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MEMORTIA DESCRIPTIVA

correspon@iente a la solicitud'&g une

- PATENTE DE INVENCION

Solicitantet MAR-PHA SOCIETE D’ ETUDES 'ET D’EXPLOITATION

DE MARQUES =2
~ Residencia: - 7, e, Bliscornet , 75-PARIS 12e, FRANCIA.

Enunciado: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE
UN FERMENTO LACTICO ANTIBIORESISTENTE"

PRIORIDAD: de la sollcitud de patente francess NQ.
77,047 del 20 de septiembre de 1966.
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El presente invento tiene por objeto un procedimien
t0 para la preparacidén de un nuevo fermento lactico anti-
bioresistente, Wtil en particular .para mantener o resta-
blecer el equilibrio biogquimico de la flove inbestinal
durante los tratamientos con antibioticos ¥y andlogos.

Ta utilizacidn de los antibioticos de espectro anw
tibacteriano ancho es cade vez mds extenso, pero no pue-
de hacer olvidar el peligro que represéntan para la flo-
re intestinal sapréfita,

'ia destruceién de esa flora conduce, como se sdbe,
a una carencia vitaminica "B" a la multiplicacion de los *
gérmenes patdégenos sobre los cuales los antibidticos no
tienen accidén (tales como piocidnicos, ciertas especies
de'proteos y de estafilococo, candida albicans).y a una
diarrea coleriforms de prondstico extremadamente serio.

Para evitar este peligro es posible administrar
fermentos ldcticos en ddsis fuertes. |

Hasta la fecha se ha utilizado a esté efecto fer-
mentos ldcticos constituidos por bacilos lacticos acido=-
filos vivos q muertos separados de su medio de cultivo
y secados o 1iofilizados.

Sin e@bargo se ha descubierto, segun el presente
invento,'que los extractos secos de cultivos enteros de
bacilos ldcticos tienen una actividad muy superior d la
de los fermentos ldcticos a base de bacilos ldcticos pu-
ros, secados 0o 1iofiliéados. '

El presente invento tiene entonces ﬁor objeto un
procgdimiento de preparacidén de un nuevo fermento ldcti-
co antibioresistente, constituido por un exiracto seco |

de cultivo entero de bacilos ldcticos hntibioreaistentes
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Un extracto de este tipo contiene un lisato de ba~

cilos ldcticos asociado con productos de metabolismo de
dichos bacilos y con factores de crecimiento,

Los bacilos ldcticos utilizables segin el invento,
comprenden notablemente los siguientes: o
lactobacillus acidophilus
gtreptococcus lactis
labtobacil;us bulgaricus A
bacillus bifidus
bacillus thermophilus
bacillus subtilis y andlogos.

Estos bacilos pueden utilizarse solos o en mezcla.

Segin un modo de realizacidén preferido, el nuevo
fermento ldctico estd constituido por un extracto seco
de cultivo entero de una mezcla de bacilos ldcticos cul
tivados antibioresistentes: ' lactobacillus acidophilus
Streptococcus lactis y Lactobacillus.bulgarious.

El presente invento tiene pueé por objeto, un pro-
cedimiento para la preparacién de un fermento ldctico
de este tipo. Segin este prooedimiento, se parte de un

medio de cultivo que contiene esencialmente por una par-

te protidas, y mds particularmente polipeptidas y dcidos

aminos esenciales (tales como extracto de higade, pep-
tonas, etc.) por otra parté, profactores de vitaminas
del grupo B (por ejemplo extracto de higado...) y azi-
cares (por ejemplo lactosa, etc, ...)

' Se siembra un medio de este tipo con ayuda de un
cultivo de inseminacidn detacllo ldectico y se le culti-
va a contlnuaclén en aerobla a una temperatura de 28°

a 409 c aproximadamente durante un lapso de tlempo de
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48 horas a una semana aproximadamente.

