 
¡$ de glucosa durante 24 horas a + 372C sin  agitación de 

. los copos. Para inactivar los gérmenes, se han separado los 
25. cultivos por centrifugación entre células sedimentadas y 

que sobrenadaban. Se han vuelto a poner en suspensión las 
células y se las ha incubado a + 37SC durante 24 horas en 
presencia do 0,5 $ do forma Idehíao, mientras que lo que 
sobrenadaba so ha inactivado como se ha indicado más a r r i -
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ba, poro con e l  0,05 # de formaldehido. Después de una nue­
va centrifugación y eliminación de lo que sobrenada, se han 
vuelto a poner en suspensión las bacterias en lo que sobre­
nada inaotivado original. Este procedimiento permite con- 

5. servar las materias que sobrenadan y contienen exotoxinas 
bacterianas para la vacuna. Se ha obtenido una vacuna con 
1-2 x 109 bacterias/ml, que se ha diluido luego mediante 

uno mezcla con una solución a l 2 $ do Al (OH)  ̂ y suero 
sanguíneo homólogo de vacas inmunizadas.

°* ^m pM igient.o de inmjnxLzmiójL.
A. Esquema de inmunización para obtener leche 

ca lo stra l y de transioión que contenga Ig anti^S. co li :
Día presunto para e l  parto = X

Momento dol 
tratamiento

Vacuna + coadyuvante ev. Modo de administra­
ción

X -  8 semanas 5 mi vacuna (5 x 10  ̂
bactoruas/ml)
+ 5 mi suero*

Inyección subcutá­
nea '

X -  7 semanas 5 mi vstcurm (5 x 10  ̂
bacterias/ml)
+ 5 mi 2 i  Al (OH)
+ 5 mi suero 3

Inyección in trave­
nosa

X -  6 semanas 10 mi vaoinia (5 x 10  ̂
bactorias/ml

Inyección subcutá­
nea

X -  5 semanas 20 mi vacuna (5 x i(p  
bacterias/ml)
-i- 10 mi Al (OH)̂

Inyoceión en e l  
sistema ganglionar 
rotromamarlo

X -  5 semanas 40 mi vacuna (5 x 10  ̂
bacterias/ml)
+ 20 mi suero

In stilac ió n  de 4 
x 15 mi en la ubre 
por los canales 
de los pezones

X -  4 l/2 sema, 
ñas

24 mi vacuna (5 x 108 
baotenas/ml)
+ 8 mi suero*

Inyección subcu­
tánea56*
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Momento del Vacuna + coadyuvante ev. Modo de administración 
tratamiento

X -  4 semanas

X -  3 semanas 

X r  2 semanas

X -  1 semana

740 mi vacuna (5 x 10 
bactemas/ml)
+ 20 mi suero

Q

10 mi vacuna (5 x 10 
bacterías/ml)

5 mi vacuna (5 x 10^
bacterías/ml
+ 5 mi 2 fo Al (0H) 3

100 mi vacuna
( 1 x 10“ bacterías/ml)

In stilac ió n  de 4 x 15 
mi en la  ubre p^r los 
oanalos del pezón
Inyección subcutánea

Inyección intravenosa

Ingestión oral durante 
la  rumia

X -  l/2  semana 100 mi vacuna
( l  x 1(P bacterías/ml)

Ingestión oral durante 
la  rumia

SEstas adiciones de suero se efectúan únicamen­
te  en e l  caso de que se inmunice una vaca por primera vez.

^ ^ s ta  inyección subcutánea se reparte en e l  
15, sistema lin fá tico  del modo siguiente:

2 x 4 mi en los ganglios lin fáticos preescepu­
la res

2 x 4 mi en los ganglios lin fá ticos postesca- 
pulares

2 x 4 mi en los ganglios lin fá ticos inguinales 
20. 2 x 4 ©n los ganglios lin fá tico s poplíteos

B. Esquema do inmunización para obtener leche 
de f in a l  de lactación (2 últimos meses do lactación) que 
contenga Ig anti-E. ooli,

Esta inmunización se aplica únicamente a las va- 
25. cas quo ya han sido inmunizadas para e l  período ea lo stra l 

y do transición,
BÍa presunto de agotamiento de la  secreción 

láctea = X
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Momento del 
tratamiento

Vacuna + coadyuvante ov. Modo do administración

X -  70 días
i

n
5 mi vacuna (5 x 10 ) 
bacterías/ml)
+ 5 mi 2 i» Al (0H)3

Inyección intravenosa

X -  65 días 20 mi vaouna (5 x 10® 
bactorias/ml)

Inyección en e l  s is ­
tema ¡sjanglionar retro 
mamario

X -  60 días
O

24 mi vacuna (5 x 10 
baoterias/ml)

Inyección subcutánea*2 
(como on A, supra)

X -  55 días 100 mi vacuna (1 x 10  ̂
bacterías/ml)

Ingestión oral duran­
te  la  rumia

X -  50 días 40 mi vacuna (5 x 10  ̂
bactorías/ml)
+ 20 mi suero

In stilac ió n  en la  ubre 
como on A, supra

X -  40 días 100 ml^vacuna ( l  x lCp 
bacterías/ml)

Ingestión oral 
durante la  rumia

X -  30 días
O

20 mi vacuna (5 x 10° 
bacterías/ml)

Inyección en e l  s is ­
tema ganglionar re -  
tromamario

X -  25 días 40 mi vacuna (5 x 10  ̂
bacterias/ml)
+ 20 mi suero

In stilac ió n  en la 
ubre como en A, supra

X -  10 días 100 mi vacuna (1  x 10  ̂
bacterías/ml)

Ingestión oral duran­
te  la rumia

..Memalo 2

20, la  Isolis do los ocho primeros ¿lías siguientes
a l parto recogida a p a r tir  do vacas vaounadas según o l e;Jem~
pío 1 se ha sometido a l tratamiento siguiente:

« e l  descremado se efectúa en dos etapas: etapa 
A, en frío  y etapa 33, en caliente.

