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Case 0.Z, 1011/00

MEMORTA DESCHIPTIVA
El pregente invento se refiere a un procedimlen~
%o parn la preparacidn de un concentrado proteinico que

contlens factores inmunoldglcos de origen lacteo, prinei-

" palmente lnmumoglobulinag actlvas.

Se ha propuesto ya la introduceidn de factores
inmunoldglcos de origen ldeteo en productos diletdticos

para recidn nacldos y lactentes por incorporacion de dl~

_ chos factored a la leche, permitiendo transferir a la

10,

gangre del lactante egogs factores, pero sin indicar las
modalidades ni los resultados de unc tal inmunizacidn
pagiva generallzada. '

Se ha propuesto también alslar lackoglobulinas

inmunes a partir de locho de vacns vacunadas, por congu-
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lacidén de la locho, rocupermolén del lactosuero y preci-
pltocidn solectiva do las lacteglobulinng por ol sulfato
de amonlo seguida de didlisis contra el ggua pura, £il-
tracidén y gecado. So han realizado onsayos do 8@:r0pro-
tocoldn con ratonos on relacilon con dichos trabajos, los
cualos han mostrodo que la inyeccidn parenteral do ostos
principios inmunizantes proporcionaba uns proteceidn pa=
giva gonoralizada contra algunas bactorias y virus onto-
ropatégonos cuande se inyectaban por la misma via esos
microoxganismos a los animales.

So ha encontrado ahorxa un método pera preparar
on escala indugtrial un concentrado proteinico que con-
4onga irmunoglobulinas sin desnaturalizar Sstas durante ol
procoso tecnolégico. Dicho producto proporciona una inmu~
nizaeién pasiva local a nivel del intestino sin reabsor—
olén y sin desbtzucoldén notable do su actividad en el
tracto digestivo.

El procedimiento sogin ol lnvonto so caracterizg
por lag ctapas 'siguiontos-:

S0 reo00z0 la locho do hembras loc}aom-s hiperinmu~
nizedas se soparan ls croma y :Laa_impumzaa, 8o coagula.
la locko c;!.axﬂ.ficada y doscromaeda, S0 ecpara la caseina,
ge filbran, se ultrafiltran y se esterillzan las protei-
nag, del lactosuero por £lltraclén, e evapora y se seca
el producto en condiciones que no desnaturallzen las in-
munoglubllinas y conservan la estexilidad.

Ia pégine siguionte  esquematiza las diforen

tos otapas do roalizacidn del procodimiento.
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Isg hembras lecheras utilizadas son bovidos, en
particular vacas.

Ia loche que hay que tratar pusde ser de dife-.
rentes tilpos mas o menos ricos en anticuerpos : calostro,
lechs de tramsicion (leche de los 8 dias sigulentes al
parto) o leche de final de lactacidn (2 Gltimos meges de
gecrecidn laoctea),

Se preflere tratar uns mezcla de estos susros pa-
ra oblener un elevado porcentaje de anticusrpos duranie el

periodo mas largo posible.
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Ia hiperinmunizacion de la vaca se'efec-bﬁa me—
diante una vecunacion combinada. Por ejemplo, por insti~-
loeldn intracistomsl en lg glémula'mamaxia; inyeceidn
parenteral (subcuténeca, intravenosa), inyeceidn on ol sis-
‘toma ganglionar retromsmario, por escarificacidén, por in-
gestion oral o por combingeidn de vaxlos de ostos modos.

Se prefiere wbtilizer una combinsoidn de estos mo-
dog do acuerdo con un osquoma de inmunilzacion culdadosamente
establecido a fin de obtener una dosificacidn satisfactoria
do anticuerpos on ceda tlpo de leche.utilizado. Asl para,
el oglostxo ¥y la lochs de transicidn, la vacunacidn es pa=~
rontoral ¢ inbtrecisterngl en las 8~2 semanag antes del
parto y oral duronte la somena que precede gl paxdo.

Para la locho do final de lactaclén se procedo
8 altomar la vacuna parenteral, local ¥ oral a parbtir do
2 moges y medlo antes dol agotamiento presunto de la se-
crocidn léctea.

Con ven'l;aja; la vacuna utilizeds es una mezcla del
antigeno elegido y ¢ un coadyuvante o base de suero sangui~
180 homdlogo de veces Lnmunizsdas, el cual permite asl una des--
toxificaeidn de la vacuna y la formaseidn de complejos inmunes.

Dado que la vaca sirve de animal de produceidn,
los Ig oontenidos en el concentrado proteinilco son princis~
palmente IgG(en especisl IgGl) a diferencig de la lecls
materna que contiene IzA como ILg prepondersntes.

El pomen'bafie de Iz en ol concentrado proteinico
on el que lag proteings representan el 70 al 804 en peso
eg del 25 al 35 7 en peso. Algunes ventajes se deben al
hooho de que; al realizar el proccdimlento, los Ig no se
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geparan de las otras proteinas del lactosusro, las ougles eg-
tén por lo tambo igualmente presentes on ol concentrado obte-—
nido. Se ovitan asl las operaciones do procipitecidn selectiw
va, por ojomplo medianmte sulfato de amonio y didlisis,

_ Ademas, algunos factores bacteriostiticos o anti-
virales, por ejemplo la lactoferrina o los sistemas engi-
maticos oomo la lactoperoxidasa y la wibonucleasa que oge
tan presentes en el lactosusro se encusnitren en el concen—
trado proteinicc.

Se pueden utilizar tods clase de antigenos de ori-
gon viral o bactexiano y los anticuerpos obtenidos son fun-
cidn de la neturaleza de los antigenos administrados s la
vaca. Se pusde, por ejemplo, obtener una proteccidn contra
lag bacterfas y virus enmberopatogenos responsables de gas~
troentgritis acompafiados de fuertes dlarreas con deshidra-
tacidén, por incorporacidn del concentrado proteinico que
contiene las Ig on cualquler soporte que sea @proplado paw
ra efectugr una administraclén oral. Dicho soporte puede
gser cuglquier oxciplente o de preferencin un producto die-
tético,'oomo una loche o ung haring lacteada para nifio
pequefio, una leche llamada "humanizads™ o adsptadc pare
lactanie; una lecho esyeoializa@a adaptada para wn gru-
po particular de recfen nacidos, como por ejemplo una
leche para prematuros o nifios nacidos con poco peso, ete,

Si se qulexe utlilizar por ejemplo un concentrado
que contenga Iz anti E.coli en dosls profiléctica con
uns leche como goporte se incorvorarén de 0,8 a 3 g de
concentredo a 100 g de materla geca y hasta 6 g en dosis

‘terapsitica.
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Pare realizar el procedimiento es necesario
cuidar de que las operaciones d¢ descremado y claxifica-
cidn seen muy completas a fin de evitar una subsiguiente
obturacibn de los filtros y ultrefiltros.