Se detiene el cultivo en cuanto la concentracidn
en gérmenes alcanza un valor aproximado a 10,57 gérmenes
por,mll.- ' |

Se mata entonces & los bacilos y a partir del cul-
tivo entero se preparan extractos secos por liofiliza-
cién o por desecacién,

Se ilustraré.el invento en lo que 'sigue por un
ejemplo no limitativo de preparacidén del nuevo fermento
léctico segin el invento. .

EJEMPLO
'Selprepara un caldo de cultivo que tlene la siguien

te composicidn por litro:

- Extracto de higado ...e... 5 gramos
- Lactosa coaao’dovooooooocoo 4 gramos
-Pep'tona e -0060svvrecocnr’ 2gramos

- Agua g.S.Dp. .............' 1.000 ml.
_ Se introduce un litro de este 6aido en cada uno de
los tres frascos de cultivo de una capacidad de 1,5 litroé;
El contenido de cada ffasco estd esterilizado con

autoclave a 1202 ¢ durante media hora e inseminado por

5 ml. de un cultivo sobre leche de 24 horas de uno de los

miproorganismos siguientes respectivamente:

- lactobacillus acidophilus

- lactobacillus bulgarious

- streptoqoccus lactis - ' '
Los érascoé después de su inseminacién estén mante-

nidos en auﬁgg}ave 8 las siguientes temperaturas:

- bacillus aoidoPhilus ' - : 37°C

- lactobacillus bulgaricus 409C
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-~ streptococcus lactis ’ 289¢C

Después de un tiempé del orden de 48 horas a una
semans, en cuanto la concentracidn alcanza 10,57 gérme—

nes poriml. aproximadamente, se sacan los cultivos del

"autoclave, se reunen y se neutralizan hasta un pH de 6,5

por adicidn de una solucidn de NeOH, N, y concentradag
bajo presién reducida (20 ems. de merqurio) vy baja tem~
peratura (inferior a 302 C) hasta conseguir una consis~
tencia de jarabe. '

La desecacidén del liquido en forma de jarabe se ter
miﬁa a continuaciép por concentracidén bajo vacio en un
armario de bandejas de baja temperatura (inferior a 302C)

- Se obtiene para el conjunto derlos tres frascos
de cultivo, 25 gramos de extracto seco amarillento que
contiene 10L0 gérmenes por gramo . aproximadamente y me-
nos de 5% de humedad,

En el medio de cultivo descrito mds arriba, se pue
de sustituir 4 gramos de lactosa por 40 gramos de polvo
de leche seca y'se puede utilizar igualmente uno solo.
de los tres bacilos lacticos precitados en lugar de la
mezcla de los tres.

En el ejemplo anterior, en lugar de proceder a la
desecéqién del cultivo entero para preparar el extracto
seco, se puede tambien reéurrir a la téenica de liofili~
zacidén, pero preferentemente con lisa previa coh vista
a mataf,a lag bacterias y a estabil;zar el extracto se-
co final;: |

En.lgfgue sigue se ilustrard mediante pruebas so-
bre animaleé;la sﬁperioridad del nuevo fermento ldctico

respecto a los fermentos ldcticos cldsicosa base de ba-
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cilos lédcticos solos, vivos o matados.

Estas pruebas han sido realizadas todas sobre jo-

venes ratas machos albinos Wistar repaertidos en distin~

tos lotes ocomo sigue:

19)

29)

39)

5¢)

62)

un lote 'testigo sin tratar (4);

un lote testigo sometido & un tratamiento de oxite-
tracicline diario oral de 5 mg. por-cada 100 grs.
de peso del cuerpo (B);

un lote que ha recibldo a la vesz cén 6xitetracicli-
na uns igual cantidad de extracto seco de cultivo
de bacilos ldcticos segin el invento (C);

un lote que ha recibido ademds de le oxitetracicli-
na bacilos lécticos vivos separados de su medio de
cultivo en cantidad igual a los obtenidos en el ex:
tracto ségﬁn el invento (D); '

un lote que ha recibido'ademés de la oxitetracicli-
n;,.unos bacilos ldcticos matados (E);.

un lote que ha recibido ademds de la oxitetracicli-
na, .un extracto seco del medio de cultivo segin

el invento sin sembrar (F).