25, A/ 1100 leg de leche se hacen pasar en f r ío  por
una descremadora centrifuga y se dirigen a una ouba tam­
pón de 2500 1 y se bombean luego a una dosenlodadora cen­
trifuga  a aceleraciones elevadas (alrededor do 11,000 g) 

para, eliminar sangre e impurezas (lodos).
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l i /  la  locha a la  que so han quitado los lodos 
en f r ío  so almaoona on un depósito do 2500 1 y so bombea 
a través de un oalontador a 402C a la descremadora cen trí­
fuga u tilizada anteriormente, separando así 110 kg de cre- 

5. ma que se recuperan y 5 kg de lodos quo se destruyen. Co­
mo variante, se puedo u ti l iz a r  una descremadora autode- 
senlodadora on las operaciones de descremado en frío  y en 
caliente y una desenlodadora entre dichas operaciones y re­

ducir así la  duración del descremado.

10. -  la  locho descremada y desenlodada en caliento
(985 kg) se reparte luego en 4 cubetas do coagulación cua­
dradas de 750 1 oada una provistas do dispositivos mezcla­
dores para la  operación do coagulación.

Se añade una solución de ácido clorhídrico 1 N 
15. a 37fiC hasta e s tab iliza r  e l pH a alrededor de 4»6 y se man­

tiene la temperatura durante 20 minutos mezclando. Se en­
f r í a  luego a alrededor de 152C.

-  la  operación siguiente consiste en la separa 
ción de la caseína. Comprende dos centrifugaciones en se- 

20. rie de la leche descremada, cuajada y mezclada. la  prime­

ra separa la  mayor parte de la  caseína cuajada por medio 
de una elarificadora-autodesanlodadora que separa 150 kg 
de caseína, siendo conducido e l  suero a un depósito tam- 
pón. la  segunda centrifugación elimina toda traza de 

25. partícu las que puedan entorpecer la  operación siguiente 
de f iltrad o  y u ltra f il tra d o , por ejemplo por medio de 
la dosenlodadora empleada en la  oporación A de descrema­
do. Se obtienen 854,7 kg de suoro deséalo lado que se bom­
bea a un depósito do 2,500 1.
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5.

10.

15.

20.

25.

-  So procedo luego a f i l t r a r  o l auoro y después 
a u ltra f il tra r lo . la f iltra c ió n  debe llevarse a cabo muy 

cuidadosamente para eliminar toda d ificu ltad  en la u ltra -  
f iltrao ió n  separando las partícu las muy finas de caseína, 

la  f iltra c ió n  se efectúa con un f i l t r o  S itz Supra 100 con 
piscas do 20 x 20 cm. El filtrad o  so almacena en un depó­
s ito  de 3000 1 y se bombea luego haoia e l  u ltra f il tro . la  
u ltra filtra c ió n  se efeotúa en 2 ó 3 etapas oon reciclado 
del producto do retención en e l depósito. Dos bombas cen­

trífugas en serio proporcionan e l  caudal contra una pre­
sión de entrada en e l  compartimiento de entrada del ul­

t r a f i l t r o  de alrededor de 7 bares, a la  salida del cual 
se mantiene la  presión a alrededor do 4,5 bares. Para 
©vitar e l  recalentamionto dol producto do retención por 
la onergía aportada a las bombas, so en fría  ésto a a lre ­
dedor do 10-1220.

la  primera otapa o u ltra f iltra c ió n  permito se­
parar los solutos de ©levado peso molecular, las proteínas, 
retenidas sobre la membrana, que se encuentran en e l  pro­

ducto de retención, mientras que una parte do la  lactosa, 

las vitaminas, las sales minerales y o l agua se evacúan 

en e l  f iltrad o . Utilizando un módulo DDS oon membrana
800 (superficie do la  membrana » 7 m ), con una relaoión 

produoto de retenoión/filtración  de alrododor de 1 a 3,1 
se obtienen 580 kg do filtrad o  I  y 272,7 kg de produc­
to  de retenoión con un caudal medio de 14,17 kg de f i l -  
trado/m^h.

la segunda etapa es una d ia filtrac ió n , en ol 
curso do la  cual se aSadon continuamente 825 kg do agua
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a l producto do retención y so haco c ircu lar la  solución 
on las mismas condiciones que en la  primera otapa. la  d ia - 
f i l tra c ió n  se haco oosar cuando la  conductibilidad olóc- 
tr io a  del f iltrad o  alcanza e l  valor dosoado, siendo la 

5. relación filtrado/agua añadida do alrededor 1 a 3. Se se­
paran así 825 kg ño filtrad o  I I  y 27/1-,7 kg de producto 
do retención con un oaudal medio de 11,77 kg filtrado/m^h. 
la  tercera etapa os una concentración que so efectúa op­
tativamente por rooiolado del producto do retención sobre 

10. la  membrana hasta un porcentaje do matorlas secas de a l­
rededor del 10?4, por eliminación do 82,5 kg do filtrado  
I I I .  So obtienen as í 192,2 kg do solución pro concentrad a. 

Según una variante, so suprime esta  torcefa etapa y so 
produce directamente a la  f i l tr a c ió n  e s té r il .