Do preferencia, el descremado se efectis en dos etg
pass primexo en frlo para eliminar ls mayor parte de las ma=
terias grases y de las impurezas (como por ejemplo la sengre
que a menudo conbiene el calostro) y despuds on caliente pa=
ra Separar completamnte dstas. La coegulacidn se puede hacer
con el pH isoeléctri.go de la caseina en presencia do cuajo
con sdicidn de feido, por ejemplo de decido citrico.

Se prefiere efectuar la coagulacidn mediante la

adicldn do dcido, por ejemplo do acido clorhidxico, hasta

.. que el pH sea de alrededor do 4,6 y calentando hasta 402C.

15,

20.

la separacidén de la caseina va acompafiada de un
lavado del suero que pexmite separar log finos,

Por obtra parte, os esencial efectuar las opera—
clén que requieren un tratamiento térmico (evaporseién y se-
cado) en condiciones que eviten la inactiVagién de las Ig.

Para disminulr les péxrdides de Lz, una parte de
1a cual se olimins on el descromado con la orems y otra
parte con lg cageina durante la separacidn de ésta; es

conveniente proceder a una extracoildn con el ggua y le cre=

. mg y la cunjada y tratar las sguas de lavado que conbtlenen

las Ig para recuperarlas,
Los ejomplos siguientes, en los que las cantldae

des y las proporclonos se expresaen en peso salvo lnilca~-
clén en contrario, ilustran la menera de ponsr on practica

el imvento.

Ejemplo 1
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Se han hiperinmunizsdo vacas do diferentes razas
gogln el esquoma do mas abajo con una vacuna cuya prepara-
cion so indica & conbinuacidn, y se ha recogido la loche
de los dog Gltimos meses de secrecion lactea y de los 8
primeros dias despuds del parto.

Proparacion de la vacuns

Se han u:’tilizado los sorotipos E. Coll enteropa=-

tégenos siguientes: ‘
018 :X7 (B ) 0111 : K58 (B 4)

02 :E17 (1) 0112 : K68 (B 11)
ozgi:xeq (B 6) 0119 :]!69 (B 14)
044 : K74 (1) 0124 : K72 (B17)
055¢ K5 (B5) 0125 : K70 (B 15)
078‘:K80 (=) 0126.31171 (B 16)
086}1{61 (B 7) 0127::K6.3 (B 8)

0128 : K 68 (B 12)

Ias diferentes cepas procedian de cagos de gabtro—
enteritis en nifios hospltelizados., Ie caracterizacidén del
suero se ha llevado a cabo con antisueros multivalentes y
monovalentes (Difce). Iag bacteriag se han cultivado en
medio lfquido minimo que contenia el 2 de dcidos amina-
dos derivados de la cagina (casamijnoécidos Difco) y ol
2 de glucosa durante 24 horas a + 372C gin agitaclén de
los copos., Para inactivar los gérmenes; ge hen separado los
oultlvos por centrifugacidn entre células sedimentadas y
que sobrenadaban. Se han vuelto a poner en gugpension log
células y se lag ha incubado o + 3790 durante 24‘. horas en
presencia do 0,5 % do formaldehido, mlentras que lo que

sobrenndaba se ha inactivado como s¢ ha indicedo mag arri-



be, pero con el 0,05 % de formaldehido. Después de una nue-
va centrifugacién y eliminacidn de lo gue sobrenoda, se hen

vuelto a poner en suspensidn lag bacteries en lo que sobre-

ngda inactivado origingl, Este procedimiento permite con-

5. servar las matcrias que sobrenadan y contlenen exotoxinas

bacterianas para la vacuna. Se ha obtonido una vecuna con

1-2 % 10°

bacterfas/ml, que se ha diluido luego mediante

ma mozela con una solucidn el 2% do Al (OH), ¥ suero

ganzulineo homdlogo 48 vacas Lymunizadas.

10.

Procedimiento de inmunizacidn .
A, Esquoma de lnmunizacidn para obtener leche

calostral y de transioion qus contenza Ig anti-E. coll

Dia prosunto pare el parto = X

Momento dol
tratamionto

Vacuna + coadyuante ev.

Modo de edninistra=~
oldn

X ~ 8 gomgnag

X « 7 gomanas

X - 6 gomanes

X = 5 goemanas

X -5 semanas

5 nl vacuna (5 x
bac'ben.as/ 10
+ 5 ml gue
5 ml vgo §5 x 107
bacterias/ml

+5 mL 2% Al (OH)
+ 5 nml suero

10 wl veouna (5 x 107
bactorias/ml

20 ml vacuna (5 x 107
bactex‘:’.as ml)
10wl 2% AL (0m),

40 ml vacuna (5 x 107
bac‘erias ml) 10
- 20 ml suero

L -4 1/2 semg 24 ml vac%na (5 x 10°

nag

bao‘be rias/m
+ 8 nml suero®

Inyoceldén subcuba=
noa ‘

Inyecclon intrave~
nosa

Inyeccidn subcut b
noeeg

Inyeccidn en ol
slstema ganglionar
rotromamario

Instilacion de 4
x 15 ml en la ubre
por los canales
do los pozones

Inyecc:.on subcu~
'bane



Momento del Vacuna + coadyuvente ev. Modo de administracidn
tratamiento

~ 4 semenas 40 ml voouna (5 x 10!  Imstilacién de 4 x 15
bacterias/ml) ml en la ubre por los
+ 20 ml suexro canales del pezon
X - 3 semanas 10 ml vacuna (5 X J.O8 Inyececion subcubinea
bacterias/ml) .
X ~ 2 semanas 5 ml vacuna (5 x J.o8 Inyeccion intravenosa
; bacterfas/m) .
+5ml 2% Al (OH)
X ~ 1 semana 00 nl vacuna Ingestion oral durante
(1x 10 buc-berias/ml) la rumia
X - 1/2 semana 100 nl yacuna Ingesbion oral durante

(1 x 10 bvacterfas/ml) 1la rumia

?Es’sas adlclones de suero se efeothan !micamen-—
te en el caso de que e inmunice unz vaece por primera vesz.
*Reta Lnyeceldn subcuténea se reparte en el
15. sigbemn linfé'bitco del modo siguiento:

2 x 4 ml en log ganglios linfaticos preesce m-—
laxes

2 x 4 ml en los ganglios linfaticos postesca-
pulares

, 2 x 4 ml en los ganglios linfabticos inguinales
20. 2 x 4 en los ganglios linfdticos popliteos
B. Esquema do inmmizacidn para obtener leche
de final de lactacidn (2 G1timos meses do lactacion) que
contenga Ig anti-E. ocoli,
Egta lnmmizacidn se aplice tmicamente g las va-
95, cas que ya han sido inmumizadss para ol pexrfodo calostral
y do transicidn,
Dia presunto de agotamicento de la secrecidn

lactea = X



Momonto del Vacuna + coadyuvante ev, Modo de administracidn

tratamlento

X - 70 dlas 5 ml vgouna §5 x 107) Inyeceidn intravenosa

, bacterias/ml :

: +5ml 2% Al (OII)3

X - 65 dlas 20 ml vac (5 x 108 Inyoceidn on ol sis-
bac’cemas%) toma gangliornar retxp

mamaxic

X - 60 dfes 24 ml vacuna (5 x 108 Inyeccidn subcubanee™
bacterdag/ml) (como on A, supra)

X - 55 alas 100 mllvacun? (1x 10° Ingestidn oral duran-
bactexias/ml te la rumia

X =50 diss 40 ml vacuna (5 x 107 Instilacion en la ubre
bactorias/ml como on A, supra
+ 20 ml susro

X - 40 dfes 100 ml vacuna (1 x 10°  Ingesbién oxal
bactexrias/ml) durente la rumig

X - 30 dlas 20 ml vacuna (5 x 108 Inyeccion on el gig-
bacterias/ml) tema ganglionar re-

+ romanario

X - 25 dlas 40 ml vacuna (5 x 10'7 Ingtilacidn en 1o
bacterias/ml) ubre como en A, Suprs
+ 20 ml suero

X - 10 afas 100 ml veewna (1 x 10°  Ingestidn oral duran—
bactexdas/ml te la rumig

Ejemplo 2
20, Ian leche de log ocho primexos digs sigulentes

al parto recogida a partir de vacas vaounadas. geguin el oJeme
plo 1 se ha sometido al tratamiento sigulente:
- ol desoremado se efectia on dos etupas: etapa
. A; on fxio y etapa B, en calieute.

o5, A/ 1100 kg de lecho se hacen pasar en frlo por
una descremadora centrlifuga y se dlrigen a une cubs tame
pén de 2500 1y se bombean lusgo a una desenlodadora cen=
trlfuza o aceleruclonss elevadas (alrededor do 11.C00 g)

pare eliminar sangze ¢ impurszas (lodos).
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B/ Ia leche a la que &6 han quitedo los lodos
en frio se glmacena on un depésito do 2500 1 y se bombea
a través de un ealentador = 40¢C a la descremadora contrle
fuge ubllizada snterlormente, separando asi 110 kg de cxe-
ha que se yecuperan y 5 kg de lodog que se destruyen. Co-—~
mo variante, se puede utilizar una descremadors autode=
senlodadora on lag operacioncs de descremado en frio y en
calliente y una desenlodedora entre dichas operaciones y 1o~
duelr as{ la duracidn del descremado.

— 1a loche descremada ¥y desenlodada en caliento
(985 kg) se roparte luego en 4 cubetas de coagulacidn cua—
dradas de 750 1 cada una provistas do diépositiVOs mezcla~-
dores para la oporacidén de coasgulacion.

Se afiede una soluclon de dcido clorhidrico 1 N
a 378%C hasta esiebilizar el pH a alrededor de 4,6 y se man-
tilene la temperatura durante 20 minutos mezclando. Se en-—
fria luego a alrededor de 152C.

~ la operacidén siguiente consiste en la separa
cion de la caseina. Comprende dos centrifugacionss en se-
rie de la leche descremada, cuajada y mezclsda. la prime-
ra separa la mayor parte de la caseina cuajada por medio
de una cla?ificadora-au‘bodesenlodadora que gepara 150 kg
de caseina, siendo conducido sl suero a un deposito tam—
pon. ILa gezunda centrifugacidn elimina toda treza de
particulas que puedan emtorpecer la operacion siguiente
de filtrado y ultrafiltrado, por ejemplo por medio de
la dosenlodadora emplogda en la oporacion A de descrema~—
do. Se obtlonen 854,7 kg de sucro dosenlolado que se bome
bea a un depdsito do 2;500 1
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- Se procede lusgo a filtraxr el suero y despuds
& ultrafiltrarlo. La filtracidn debe llevarse a cabo muy
culdadosamente pave eliminar toda dlficultad en la ultra-
filtraoidn separando las particulas muy finas de caseina.
La £iltracién se efectla con un £iltro Sitz Supra 100 con
placas de 20 x 20 em. El flltredo se almacena en un depde—
gito de 3000 1 y se bombea lusgo haeia el ulbrafiltro. La
ultraflltracion se efeetin en 2 6 3 etapas con reciclado
del producto de retencldn en el depdsito. Dos bombas cen—
trifugas en gerio proporcionsn el caudal contra una pre-
gion de entrada en el compartimiento de emtrada del ul-
trafiltro de alrededor de 7 bares, g lg'salida del cual
ge mantiene la presidn a alrededor de 4,5 bares. Para
evitar el recalentamiento dol producto de retencion por
1a onexgia sportads a los bombas, g0 enfria éste a alxo-
dodoxr de 10-122C,

Ia primera otapa o ultmfiltraciép permite se~
parar los solutos de elevado peso molocular, las proteinag,
retenidas sobro 1a_membrana, que se enouentian en el pro=
dueto de m-bo;wién, mientras que wna parte do la lactosa,
lag vitaminas, log sales minerales y ol sgua §¢ ovaclsn
on ol filtredo. Ubilizando un médulo DD con merbrana
800 (suporficic do la membrana = 7 mz), con ung ralacién
producto de yetenoidn/flltracidén de alrododor de 1 & 3,1
go obtionen 580 kg do flltrado I ¥y 272,7‘llcg de produc—
t0 do rotencidn con un caudel medio do 14,17 kg do file
trado/mzh. .

Ia sogunda otana 08 una dimfiltracidn, en ol

curso do la cual su ailadon continuanente 825 kg do agua



15.

al producto do-' rotencidn y se haco eirxcular la solucion
on lag mismas comdiclones gue en la primera otapa. la dia-—
fLItracién se haco cosar cuando la conductibilidad oldc-
trica dol filbtrado alcanza ol valor doseado; giondo la
relacidén filtrado/agus efiedida de glrededor 1 a 3. Se go-
paren asi 825 kg do £iltrado II y 274;‘7 kg de producto

do rotoneldn con un oaudsl medlo de 11;77 kg £iltrado/m’h.
Ia terceva otepa 68 una concentracidn que se ofeetiia op~
tativemente por recicledo del producto do rotemcion sobre
la membrang has?a un poreentaje do metorlas gocas de al-
rededor del 10%, por elixp:i.nacién do 82;5 kg do filtrado
IIL. Se obtienen asl 192,2 kg do solucién preconcentrada.
Seélin une varlanie, so suprime egte torcera otaps y so
produce dircotamento a la £iltracidn estéril.