En cada uno de los experimentos, cada lote era

constituido por 10 animales, pero se ha repetido cada

experimento cinco veces,.por 1o menos.

_ Los confroles de los efectos ejercitados sobre

esos lotes han sido:

la curva de peso de los enimales;

el miméro de deposiclones y su hidratacidn segin. la
técnica de Stern y Cahen (Arch. Int. Pharmacodyn.
1956 OVIT~2P. 178);

el estudio bacterioldéico de las deposiciones.
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Loé resultados obtenidos estdn ilustrados en las

"

figuras 1, 2 y 3 del dibujo adjunto. Al observer dichas
figuraé, se’ puede notar lo siguiente: ' ‘

a) - Segin la figura 1, (que da las curvas de pe—
so de 1os animales en gramos en funcidn del tie@pd conta
do en dias) la ocurwa de crecimiento dezlos animales que
han recibvido a la vez con la oxitetraciclina extracto se
co de cultivo de bacilos ldcticos segin el invento (cur-
va Cl), no presenta diferencias significativas respecto
a la de los animéles testigos que no han recibido ningin
tratamiento (curva Al) mientras que la administracién de
oxitetraciclina sola (curva Bl) ha producido una.reduc-
cidén de la curva de crecimiento fal,que al cabo de 30
dfas, el peso medio de estﬁs aniﬁales era sensiblemente
el 62,5% del peso de los testigos no tratados.

Referente a las curvas de crecimiento de los ani-~
males que han recibido ademds de la qxitetraciclina ba-
cilos vivos (curva D1) o.bacilos matados (curva El) o
un extracto del medio de ocultivo virgen (curva F1) aun-
que se situaran a un nivel superior a las de los anima~
les tratados por oxitetraciclina sola, quedaban sin em-
bargo muy inferiores a la de log animales no tratados.

Los pesos medios después de 30 dias, han sido res
pecto al peso de los animales testigos no tratados, del
78% para el lote que habia recibido bacilos vivos, del
75% para el lote que habia recibido bacilos matados y
del 68% para el lote al cual se habia administrado medio -
de cultivo virgen. '

b) "= Cada 5 dfas y durante 24 horas, se procedid

al recuento de las deposiciones de cada lote de animales,



10

15

20

25

30

Ia figura 2 dd el mimero de deposiciones durante 24 ho-=
ras en funcidn éel tiempo en dias. Para los animéles
%estigos gque no habian recibido ningin tratemiento, el -
mimero de deposiciones ha variado entre 10 y 15 y no ha .
sufrido aumento en el curso del expe?imento (curva A2).

Al contrario el nimero de deposiciones dg los lo-
tes'éue habian recibido oxitetraciclina sqla (curva B2)
o completada por bacilos vivos (curva D2) o por bacilos
metados (curva E2) o por medio de cultivo virgen (cur-
va F2), aumentd bastante regularmente durante el expe-
rimento para cada uno de dichos cuatro lotes: su nime
ro, que,era de 10 a 15 en el comienzo, llegb a ser de
26 a 27 al final del experimento.

La adicidn de extraéto secé.de cultivos de baci-
los ldeticos seguin el invento, ha reducido corsiderable-
nente el aumento del nvmero Qe deposiciones puesto que
al final del experimento no habia mds que.1l8 deposicio-
nes (éurva 02). '

'La hidratacién de las materias ha sido determina-
da midiendo el didmetro de la impresidn de humedad dejada
por éstas sobre un papel filtro dispuesto sobre la ban~
deja inferior de las jaulas, conteniendo cada una de és-
tas tan solo dos animales segin la téenica de Stern y
Cahen. La figura 3 indica el didmetro medio en centi-
metros de la impresidén himeda de 1askdeposiéiones sobre
el papel filtro en funcidn del tiempo en dias.