15. la  f i l tra c ió n  e s té r i l  representa una etapa im­
portante en todo e l  procedimiento porque la  e s te r il iz a ­
ción no puede efectuarse por tratamientos térmicos, pues 
éstos provocan una desnaturalización de las Ig. la  f i l ­
trac ión  e s té r i l  desembarazo a l producto de retención 

20. de los microorganismos que todavía pudiera haber (la  
mayor parte do éstos se han eliminado ya a l  separar la  
crema, la  caseína y los lodos). A f in  de ev ita r  e l  tapona­
miento de los f i l t r o s  de este rilizac ió n  es necesario pro­

ceder a un desenlodado por f iltra c ió n  y a un tr ip le  f i l -  
25. trado del producto de retención. Después del desencola­

do, e l  producto de retención se almacena en un depósito 
y se hace pasar por una linca de f iltra c ió n  que compren­
de una p refiltrac ió n  sobre tr ip le  f i l t r o  Seitz Supra 100, 
EE, EKS montados en se rie , seguida de una f il tra c ió n  es-
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tári.1 sobre f l i t i o  Seitz Supra 20 y ML Ulpo re HA 0,45 
mióras, montados en serie y previamente esterilizados 
con agua recalentada. El producto de retención esté­
r i l  se almacena en un depósito e s té r i l  de 500 l i t ro s .

Todas las operaciones u lterio res se efectuarán 
en condiciones e s té rile s , la transferencia a la  operación 
siguiente do evaporación so puede efectuar mediante, por 

ejemplo, nitrógeno comprimido y filtrad o  e s té r i l .
la  ovaporación se realiza  con un evaporador 

10. do capa dolgcda (con un flu jo  descendente do suporficio 

1 m ) a una temperatura do calentamiento do 75flC, sien­
do la tompe ratura dol producto do alradodor de 302C has­
ta  un porcentaje do materias secas do a l  menos e l 20$.
Al objeto do ov ita r cualquior infección, la  transforon- 

15. eia se efectúa modianto una bomba p e r is tá lt ic a  desdo o l 
depósito do producto do retonoión hasta o l depósito do 
concentrado, o l cual está  unido a un circuito  que compren­
do e l  evaporador, efeotuéndose la  operación de concen­
tración  en un oircuito cerrado. Esta operación no afec- 

20. ta  a la actividad de las Ig.
-  Se procede entonces a secar e l  concentrado 

(96 3cg) por todo medio oonveniente, por ejemplo por 
congelación seguida de lio filizao ión . la  congelación 
se puede rea liza r sobre placas a -40&C. la s  Ig se pua- 

25. den almacenar a -3020 sin  que pierdan su aotividad du­
rante 45 dias. El producto a -3020 se l io f i l iz a  en pla­
cas en una camara. a una presión de 0,5 to r r , con e l  

oondensador a una temperatura de -5020 y se oalienta a 
una temperatura de 30-35fiC. El modo do secado no afeo-
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•fea a la  actividad de las Ig, Se Obtiene así. 19,1  kg de 
producto seco que contiene 25-35 f  do Ig qm  so acondi­
cionan eetórilmente.

Ejemplo 3

5. Cuando ae procedo como en e l ejemplo 2 tratando
la leche de loa primeros 8 días siguientes a l parto y la  

loche recogida durante laa 4 últimas semanas de la lacta­
ción, se obtiene un concentrado proteínioo con la  siguien­
te composición medias

Proteínas 75 -  5 f
30 -  5 fó inmunoglobulinas

15 -  5 f  alfa-laotoalbúminas
3 5 - 5  bota-laotoglobulinas

5 -  2 suero albúminas
5 -  2 fo otras proteínas secunda

ría s
Humedad residual 4 7 0,5 f
lactosa 10 £ 2 $
Sales minóralos 5 - 2  f
Sustancias nitrogenadas no pro-
to ínicas 5 - 2  f

Ejemplo 4
Se procede como en e l  ejemplo 2 salvo que la  cre­

ma y la  caseína se extraen con agua a f in  de recuperar una 
25. parte de las  Ig perdidas, reciclándose las aguas de lavado 

en la  línea de fabricación.
-  El descremado en f r ío  (etapa A) se efectúa con 

una línea paralela de extracción con agua de la fracción 
de proteínas que contiene las Ig arrastrada con la crema.
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la  cierna procedente de la primera centrifugación (115 kg) 
se almacena en un depósito de 1000 1  oon dispositivo de 
mezcla y se mezcla con 150 kg de agua templada a 40aC, 
se remueve e l  todo durante 30 minutos y se centrifuga en 

5 , una descremadora. Se separan así 115 kg de crema y 150 kg 
de solución que se añade a la lecha descremada y do sen*- 
lodada. So obtienen de esto modo 1130 kg do líquido, que 

se conduce haoia e l descremado en caliente (etapa B) y la 
ooagulación.

10. -  la  separación de la oaseína da a p a r tir  do
1.145 kg do loohe descremada cuajada y acidificada, 991 kg 
de suero y 154 kg do caseína. Una línea paralela poimite 
extraer la fracoión do proteínas que contiene las Ig do 
la cuajada con agua. Al s a l i r  de la  clarificadora-desenlo- 

15. dadora, la  cuajada se la almacena en un depósito provisto 
de un dispositivo mezclador y se la  mezcla con 300 kg de 
agua templada a 40aO durante 30 minutos y luego se trans­
fie re  a un molino coloidal, la suspensión de cuajada t r i ­
turada se separa entonces en una clarificadora-autodesen- 

20. lodadora. Se reouperan 154 kg de oaseína lavada y 300 kg 
de líquido de lavado que se añaden a l  suero para las ope­
raciones u lterio res. Se f i l t r a n  y se u l tra f i l tr s n  1291 
lsg de suero y conducen a la  obtención de 2010 kg de f i l ­
trados (I, IX y IH ) y 216 kg do preconcentrado. la  ovapo- 

25. raoión proporciona 108 kg de concentrado que da 21,6 kg de 
producto soco por secado. Se ganan así alrededor del 14$ 
de Ig con respecto a l  procedimiento según e l  ejemplo 2.