Ia filtracidn estéril representa wma etapa im—
portante en todo el procedimiento porque la esbexiliza-
cidén no puede efectuarse por tratamientos téyrmicos, pues
éstos provocan una desnaturalizacion de las Ig, Ia £il-
tracidén estéril desembaraza al producto de mtenciéﬁ
de los microomanlsmos que todavia pudiers haber (la
mayor parte do éstos se han eliminado ya al separar la
crema, la cageina y los lodos). A fin de evitar el tapona-
miento de log Filtros de esterilizacidn es necesaric pro-
ceder a un desenlodado por filtrseidn y e un triple file
trado del producto de retencidn, Después del desencola=
do, el producto de xetencidn se glmacena en un deposito
¥ se hace pasar por wna linea de filtracidn que compren-
de una prefiltracidn sobre triple £iltro Seitz Supra 100,

EK, EKS montados en serie, seguida de una filtracién es—
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4711 sobre filtro Seltz Supra 20 y Milllpore HA 0,45
mioras; montados en serie y previemente esglorl lizados
con agua recalombada. El producto dé retencién esté-
ril g0 almacena on un depdésito estéril de 500 litros.

Todas las operaciones ulteriored se efectuardn
en condicioneg ogtériles. Ia transferencia a la opsracidn
giguiente do evaporacldén 6 puede efectuar mediante, por
ejomplo; nitrégono comprimide y filtrado estéril.

La oveporscion se realiza con un evaporador
de capa dolgzda (con un £lujo descondente do suporficic
1 1% a wma Yemporatura do calontamionto de 752C, gion-
do la tomperatuxa dol producto do alrododor de 302C hgg-
ta un poxcontaje ¢o materies secas do al memos ol 20%.
41 objoto do ovitar cualquior infeccidn, la transforcn-
mia go ofoctia medianto una bomba poristaltica desdo ol
dopéeito do producto do retonoién hasta ol dopésito do
concentrado, ol cual osbé unido a un cireuito que compron-
do el evaporador, efectusndose la opsracion de concens
tracién en un circuito cerrvado. Egta operacién no afec—
ta g le actividad de las Ig,

~ S0 procede entonces a secar ol concentrado
(96 kg) por todo medio comveniente, por ejemplo por
congelacion sezulda de liofilizacién. Ig congelecion
ge puede realizar sobre placas a =40°C, Ias Iz @0 pue-
den almecenar a -302C sln que plerden su motivided du~
rante 45 dlas. El producto a «302C ge liofiliza en pla=
cas en una cémara g una presién de 0;5 torr, con el
condengador a ung t_emperatu.ra de =b02C y me calientg @

una temnperatura do 30-352C, El modo do secedo No gfecw
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ta a la sctivided de las Ig. Se obtions asi 19;1 kg de
producto seco que contiené 25=35 % @0 Iz que se gcondi=
cionen estéxilmente. .
_Ejemplo 3

Cuanio se procede como on el ejemplo 2 tratanio
la leche de los primerog 8 qias giguientes al parto y la
loche recogida durante las 4 1ltimas semenas de la lacta—
cidén, se obbtione wn concentrado proteinico con la siguien~
te composicidn media-.:

Pmtea_’.nas (4] :': 549

30 £ 5 ¢ inmumoglobulines

15 tb‘ % alfa-lactoalbiminas

35 £ 5  bota-lactoglobulines

5L 2% suero alblminas

+

2 % otras proteinas secundg

rlas )
Humedad residual 4?05%
Lactosa 0tz 4
Sales minsralos 522 ¢
Susgtanciag nitrogenadas no pro-
tolnicas ‘ 5 "-'- 2 %
Ejemplo 4

Se procede como en ol ejemplo 2 salvo que la cro-
ma y la caseina se oxtrmen con agua g fin de recuperar una
parte de las Ig penlidas; reciclindose las cguas de lavado
en la linea de fabricgeidn.

- Bl descremado on frio (etapa 4) se erfectiia con
une I{nes paralela de extraccidn con agua de la fraceion

ds proteinas que contiene las Ig arrastrada con la crema.
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Ia croma procedente de la primers centrifugacidn (115 kg)
ge almacona en un deposito de 1000 1 eon dispositivo de
mezele y g6 mezela con 150 kg de agug templada a 409C,
ge remueve el todo durante 30 nﬂ.nu'l;ps y se cembrifugs en
una descremadora. Se Separan asi 115 kg de crema y 150 kg
de solucildn quo se ailado a la leche descremada y dosons
lodada. Se obtlenen de este modo 1130 kg do liquido, que
ge conduce haola ol doscremado en calionte (etapa B) y la
oosgulacion.

‘ - Ig geparacién de la csgeina da g partiz de
1. 145 kg do lgoho descremada cugjeda y ascidificada, 991 kg
de suero y 154 kg do cageina, Una lineg paralels pommite
extraor la fraceidn do proteinas que comblons las Ig de
la cuajada con agus. Al salir de lg claxificadora-&esenlo—
dadora; la cuajada e la almacena en un depdsito provigto
de un diSPOSi‘biV‘(? mezclador y se la mezcla con 300 kg de
agua templada a 402C durante 30 minutos y luego se trang-
fiere a un molino coloidal. Ia susponsion de cuajada txi-—
‘suradae se separa enboneces en wma clarificadors-autodesen~
lodadora. Se recuperan 154 kg de caseina lavada y 300 kg
de liguido de lavado que se gfiaden al suero para las opew
raciones ulterlorss. Se filtran y se ultrafiltren 1291
Ig de suero y conducen & la obtencién de 2010 Iig de £il-
trados (I, II y IIT) y 216 kg do preconcentrado. La evapo~-
racidn pmpq:‘ccioha. 108 kg de concentrado que da 21,6 kg de
producto Soco por secado. Se genan asi alrededor del 14;%
de Ig con respecto al procedimiento segin el ejemplo 2,

BEjemplo 5
1 kg del polve preparado gegin el ejemplo 2 §
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4, respectivamente 2 kg del polvo pxsparado soglm ol ojem~

plo 3, #6 mozelan eon 100 kg de polvo de leche de modo homo=

génec y éste ge acondicions esterllmente para pmpore:!.onar
un producto que comtlens una dosis profiléctica de Ig, pa~
ra una allmentacidn isocaldrica de 140 cal/ig/dia que co-
rregponden a 250 mg de concentrado Ig/kaz/ala preparado segim
los ejemplos 2 § 4, respectivamente a 500 mg de concemtrar
do Ig/kg/dia preparado segin el ejemplo 3.
. Eiemplo 6

Se han efeetusdo diferentes ensayos in vitro e
in vivo con el concentrado proteinico segln log ejomplos
264y deslgnados en lo sucesivo “"concentrado Ig" pera
demostrar que: ’

~ lag Iz léoteas tlenen una especificidad ambi-
cueIPos qus 86 oncuentra nommalmonte en las Ig humsnas y
que la mismg se congexwa on ¢l curgo do log i)rocesos de
fabricacion,

~ lag Ig léctoas cspocificcs presontan una acti—~
vidad protoctora imbterfiriendo en los mecanismos patogo-
nos 4¢ los microorganismos enteropatdgonos.