Ejemplo 5

1 kg del polvo preparado según e l  ejemplo 2 ó
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4» respectivamente 2 kg del polvo preparado según e l  ejem­
plo 3, se mezclan con 100 lcg de polvo de leche de modo homo­
géneo y éste se acondiciona estérilmente para proporcionar 
un producto que contiene una dosis p ro filác tica  de Ig, pa- 

5 . ra una alimentación isocaló rica  de 140 ealA g/día que co­
rresponden a 250 ng de concentrado IgA g/día preparado según 
los ejemplos 2 ó 4» respectivamente a 500 mg de concentra­
do IgA g/día preparado según e l  ejemplo 3.

Ejemplo 6

10. Se han efectuado diferentes ensayos in  v itro  o

in  vivo con e l oonoentrado proteínioo según los ejemplos 
2 ó 4 y designados en lo sucesivo "concentrado Ig" para 
demostrar que:

-  las Ig lácteas tienen una especificidad a n ti-  
15. cuerpos que se encuentra normalmente en las Ig humanas y

que la  misma se conserva en o l  curso do los procesos do 
fabricación,

-  la s  Ig lácteas específicas presentan una a c ti­
vidad protectora in terfiriendo  en los mecanismos patógo-

20. nos de los microorganismos cntoropatógono3.

Hemaglutlnación pasiva
So han sensibilizado glóbulos rojos de camero 

con un extracto do urea do un sorotipo do E. co li espe­
c ífico . Dicho extracto so había obtenido según Brodhage 

25. (Brodhago H., (1961) 3. Byg., 1961, 94). So han cul­
tivado las bacterias sobre sgar nu tritivo  (Difoo) a 372C 
durante 30 horas en frascos do Roux. So ha recogido ol 
cultivo oon 10 mi do solución salina tamponada con fos­
fa to  (8,8 g EaCl + 1,86 g HagSPO  ̂fflgO + 0,43 5 EH¿K>4/
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/lOOO mi Ĥ O) a pH 7 , 2. Dogpuós do adicionar 10 g do uroa 

(Mbtíc) so ha dejado reposar la  suspo.usión durante 90 horas 
a 37fi0 Editando lontamonto. Dospuós do contrifugar so ha 

dializado totalmonto lo quo sobrenadaba contra una so lu- 
5. ción salina tamponada a l  fosfato con pH 7,2, so ha d ilu i­

do hasta un volumen f in a l do 50 mi con solución salina 
t  ampo nada con fosfato a pH 7,2 y so ha congo lado on po- 
quoñas porcionos a - 20CC. la  sensibilización do los gló­
bulos rojos dol camero con esto antígono se ha efectúa­

lo. do combinando los métodos según Avrameas y otros (Avra­
meas S ., Kaudou B. Chuilon S ., Immunochamistry, 1969» 6,67) 

y según Otto y otros (Otto H,, TaJcamiya H., Vogt A., J . 
Imaunol. Methods, 1973» .3, 137). los glóbulos rojos del 
camero han sido pretatados con glutaraldehído (ooncen- 

15, tración  f in a l glóbulos rojos de camero 5 7* y 0,5 P de 
glutaraldehído), lavados luego y puestos en suspensión 
a l 20$ en solución salina tanconada a l fosfato con pH 
7, 2 y se han mezclado con e l  mismo volumen extraído con 
urea. Después de 16 horas de incubación a 20&C agitando 

20, suavemente, los glóbulos rojos do camero sensibilizados 
se han lavado varias veces y se han puesto en suspensión 
a l 3$ para su uso inmediato. los glóbulos rojos del cara­

nero se pueden almacenar on suspensión a l 10$ a 4̂ 0 du­
rante varias semanas.

25. Antes do la  f iltra c ió n , cada muestra que se va
i

a examinar dobe se r absorbida sobre glóbulo rojo de car­
nero pretratado con glutaraldehido (0 ,1  mi do glóbulo ro­
jo do camero sedimentado por 1  mi de concentrado 2g , 37^0 , 

60 minitos).
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la s  valoraciones so lian efootuado según o l sis*» 
toma MLcrotiter (Sover J . I , , J. Immunol. , 1962, _8¿, 320 
y Conrath I.B», Handbook of Iflicrotitor Proceduros, 1972) 
utilizando placas do polies-tirano con cavidades en forma 
do V. So ban efectuado una sorle do diluciones do 50 mi­

cro l i  tos cada una en o l suero normal de conejo diluido a l 
1/200 y so lian afíadido 25 micro l i t ro s  do glóbulos rojo do 
carnero sensibilizado a l 2$ a cada dilución. Se ha prepa­
rado una sorie con glóbulos rojos do oamaro no so n sib ili-  

10. zados como control do aglutinación no específica. So han 
leído los resultados a l  cabo do dos horas, siondo dada 
la  valoración do hemaglutinación por la  última dilución 

que da lugar a una reacción positiva neta.
En o l cuadro siguiente so consignan los rosul- 

15. tados obtenidos para 5 sorotipos do E. co li:
Serotipo E. co li Valoración on aglutinan* 

te s

0 55 1/256

0 111 1/  64
0 119 1/128

0 127 1/128

0 128 1 / 64
control

Actividad, bacterio s tá tioa  in  yitro.
Se ha estudiado la  actividad bacteriostátioa so- 

bre e l  crecimiento de diferentes serotipos E. 00l i  median­
te  la  adición de concentrado Ig en medio de cultivo. So ha 
utilizado o l sistema MLcrotiter adaptado para o l cultivo, 
permitiendo así u t i l iz a r  cantidades mínimas de muestra 
do ensayo y examinar simultáneamente un número máximo do
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muestras.