Hemazlubingcion pagiva

Se han sensibilizado glébulos rojos de carmero
con un extracto de urea de un serxotipo do E. coll espe-
cifico. Dicho oxtracto so hap:’.a obtenido se_gtfm Brodhagoe
(Brodhago H., (1961) J. Hyg., 1961, 148, 94). So han cul-
tivado las bactewias sobre sgar nutritivoe (Difeo) a 370C
durante 30 horas on frascos do Roux, So ha roeogldo ol
cultivo con 10 ml do_aolucién saling 'bampo;la}fia con fog~

0 *+ 0,43 g KEPO,/

fato (8,8 g NeC1l + 1,86 g NaZHPO4.2H
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/1000 ml H 0) a pd 7 2. Dogpudy do adiclonar 10 g do urea
(Moxic) s ha dejado reposar la suspousidén durante 90 horas
a 37°C ggitando lonmbamonto. Despuds do combrifugar so ha
dializado totalmonto lo que gobronadaba contra una solu~
cion saling tamponada al fosfato con pi 7,2, so ha dilul-
do hasta un volumon final do 50 ml con golucidn saling
tamponada con fosfato a pH 7,2 y g0 ha congolado on po-
quofing poxcionss a ~202C, Ia sonsibilizacidén de los glo-
bulos rojos del carmero con esto antigono se ha efectua~-
do combinando los métodos segﬁn Avramees y otrog (Avra-
meas s.; Tguiou B. Chuilon §., Imunochemistry, 1969, §,67)
y segim Otto y obros (Ottq H,, Talkamiya H., Vogt 4., J.
Imunol. Methods, 1973, 3, 137). Ios globulos xojos del
carnero han sido pretatados con glutarzidehido (oomen—-
tracidn final gldbulos rojos de cammexo 5 % y 0,5 % de
glutaraldehido), lavaedos luego y puestos en suspension
al 20% en solucion salina tamponada al fosfato con pH
7,2 y g0 han mezclado con 61 mismo volwumen extraido con
urea. Después de 16 horas de incubacion a 209C agitando
suavemente, los globulos rojos de carnoro Sensibilizados
ge han lavado variag veces y se han puesto en sugpension
al b para su uso inmediato. Ios gldbulos rojos del car-
nero se pueden aluacenar on guspension al 105 a 42C duw-
rante variad semanag. ’

Antes do la filtracidn, cada muestra que se va
a examinar dobe se‘r absoxrbida sobre glébulo 1jo de car-
noxo protratado con glutaraldehido (0,1 ml do globulo 0~
jo do camexo gedimentado por 1 ml de concentrado Ig, 3790,
60 minitos).
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Ias valoraciones So han efoctuado sogin el sis-
toma Microtiter (Sover J.L., J. Imunol,, 1962, 88, 320
y Conrath T,B.,, Handbook of Mi.crotitor Pmcedums; 1972)
whllizando placas do poliegtireno con cavidades en forms
de V. Se han efectuado una sorle do dlluclones de 50 mi~-
crolitos cadg una on 6l suexo normal de conejo dlluido al
1/200 y se han sfiedido 25 microlitros de gldbulos rojo do
carnero sengibilizado al 1% a cada dllueidn, Se ha prepas
rado tna sorie con gldbulos rojos d0 osrmero no sensibllie
zados como conmbrol do sglutinacion no ospgoifica. Se han
lefdo los resultados al cabo de dos horas, slondo dada
la valoracién do homaglubtinacidn por la Gltims dilueion
quo da lugar s una reaccidn positiva neta.

En cl cuadrg gligulente se consigqan los rosuls

tados obtenidos para 5 serotipos do E. coli:

Serotipo E. coli Va10:0&1«3:‘.6_1!:;1e gn eglutinen—
0 55 1/256
0 111 1/ 64
0 119 1/128
0 127 1/128
0 128 1/ 64
control ——

Actividad bacteriostatica in vitro

Se ha estudiado la actividad bacteriostatica so-
bre 6l crecimiento de diferentes sexotipos E. coll median~-
te la adicldn de concentrado Ig en medio de cultivo. Se ha
ubllizado el sistema Microtiter adaptado para el cultivo,
permitiendo agl wbtilizar cantidades minimas de musstra

de engayo ¥y oxaminar simultdneamente un nimero maximo do
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nuestras.

Cada oultivo tenfa un volumen £inal de 0;25 ml;
ya fuers en un medio minimo gue contenis 1 % de glucosa;
o en w1 medlo de cultivo riloo. Por cada valor del tiempo
de incubacidn egtudlado so han efcctuado dos Lomas de muss=
tras a fin de disminuir los riesgos do oerrores debidos &
varigelionss de volumen. Ia evaluacidn so hes efectuado por
doble rocuento do paries allicuotas do 10 microlitros so-
brxe placas do ggar nutritivo., El "Lnoculum" bacterisno con-
gistio on una dilucion de un cultivo do 16 horas en modio
nlnimo quo combonfa 1 & 2 x 10° bacterias/ml. Ia incuba-
cién se ha ofoctuedo en gtmésfora hiumoda a 37¢C. E1 cons
contrado Ig se 1}& afiadido, on conc?nbzaciones finales de
1 mlcrogramo/ml, 10 microgramos/ml, 100 microgramos/ml y
1 mg/ml, al modio do cultivo entes do imnoculsr con 2 x
10% B.coli/ul. So ha observado wia mote inhibicién dol
crcelmionto de E, coll O 11l: B4 durasnto las primeras 4
horas do incubscidn a la concentracidn do concontrado Ig
do 10 microgramos/ml, En compamcién'con un control cons-—
+ituido por ol modio do oultivo solo; 8o ha obsexvado un
crecimlento superior en presencia ds 1 mg/ml de proteinas
de lactosuero normsles obtenldas a parbtir de vacas no in-
mmizadas. o