Cada oultivo ten ía un volumen f in a l de 0, 25 mi? 
ya fuero en un medio mínimo que contenía 1 fi de glucosa,
0 en un medio de cultivo rioo. Por oada valor del tiempo

5, de incubación estudiado so han efectuado dos tomas de mues­
tra s  a f in  de disminuir los riesgos do errores debidos a 
variaciones do volumen. 31a evaluación so lia efectuado por 
doble recuento de partes alícuotas do 10 m icrolitros so­
bre placas do agar nu tritivo . E l "inoculum" bacteriano con- 

10, s is tió  on una dilución de un cultivo do 16 horas en medio 
mínimo que contenía 1 a 2 x 10 3 bactezías/al. la  incuba­
ción se ha ofectuedo en atmósfera húmeda a 37flC. E l con­
centrado Ig se ha añadido, on concentraciones fin a les  de
1 microgramo/ml, 10 microgramos/ml, 300 microgramos/ml y

15, 1 ag/ml, a l  medio do cultivo antes do inocular con 2 x
103 E.coli/ml. So ha observado una nota inhibición del
crecimiento do E. co li 0 l l l s  B4 durante las primeras 4
horas do incubación a la  concentración do concentrado Ig
do 10 miorogramos/ml. En comparación oon un control oons-

*

20. titu ido  por o l medio do oultivo solo, se ha observado un 
crecimiento superior en presencia de 1 ng/ml de proteínas 
de lactosuere normales obtenidas a p a r tir  de vacas no in ­
munizadas.

Depuración de E.ooii 0 lii:B 4  en e l  ratón 
25. En cada ensayo se han utilizado 8 ratones (ra­

tones blancos machos suizos, de 20 a 24 g ), 2 como control 
y 6 para 3 ensayos que han sido efectuados oada uno dos 
veces. Iodos los ratones han recibido una inyección sub­
cutánea de 0,1 mi de lieparina (500 Ul/ml). Un caldo de



oaltivo de 16 horas de E. oo li 0 I I I 1B4 ae ha diluido a l 
l/lO  con una solución salina e s té r i l ,  luego se ha diluido 
a l  l/lOO por adición de suero de ternero f e ta l  (Difoo) 
diluido a l  l/lO  para los controles y que contenía 3 oon- 

5. centraciones esoogidas de concentrado Ig. Se han inyecta­
do por v ía  intravenosa 0,2 mi de la  solución obtenida en 

la  vena caudal, recibiendo cada ratón (2 ratones para e l 
control y 2 x 3 para los ensayos) alrededor de 2 x 10  ̂
bacterias, oonteniendo la  suspensión bacteriana de orí.- 

10. gen 109 bacterias/m l. Inmediatamente después de la  in ­

yección (en e l  tiompo tO), y a l cabo do 20 , 40 y 60 minu­
to s , se ha efectuado una punción sanguínea de 50 microli­
tro s  a p a r t i r  del plexo venoso oftálmico, por medio do 
tubos capilares calibrados heparinizados, y so han tran s- 

15. ferido inmediatamente las muestras en 5 mi de solución
salina e s té r i l  (dilución sanguínea 10*"2) quo so ha d ilu i­
do luego a 10~3 y 10"^ on solución salina. Se ha efectua­
do e l  recuento sobre placas de agar (Difeo) con 1  mi do 
cada dilución y se ha determinado o l índico do fagocito- 

20. s is  K según Biozzi y otros (Biozzi G., S tif fo l 0 ., Hal- 
poraB .N ., lo Minor I . , Mauton D ., J . Immunol., 1961, f£[ 
296) t

log O- -  log 0o 
K = ~ -------------------r1. ----------g. ~

2

25* y Cg oorrospondon a los recuentos on los tiempos Y

I 2.
So ha obsorvado también una disminución nor­

mal dol número do bacterias por oliminaoión on ol sistema 
retío  ulo-ondotoli a l on prosonoia do suero do te  moro fo ta l,



mientras quo la  adición do 10' mié rog ramos do concentrado 
Ig a la  solución do inyección ha provocado la  desaparición 

del 99>6 i> de las bacterias del flu jo  sanguíneo en 20 mi­
nutos.

los resultados se resumen en la tab la siguiente;
Tiempo
(minutos desr 
de inyectar I

t Bacterias en f> de} número in ic ia l  en 
)ues e l  tiempo 0 despeos de inyección in tra -  
S.coli venosa de 2 x 10° E .co li 0 111:B4

Control 1:10 
suero f e ta l  
de ternero

Ensayos,
1000 g

concentrado Ig
100 g 10' g

0 IDO IDO 100 100

20 27,8 0,14 0,22 0,4
40 15,5 0,02 0,02 0,12

60 10,0 0,02 0,02 0,0 6

Se ha controlado la  especificidad de la  opsoniza- 
ción por absorción exhaustiva de concentrado Ig con e l  seno- 
tipo  0 111;B4 do E .ooli y se ha observado que esta absor­
ción anula prácticamente toda la  actividad de aumento de 
la fagocitosis incluso con una cantidad de 1 %  de concen­

trado Ig.