Depuracidn de E.coli 0 111:B4 en ol rabdn

En cada ensayo se han utilizado 8 ratones (ra=-

tonsg blancog machos swizos, de X a 24 g), 2 como conbtrol
y 6 para 3 onsayos que han sido efectuados cada uno dos
veced. Todos los ratones han recibido una inmyecclon sub-

clbanea de 0,1 ml de heparina (500 UL/ml)., Un caldo de



cultivo 3¢ 16 horas de E. ¢old O lllfBz‘L g0 ha diluido al
1/10 con una Solucidn salina estdril, luego se ha diluido
al 1/100 por adicidn de suero de termero fetal (Difco)
diluido al 1/10 para los controles y qus contenis 3 con—
5. centraciones escogldasg dg concentrado Ig, Se han inyecta~
do por via intravenosa 0,2 ml de la soluoldn obtenida en
la vena caulal, reciblenio cada rakén (2 ratones para el
control y 2x 3 para los ensayos) alrededor de 2 X 108
bacterias, combeniendo la Suspensidn bactexiana de ori-
10. goen 10° bacterias/ml. Inmgdia‘bamen’be después de la in~
yecgién (en ol tiompo t0), ¥ al cabo do 20; 40 ¥ 60 minu-
tog, g6 ha ofoctusdo wma puncion senguinsg de 50 microli-
tx08 a partir del plexo venoso of'l:élmico; por modio do
’ tubos cgpilaxes calibrados 11epaxﬁ.nizadgs, y 89 han trans-
15. ferldo inmediatsmonte les mucstras en 5 nl de Solueidn
salina egtéril (dAllucidn sanguinea 10"2) quo se ha diluwi-—
do luego & 103 vy 10"4 en solueion salina. Se ha cfectua-
do 6l recuento sobxe placag de agar (Difco) con 1 ml do
~ cada dilucilén y se ha detexminado ol :.'.nﬂico de fagocito~-
20, sgisk aegl.'m Blozzl y otros (Biozz:?. G., Stiffel C.; Hal-
perm BN y Io Minor L., Maubton D., J. Immu.uw.ol.; 1961; §l

296) ¢
log C; ~ log G,

T2 - Tl
5. Cl ¥ C, corregponden a los recuentos on los tlempos Tl N
TQ.
Se ha obgorvado tambidn una disminucidn nor—
mel dol nimexo do hactorias por climinseidn on ol gistoma

retlculo-ondotolisl on prosonoia do suoro do termoxo fotal,
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miontras quo la adicidn do 10 microgramos do concoenbrado
Iz a la solucidn do inyeccidn ha provocedo la desaparicidn

del 99,6 % de las bacterias del flujo sanguineo en 20 mi-

nubos.

5, Ios resultados se resumen en la tabla gigulente:
Tiempo . Bacterias en % del nimero lnicial en
(minutos despuds ol tiempo O desppés de inmyeccidn intras

de inyectar E.colli venosa de 2 x 10° E.coli 0 1ll11:B4

Control 1:10 Ensayos, concentrado Ig
susro febal 1500 g 100 g 10 g

: de temsro
10, 0 100 100 ZIQO 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;06

Se ha controlado la especificidad de la opsoniza-
5. ¢idn por absqrcién exhaugtiva de comcentrado Iz con el sero-
tlpo 0 111:B4 de E.coli y se ha observado que esta absor-
olén anula précticamente toda la actividad do aumento de

la fegooitosis incluso con una cantidad de 1 mg de concen=

trado Ig.
20, En la tabla siguiente se consignan los indices
de fagocitogis K obtenidos en 20 minutos:
Control 1000 g 1000 g
1:10 suero do concontrado ILg concontrado Ig
termero fotal no abgoxbido’ absorbido
o5, X 0,015 0,128 0,039

Ensayo de proteceidn en el ratdn
So han proparede soluclones logarftmicas (logyn)

de un cultivo de E,coli 0 111:B4 en caldo nubritivo (Difco)
que contions 10° bactorias/ml para formar diluciones de
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10"4'; 10“5; II.O"6 Yy 10"7 en mucina al 55 (mucina granular,
tipo 1701-% para potoncier le virulencla do bacterias de
Wilson Laboratories, Chicago; Il:linois).

Se han mezclado luego 3 ml de cada dilucidn con

5. 0, 6 nl de soluc:.on que hay gue ensayar, o regpectivamente
de golucidn salina, de concentrado Ig, de proteinas de lac-
tosusro normal (vacgs sin inmunizar). Utilizando 5 ratones
para cada dllucldn, se han inyectado 0,6 ml de la mezcls
obtenida a cada ratén por via intraperitoneal. Ios resul-

10. ‘tados de la evaluacién del nimero de ratones tratedos des-
puds de 48 horas se indlean en la tabla slgulente.

Material ensayado Nlmexro-de ratonss muexr—
Y08 / 5 ratonss tratados

Comen‘bracn.on en bacterias del tra-

tamlento
- 5x104 5x 103 5x 10° 5x 10t
solucidn salina 5 5 5 5
10 nicxas -« :
Concentrado LIg ~ 5 5 5 3
25 m:.cras - .
Concentrado Ig 5 4 0 0
20. 100 micras
Concentrado Ig = 0 0 0 0
10 micrag
proteinas de lactosue
0 normal (wracas no
inmumizadas) 5 5 5 5
25 nlcras
) proteines de lactosug
25, ro noxmal 5 5 5 5
100 micras
proteinas lactosuexo
normal 5 5 5 5

calculado en proteinas totales que contienen 34+-45%
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de Ig léd‘l:BB..S.

Se ha encontrado que 100 microgramos de concens=
trado Ig propomionaban una pm'be'cci'én' total con todas las
concentraciones de basteries ensayedas, mientres qus 100
m.orogramos de proteinas de lactosuero elsladas & partir
de la lechc de vacas no lnmunizadas no daban ninguna pro=
teceion.

Ejemplo 7.