En la  tab la  siguiente se consignan, los índices
de fagocitosis K obtenidos en 20 minutos:

Control 1000 g 1000 g
1:10 suero do concentrado Ig concentrado Ig
ternero f e ta l  no absorbido' absorbido

K 0,015 0,128 0,039
Ensayo de •protección on e l  ratón 
Se han preparado soluciones logarítmicas (log10) 

de un cultivo de E .ooli 0 lll:B 4  en caldo nu tritivo  (Difeo) 
que contiene 10̂  bacterias/m l para formar diluciones do
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10 , 10” , 10 y 10 en mixcina a l  5/> (mucina granular,
tipo 1701-W para potenciar ls  virulencia do bacterias do 
Wilson laboratorios, Chicago, I l l in o is ) .

Se han mezo lado luego 3 mi de cada dilución con 
5 . 0,6 mi de solución que hay que ensayar, o respectivamente

de solución salina, de concentrado Ig , do proteínas de lac­
tosas ro normal (vacas s in  inmunizar). Utilizando 5 ratones 
para, oada dilución, se han inyectado 0,6 mi de la mezcla 
obtenida a oada ratón por v ía  in traperitoneal. los resu l- 

10. tados de la evaluaolón del número de ratones tratados des­

pués de 48 horas se indioan en la tab la  siguiente.
M aterial ensayado Número'do ratones muer­

tos /  5 ratones tratados

Concentración en bacterias del t r a ­
tamiento

15. 5 x 10* 5 x 103 5 x 102 5 x 10

solución sa lina 5 5 5 5
10 mieras _ 

Concentrado Ig 5 5 5 3
25 mieras _ 

Concentrado Ig 5 4 0 0
20. 100 mieras 

Concentrado Ig * 0 0 0 0

10 mieras
proteínas de laotosue 
no normal (vacas no ~ 
inmunizadas) 5 5 5 5

25.

25 micros
proteínas de lactosue 
ro normal “ 5 5 5 5

100 mieras 
proteínas lactosuero 
normal 5 5 5 5

calculado en proteínas to ta le s  que contienen 34-45#
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de Ig lácteas.

Se ha encontrado que 100 microgramos de concen­
trado Ig proporcionaban una protección to ta l  con todas las 
concentraciones de bastarlas ensayadas, mientras que 100 

5 , mic logramos de proteínas de laotosuero aisladas a p a r tir  
de la  lecho de vacas no inmunizadas no daban ninguna pro­
tección.

Ejemplo 7

I  /  Una primera serie de ensayos clín icos mues- 

10. tran  que las Ig lácteas resis ten  a la  degradación p ro teo lí-
t ic a  en fragmentos inactivos en e l  trac to  in te s tin a l.

I I  niños (9 niños, 2 niñas) hospitalizados por 
diversos motivos pero que no padecían gastro en teritis  y 
cuyas edades variaban de 2 semanas a 1 año han sido a l i -

15. mentados oon una leche que contenía un concentrado Ig pre­
parado según e l  ejemplo 2 ó 4 en dosis isocalórica corres­
pondiente a 2 g/lig de peso corporal d istribu ida de modo 

igual en 24 horas. la  primera y la  última comidas en las 
que se había incorporado ooncentrado Ig fueron marcadas 

20. con 0,2 g do rojo carmín. Se ha recogido al menos una de­
posición antes do administrar conoentrado Ig y sistem áti­
camente todas las deposiciones siguientes durante 72 horas, 
y se conservaron todas esas deposiciones a -202C.

Se han preparado extractos de deposiciones por 
25. adición de dos partes de deposición por una parte de so­

lución salina taraponada con fosfato  a pH 7,2 y se han d is­
persado las  deposiciones a 02C con una v a r illa  de vidrio.
A continuación se ha agitado la  suspensión durante 20 mi­
nutos con miniagitador (400 r.p .m .) a temperatura ambien­
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te . So ha enfriado luego la suspensión, rápidamento a OSO 

y so ha centrifugado a esa temperatura a 3500 x g duran­
te  15 minutos. luego se ha tomado cuidadosamente lo que 

sobrenadaba.
5 . So ha confirmado la  presencia do Ig activos en

»

los extractos do deposiciones por doble inmunodifusión 
(ensayo do Ouchtorlony) y por inmunoelootroforesis. ios 
antisueros utilizados en estos ensayos se prepararon me­

diante inyecciones subcutáneas e intravenosas repetidas do 
10. 1 ig  de anticuerpos lácteos o 0 ,1  Hg de Ig Para re a li­

zar e l  ensayo de Ouehterlony, se recubrieron piscas de v i­
drio (94 x 84 ram) con una capa do 1£ do gel de agar en uaoa 
solución salina tamponada con fosfato a pH 7,2, en la que 
se han excavado oavidades de 4 mm distan tes 9,5 mm dol sa- 

15. oabocados (l£B-Eroduoteur £B) , utilizando un antisuero an­
tip ro te ínas de suero ca lo s tra l bovino y un antisuero mono­
valente específico an ti IgG^de leche de vaca.