I / Una primora serie de ensayos clinicos mues—
tran que 1as Ig léctoas resisten g la degradacilén proteoli-
tlca en .fragmén'lsos inac-bivo:_a en el tracto intestingl,

11 nifos (9 nifios, 2 nifias) hospltalizados por
diversos motivos pero que no padecisn gastroenteritis y
cuyas edades varlaban de 2 gemanas a 1 afio han sldo ali-
mentados oon una leche quo comtenia un concentrado Ig pro—
parado segin ol ejemplo 2 6 4 en dosis isoceldérica coxrres-—
pondiente a 2 g/kg de peso corporsl distribudda de modo
igual en 24 horse. Ia primera y la Glbima comidas en lag
que =e habia lncorporado concentrado Iz fueron marcadas
con 0,2 g do rojo carmln., Se ha recogido al menos una de=-
poslelén antes do sdministrar concentredo Ig y sistomati- _
cemento ‘todas lag deposiclones slgulentes durante 72 horag,
v se consexvaron todas esas deposlcioncs a ~208C,

Se han preparado extractos de deposiciones pox
adicidn de dos paribes de deposiclén por una parte do so-
lucidn salina tamponada con foefato a pH 7,2 y so han dis—
porgedo las deposiclones a 09C con una varilla de vidric.
4 continuacidn se ha sgitedo la susponsidon durante 20 mi-

mitos con minisgitedor (400 7.p.m.) a tomperatura gubien-
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te. So ha erfriado luego la suspension xé_pidamen-bc g 082G
y 80 ha centxlfuzado a esa temperatura & 3500 x g duran~-
te 15 minwbos. ILusgo ¢ ha tomado culdadosamente lo que

sobrenadaba.

So hg confimmado lg prese'ncia do Ig activos en
los extractos do deposiciones por doble inmmodifusién
(ensayo do Ouchterlony) ¥y por inmunoelsctroforesis. Los
sntisueros wtllizados en estos ensayos se prepararon mo-
dlante inyecciones subcubancas e intravenosad repetidas de
1 mz de enbicuerpos léctoos 0 0,1 mg de Ig G,. Para reali-
zar ol ensayo de Ouechterlony, se mcubriémn placas de vi-
drio (94 x 84 mm) con una capa do 1 do gel de egar en una
solucién salina tamponada con fosfato a pH 7,2, en la que
se¢ han excavado cavidades de 4 mm distantes 9,5 mm dol sa~
cabocados (IEB~Producteur AB), utllizando un antisuero an-
tiproteinas de suero calostral bovine y un antisuero mono-
valente espec{fico antl Iz de leche de vaca.

Para efsctuar 1a inmunoeleqtmforesis, ge han
recubierto placas de vidrio (100 x 85 ma) con 12 ml de gel
de agar alolfi:? en el barbiturato 0,05 molar bamponado a
o 8,3 (10,3 g de barbiturato de sodio + 0,5 g de dcido
citrico + 0,5 g de foldo oxdlico por 1 1 de aguas) y la se-
paracidén por elefiroforesis se ha realizado a tempe ratu~—
ra ambiente durante 90 minutos a 40 vol"c:!.os/cm. Después
de difusidn de los ambisueros (24 horaa), se han lavado
las placas con la solucidn sa.'lina; se han secado ¥ se han
revelado con azocawmming B.

Se hallaben presentes Iz lacteos on las deposi-

clones pose a Vvariuclones considerables on cuanto al mo=-



mento de su aparicidn y a la duracién de la gecrecidn Ig,
v g6 ha onconbtrado una buens correspondencias entre la gpa-
rioldn y la desaparicidn del marcador rojo carmin y los
Ig.

5, Con ol objeto de confirmar la actividad de di-
chor Ig lacteos so ha llovado a cabo ¢l ensayo in vivo de
seropxp'beccién on o1 ratén (como se describe en el ¢jem—
plo 6), utllizando 6 extractos de deposiciones on cada
soric y en lz tabla siguionte seo resumen los rosultados

10, obtenidosas

Bxtractos de Intensidad de les Ig Namoro de ratonos
depogiclones en ol extracto de do muertos/5 ratonss
gosiciones despuss tratados
¢l exgmon inmunoclec
'brofomt:.co Nimero de bacto-
rios ubillizades
on ol tratamiento

5x10% 5x10% 5x102 5x10%

Nifio M.D. I e 5 5 5 5
(2 somanes .

Ix 5 5 5 5

v PoE o+ 2 1 0 0

v AR 0 0 0 0

VI + b 1 1 0 0

X 5 5 3 4

fioge —— 2 5 5

1L 4 5 5 5

v ot 0o o0 0 0

VI + + + % 0 0 0 0

X - 3 0 1 o

XX + 5 2 0 0
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So ha encontrado una clars coryolacién entre los
rogultados positivog on lnmumoclectroforesls y la capaci~
dad protectora do la materia corrbe:girla en los extractos
de las deposiclones. BEn partloular, se estima que las
concentraciones de Iz lacteos de los extrectos V (nifio
MD.) y IVy VI (niﬁg_ S.G.) correspondian al monos a 1
mg de concextrado Ig,

II / En una sogunda serie de ensayos ¢linmicos so
hen estudiado las propiedades torapSuticas y profil_éc'biccs
del concentrado Ig preparado seglin el ejemplo 2 ¢ 4.

Propiedades terapduticas

Se ha cfectuado este estudio con nifios con eda~
des de hggta 5 meses que padecian gagbtroonteritis, de
benignas a agudas, provocadas por B, coli. En diferen—
tes series de engayos se han administrado a un total de
152 pacientes 2 g 36 concentrado Ig/kg/dia durante 5 dias,
o blen 1 g/kg/dia Gurante 10 dfas en su comida, Ios pa-
clentes no han xecibldo ningin medicamento, como sulfa~
midas o antibidéticos, ni oral ni parenteralmente. Se han
realizado coprocultivos cada di‘a sigulenie a una adminig-
tracidn, la (ltima entre 36 y 48 horss despuds do la il-
tima adninigﬂ:mcién de concentrado Ig. So hen tratado del
mlgmo modo 43 paclentes, pexo sus%i'i;uyendo 0l concontrado
Iz por proteinas de luctosuero procedentes de vacas no
Lnmuni.zedas.

So han obtenido coprocultivos negativos on 90
nifios (5’7;7 %) en curso do tratamiento. En la serie com-
trol, solemonto 14 mnifios (27,7 %) han oxporimentado una

desaparicidén egpontdncg do E.colli on los coprocultivos.
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Debe tenerme en cuenta que las proteinag nativaes de lachtow
guero procedents de vacas no Lnmmlzadas conbionen una pew=
quefia cantldad de Iz antl.E.colli. También se ha observado
que el trgtamlento no ha sido eficaz ocon mayor fracueéncia
en los cagos que habien recibldo la mayor dosis durante

un tlompo mis breve.

En cada caso ge ha examinado la congistencia de
las deposlciones. Se produjo una desaparicidn de la dila-
rrea y una mejora clinica sensible en un gran nimero de
casos ¥y ello inclugo cuando los coprocultivos continuagen
glendo positivos. En El.os casos en que los coprocultivos
go hicleron negativos, la consistencia de lag leches mo-
jord mas répidamento cuando el concentrado Ig se edminise—
$r6 en un preparado licteo pobro en lactoss.

Propiodades profilscticas

Dado que los prematuros represontan un grupo exe
‘tromadamente sensiblo a las gastroenteritis por B.ooli,
g0 ha elegzido este gxupo para los ensayos clinicos de pro-
filaxis.

Esto estudio se ha efectuado durante 6 meges on
2 galas con 8 incubadoras en cada sala. Se han reparbtido
los engayos y los coniroles en cala 8ala yara que todos
los'pacion-izos os-bwz:iosen expusgtos a lag mismas con@ieio-
neg, ubllizandose 4 incubadoras para lo¢ ensayos ¥y 4 para
el con‘aro:}. Cada'caso ha sido realizado durante un pro-~
medio do 41 dias, con soparacién de un nifio dospuds do
su curacién y sustituclidn del mismo por otro cualquiora
quo fuese su pertenencic (ensayo o comtrol). Se han segui-

do 70 casos ¢ 36 como control y 34 psra ol grupo de on—
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sayo.

El gmpo do ensayo ha recibido el consentrado
Ig a cada toma de alimento repartido en 24 horas a razon
de 0,25 g/kg/aias, Se ha procedido a wa coprocultivo desde
el comienzo del enggyo y S6 han examinado los.cp:procul'bivos
cada 5 dlas. De un total de 666 coprocultivos, 339 peri_:e;-
n_ecian al control y 527 al ensayo. Entre estos ﬁl’!:imos,

33 hen demostrado la presencia de E.coll (10,1 $), mien~
tras que 96 de los 359 cultivos do control han sido positi-
vos (28,3 %). Si se examina Unicemente ol serotipo B.coli

0 119-:B11i quo go encuentra asocigdo frecuentemento con
formas agudas do gas-l:roen-bezﬁ.tis? la frecuencia do copm;-
cultivos positivos ha sido del 5,5 % on el grupo do ensgw-
yo fremio al 23,3 % on el grupo de oontrol.

So puedo conclulr gquo la incoxrporacidn do con-
contrado proteinlco quo contonga Iz lécteas ospecificas
anti E.coli a la locho pera premsturos disminuye notemonto
ol grado do infecolon por E.coll do dicho grupo particular—

monto sensiblo do roeidn nacidos.

- . -

FEIVINDICACTONES |

Doscrito ol objé'bo dol prosonitc imvonto se: do-

claran nuevas ¥ de propia invoneidn lag sizuionbos roi-
vindlcaclones. _

1. Procoedimiento parn la preparscidén do un con-
centrado pm’cg:’.nico_quo contleone factorcs inmunoldigicos do
origon lécteo, principalmente inmumoglobulinas activas
no desna*bumligadas, carpetorizado porgue comprendo on

su realizacidn, trotar le locho dc hombras lochoras hipo—
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xinmuniza.das; en la ocual sc he sepan:gdo la cyeme y las lme
pumzas; & un procésgo de coagl.zlaoién:; con separacién de la
caseina en ol cual se filtran, se wltrafiltran y se esto-
rilizan lag protoinas del lactosuero durante la filtracidn
y finglmente gs evapora y @ seca ol producto en condiclo-
nes que no dosnaturalizan log inmunoglubulinges y consexrvan
la osterillidad. '

2. Procedimiento sogin la reivimiicacidn 1,
caracterizado poxgus la leche sometida a tratamiento es Ig
cho do vacas hiperinmmnizadas por vacungeldén y se oompone-:

- dol calostro de 1y 2 dfas degpuss del parto

- do la locho do transicidn do los 3 a 8 dfas
dospuds dol parbo .

-y do la loche do lactacidn final do los Qlti-
mos 60 dfas do la lactancia. .

3. Procedimionto sogin la reivinmdicecidn 2,
caracterizado porquo el plan de vacunaclén previo compron=
de, en 1o quo regpecta a la locho calostral y do transi-
clén, ung sorxio do administraciones sucesivas do anbtigonos
por via parontoral y local desde elrododor do 1a 8¢ somana
hagta la 28 gemana antos del pgrbo ¥y, on lo quo respectha
a la loche do fin do lactancia, una serlo do administra-
clomos sucosivas de ambigeno a partir de unos 2 1/2.moges an
tos del presumnto agotamionto do la secxocidn ldcten alter
nando la V'J".e_t paronteral, local y la via oral. N

4. Procedimionto segin la reivindicacién 3,
caracterizado porgque lo vacuna o8 a baso do ambigomnos de

Egchorichia coll resgponsgablos do gastroonteritis nconata-

los.,
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5. Procodimionto sogin la velvimiicaeldn 1,
caractorizado porquo la otapa do cosgulacién comprendida
on ol procoso 80 ofdetia por sdioidn do deido elozhfdrico
hasta pH do_alrededor de 4,6 y calonmbando hasta 408C,

6. Procodimlento sogin la roivindicacion 1,
caracterizado porque, a £in do evitar una gbturacién
subgigulonte do los filtros y ultrafiltros, la oporacidn
do doscromado provio So ofegtﬁa on dos obapas .: primoxo
on £x{o y luego on calionto, y porguo ol doscromado y
la separacidn do la casoina van acompafiadas de dosonloda-
dos intonsos.

7. Procedimiento segin la reivindicacidn 1;
caracterizado porquo la ultrafiltracidn del lactosuero so
efectua en 3 etapas : ultrafiltracidn propia, diafilira-
eldn y preconcentracidn, .

8. Procedimlento segln la yelvindleseidn 1,
caracterlzedo porque el lactosuero preconcentrado se
gomete a ung prefliltracidn seguida de wna F£iltracidn es-
téxl 1. , '

_ 9. Procedimlento segin la reivinlicacidn 1,
caracterizado poxque la evaporacion del lactosucxo pre~-
concentrado y esterilizado s¢ efectia en clrcuito corrndo
en condiciones estdriles. _

10. Procedimiento segun la reivindicacidn 1,
caracterlizado porgue el producto concentrado se sece
por congelacidén seguida de llofilizacidén y se acondiclo-
na de modo estéril. ‘

1l. Procedimiento segin 1a reirindicacién 1,

caracterizado porgus a fin do recuperar lus inmumoglow
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bulinas eliminades en 1a§ operaciones de doscremado y de
separacién de la caseina, me extraen con agua la cvema y
1o cugjada y se jﬁn‘uan lag sguas de lavado rospectivamen—
te con la leche desorenada y el lactosuexo.

12. Procedimlento para la preparacidn do un
concontrado protelnico que contiens Ffactores inmumolégi-
cos de orlgen lacteo.

Segin se doseribe y reivindica en la prosentoe
memoria degcriptiva que consta de 32 paginas foliadas y
esoritas a maquinz por ung sola de sus carss.

Hadrld; @ 4 ABR. 1978

Po Ele

&% JOSE F. NIETO
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