Para efectuar la  inmunoslectrof oreáis, so han. 
recubierto placas de vidrio (100 x 85 mm) con 12 mi d© gel 

20. de agar a l  3$ en e l  barbiturato 0,05 molar tamponado a 
pH 8,3 (10,3 g de barbiturato de sodio + 0,5 g de ácido 
c ítr ic o  + 0,5 g de ácido oxálico por 1 1 de agua) y la  se­
paración por e le ftro fo rasis  se ha realizado a temperatu­
ra  ambiente durante 90 minutos a 40 voltios/cm. Después 

25. ¿lo difusión, de los antisueros (24 horas), se han lavado 
las placas con la  solución sa lina , se han secado y se han 

revelado con azocarmina B.
Se hallaban presentes Ig lácteos en las deposi­

ciones pese a variaciones considerables en cuanto a l  mo-
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monto do su aparición y a Xa duración d© Xa secreción Ig, 
y so ha encontrado una buena corrospondoncia entro Xa apa­
rición y Xa desaparición deX marcador rojo canxiin y Xos 

Ig.
5, Con oX objeto do confirmar Xa actividad do d i-

chor Ig lácteos so ha llevado a cabo o l ensayo in  vivo de 
seroprotección ©n ©1 ratón (como so describo en ©1 ejem­
plo 6), utilizando 6 extractos d© deposiciones on cada 
sorio y en la tab la  siguiente so resumen los resultados 

10. obtenidos:
Extractos de Intensidad do las Ig Númoro do ratones
deposiciones en e l  extracto do do muerbos/5 ratones

Íosiciones después “ tratados
o l  examen inmunoolec • — .........■—*

tro foretico  rrámoro de bacte­
rias  u tilizadas 
on o l tratamiento

5xOX)4 5x l03 5x 10* 2 * 4 5x1o1

Nifío M.D. I  
(2 somanas

II
5 5 5 5
5 5 5 5

IV + + + 2 1 0  0
Y
VI
n

+ + + + 

+ +
0 0 0 0

1 1 0  0 

5 5 3 4

Niño S.G. I 
( l  mos)

III
5 5 5 5
4 5 5 5

IV + + + + 0 0 0 0
VI + + + •{* 0 0 0 0
X + + 3 0 1 0
XI 5 2 0 0
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So ha encontrado una clara correlación entro loa 
resaltados positivos en inmunoolectroforosis y la capaci­
dad protectora do la materia contenida en los extractos 
do las deposiciones. En particu lar, se estima gao las 

5, concentraciones de Ig lácteos de los oxtrectos V (niño 
M.D.) y IV y VI (niuo 8.G.) coi-respondían a l  monos a 1 

mg de concentrado Ig,
I I  /  En una segunda serie  de ensayos clínicos so 

han estudiado las propiedades terapéuticas y p rofilácticas 
10t del concentrado Ig preparado según e l  ejemplo 2 ó i

Propiedades terapéuticas
Se lia efectuado este estudio oon niños con eda­

des de hasta 5 meses que padecían g as tro en te ritis , de 
benignas a agudas, provocadas por E. co li. En d iferen- 

15, ta s  series de ensayos se han administrado a un to ta l  de
152 pacientes 2 g de concentrado IgA g/día durante 5 días, 
o bien 1 gA g/día durante 10 días en su comida. los pa­
cientes no han recibido ningún medicamento, como su lfa- 
midas o an tib ió ticos, n i oral ni párente raímente. Se han 

20, realizado coprocultivos cada d ía  siguiente a una adminis­
tración , la  última entre 36 y 48 horas después do la  úl­
tima administración de concentrado Ig. So lian tratado del 
mismo modo 43 pacientes, pero sustituyendo e l  concentrado 
Ig por proteínas de lactosuero precedentes de vacas no 

25. inmunizadas.
So han obtenido coprocultivos negativos on 90 

niños (57,7 fO en curso do tratamiento. En la  serie con­
t r o l ,  solamonto 14 niños (27,7 fi) han oxpo¡cimentado una 
desaparición espontánea cío E .coli on los coprocultivos.
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Debe tenerse en cuenta que los proteínas nativas de laoto- 

suero procedente de vacas no inmunizadas contienen una pe­
queña cantidad de Ig an ti.E .co li. Iamblen se ha observado 
que e l  tratamiento no ha sido eficaz oon mayor frecuencia 

5, en los casos que habían recibido la mayor dosis durante 
un tiempo más breve.

En cada caso se ha examinado la  consistencia de 

las deposiciones. Se produjo una desaparición de la  d ia­
rrea y una mejora c lín ica  sensible en un gran número de 

DjO. casos y ello  incluso cuando loa coprocultivos continuasen 
siendo positivos. En los casos en que los coprocultivos 
se hicieron negativos, la  consistencia de las  leches me­
joró más rápidamente cuando e l  concentrado Ig se adminis­
tró  en un preparado lácteo pobre en lactosa.

15 * Pro-piedades -profilácticas
Dado que los prematuros representan un grupo ex­

tremadamente sensible a las g as tro en te ritis  p o rE .o o li, 

so ha elegido este grupo para los ensayos clín icos de pro- 
f i la x is .

20. Esto estudio se ha efectuado durante 6 meses en
2 salas con 8 incubadoras en cada sala. Se han repartido 
los ensayos y los controles en cada sala para que todos 
los pacientes estuviesen expuestos a las mismas condicio­
nes, utilizándose 4 incubadoras para los ensayos y 4 para 

25. e l  control. Cada caso ha sido realizado durante un pro­
medio do 41 d ías, con separación do un niño después do 
su curación y sustitución del mismo por otro cualquiera 
que fuese su pertenencia (ensayo o control). Se han segui­
do 70 casos : 3<S como control y 34 para e l  grupo de en-
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sayo.
EX grupo do ensayo ha recibido e l  concentrado 

Ig a cada toma de alimento repartido en 24 horas a razón 
de 0,25 gA g/días. Se ha procedido a un coprocultivo desde 

5 . e l  comienzo del ensayo y so han examinado los coprocultivos 

cada 5 días. De un to ta l  de 666 coprocultivos, 339 perte­
necían a l control y 327 a l  ensayo. Entre estos últimos,
33 han demostrado la  presencia de E .co li (10,1 £ ), aden­
tra s  que 96 de los 339 cultivos do control han sido p o s iti-

10. vos (28,3 5̂ ). Si se examina únicamente o l serotipo E .coli

0 119 :B14 quo so encuentra asociado frecuentemente con
formas agudas do g astro en teritis , la  frecuencia do copro­
cultivos positivos ha sido del 5,5 $ on e l grupo do ensa­
yo f  rento a l  23>3 on o l grupo do oontrol.

15. So puedo concluir quo la  incorporación do con­
centrado protoínico quo contenga Xg lácteas específicas 
anti E .co li a la  locho para prematuros disminuyo notamonto
01 grado do infoooión por E .coli do dicho grupo particu lar- 
monto sensible do roción nacidos.

20. = . =
KBIVTKDICACIOHES

Descrito o l objeto del pro sonto invonto so de­

claran nuevas y do propia invonción las siguiontos re i­
vindicaciones.

25. 1. Procedimiento para la  preparación do un con­
centrado protoínico quo contieno factoros inmunológicos do 
origen lácteo, principalmente inmunoglobulinas activas 
no desnaturalizadas, oaraotorizaao porque comprendo on 
su realización, t r a ta r  la  locho do hembras lochoros hipo-



30

rinmunizades, en la oual so las separado la croma y las Im­
puro zas» a un procoso de coagulación? con separación de la  
caseína ©n o l oual so f i l t r a n ,  so u l tr s f i l t ra n  y se este­
r iliz a n  las protoínas del lactosuero durante la  f iltra c ió n  

5. y finalmente se evapora y se seca o l producto en condicio­
nes que no desnaturalizan las inmunoglubulinas y conservan 
la  esterilidad .

2. Procedimiento sogún la  reivindicación 1 , 
caracterizado porque la  leche sometida a tratamiento es lo>

10. che do vacas hiporinmunizadas por vacunación y so compone:
-  dol calostro de 1 y 2 días después del parto
-  do la  locho do transición  do los 3 a 0 días 

dospués dol parto
-  y do la  locho do lactación f in a l  do los ú l t i -

15. mos 60 días do la  lactancia.
3. Procedimiento sogún la  reivindicación 2, 

caracterizado porquo o l plan do vacunación previo compren­
do, on lo quo respecta a la lecho ca lo stra l y do tra n s i­
ción, una sorio do administraciones sucesivas do antígonos

20. por vía parontoral y local desdo alrededor do la 8S somana 
hasta la  2a semana antos dol parto y, on lo que respecta 
a la  loche de f in  do lactancia, una serio do administra­
ciones sucesivas do antígeno a p a r t i r  do unos 2 l / 2 .moso3 an 
to s dol presunto agotamLonto do la  seo roción, láctea a l to r-  

25. ruando la v ía  parontoral, local y la  v ía  oral.
4. Procedimiento sogún la reivindicación 3, 

caracterizado porquo la  vacuna os a baso do antígonos do 
Eschorichia co li responsables do g astro en te ritis  neonata­
les.



-  31 -

5. Procedimiento según la  reivindicación 1 , 
caracterizado porque la  ©tapa cío coagulación comprendida 
on o l pancoso so of actúa por adió ion do ácido clorhídrico 
hasta pH do alrededor do 4,6 y oalontando hasta 4020.

5. 6. Procedimiento sogún la  reivindicación 1,

caracterizado porque, a f in  do o v ita r una obturación 
subsiguiente do los f i l t r o s  y u ltra f í l tro s , la  operación 
do doacromado provio so ofectúa on dos otapas : primero 
on f r ío  y luego on caliento , y porquo o l descremado y 

10. l a  separación do la  caseína van acompasadas do desenloda­
dos intonsos.

7. Procedimiento según la  reivindicación 1 , 
caracterizado porquo la  u ltro f iltra c ió n  del lactosuero se 
efectúa en 3 etapas : u ltro f iltra c ió n  propia, d ia f i l t r a -

15, clon y preconcentración,
8. Procedimiento según, la  reivindicación 1 , 

caracterizado porque e l lactosuero preconcentrado se 
somete a una p refiltrao ión  seguida de una f iltra c ió n  es­
té r i l .

20. 9» Procedimiento según la  reivindicación 1,
caracterizado porque la  evaporación del lactosuoro pre­
concentrado y esterilizado  so efectúa en circuito  cerrado 
en condiciones e s té r ile s .

10. Procedimiento según la  reivindicación 1 ,
25. caracterizado porque e l  producto concentrado se seca

por correlación seguida do lio filiza c ió n  y se acondicio­
na de modo e s té r il .

11. Procedimiento según la  reivindicación 1, 
caracterizado porquo a f in  do recuperar las inmunoglo-
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buünas eliminadas en las operaciones de descremado y de 
separación de la  caseína, se extraen con agua la croma y 
la  cuajada y so juntan las aguas de lavado respectivamen­
te  con la. leche descremada y e l lactosuero.

concentrado proteínico que contiene factores inmunológi­
cos de origen lácteo.

Según se doscribe y reivindica en la  presento 
memoria descriptiva que consta do 32 páginas fo liadas y 

10. e sc ritas  a máquina por una sola de sus caras.

5. 12. Procedimiento para la  preparación do un

ifed ri-a , n  1 4  abr. 1378

p.a*
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