Mientrés las materigs fecales de 1los testigos no.
tratados, no dejan ninguna impresién (curva A3), las de

los animales due han recibido tan solo oxitetraciclina

"‘(curva B3) daban impresiones a partir de los dias 10 y
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11 aumentando progresivamente hasta alcanzar una media
de 2,3 cms. de didmetro los dias 30 y 31.

El proceso es el ﬁismo, pero en menor grado, para
los lotes que han recibido adgmés de la oxitetraciclina,
bien bacilos matados (curva E3) bien bacilos vivos (cur-
va D3) o bien medio de cultivo no sembrado (curva F3);
la media del éiémetro de las impresiones era de 1,1 cms.
i,2 ems., ¥y 1,3 cms respectivamente para dichos tres lo-
tes, ‘

Respecto al lote al cual se administré conjunta~

mente con oxitetraciclina extracto seco de cultivo de baci

los ldcticos segin el invento, las impresiones han sido
mucho menos importantes: aparicidn los dias 15 y 16 de
una.ligera impresidn'(Q,l cm. de diémetro) con estabili
zacién los dias 30 y 31 a 0,2 cm. de diametro.

¢) - ILa reimplantacién de las deposiciones se Trea
1izé 48 horas después del Tinal del tratamiento y de ma-
néra relativamente importante en los animales tratados
con los QX¢réctos secos de cultivo de bacilos 1ldcticos
segin el invento: lar flora era constituida en mayox
parte por bacilos coli y bacilos ldcticos acidéfilos
(flbra'norm;l); mientras que en todos los demds lotes
aparecid, 48 horas después del final del tratamiento,
tan s0l¢o una flora muy pobre constituida principalmen-
te por cocecl gram bositivos (estafilodocos, sarcinas,
enterococos) o flora anormal.

Segin los resulﬁados de dichos experimentos se
puede concluir que la adicidn de extractos secos de cul
tivos enteros de bacilos ldcticos segin el invento a un

tratamiento severo a base de oxitetraciclina, mantiene
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una curva de crecimiento normal, reduce el miémero de depo~-
gsiciones y su‘hidratacidn \'g bermite un resembrado rdpido
con una flora sapréfita normal; cuyos efectos no pueden
obtenerse de manera tan completa mediante la administre-

cién, bien de bacilos ldcticos vivos, bien de bacilos ldge

" ticos matados, o bien del medio de cultivo virgen.

Los efectos favorables del tratamiento de los ex-
tractos secos de cultivos enteros de bacilos lédcticos,
no pue@en por consiguiente explicarse sino por una apor-
tacién nutritiva que favorece selectivamente el resembra
do no solemente de los bacilos ldcticos, sino también,
tal y como lo demuestran esgtos experimentos, de otros
gérmenes - sapréfitos normalgs,taies como el bacilo coli.

~ Sin embargo ni las célulaé miecrobianas, ni el me-
dio de cultivo no sembrado solo, bastan’pafa provocar
una buena peimplantacién; a este efecto hace falia uti-
lizar el cultivo entero; conviene pﬁés que ademds de los
constituyentes quimicos de Jas ¢élulas microbianas y dé
las del medio de cultivo, estén presentes ciertos pro- -
ductos del metabolismo microbiand que difunden en el
medio de cwltivo. |

Es pués importante, para evitar los inconvenien-
te; de la antibioterapia, mantener condiciones, en el
medio intestinal, tales que no solamente no se produzca
carencia de aportacién de ciertos elementos (vitaninas.
del grupo B en particular), normalmente provistos por
las bacterias sapréfitas, sino también que estas bacte-
rias norméles del intestino, y ellés solag, puedan reim
plantafse espontdnea y rdpidamente en cuanto finaliza

el tratamiento antibidtico.

o
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Estas_dos condiciones han demostrado ser cumplidas
satisfactoriamente con extractos secos de cultivos ente~
ros de Bacilos 1dcticos segin el invento. -

El nuevo fermento ldctico puede présentarse bajo
forma seca apropiada para administracidn por via oral
tal como polvos, grenulados, comprimidos, gélulas y and-
logos, 0 bajo una forma diluiﬁie para suspensiones ex-
tempordneas, bien so0lo, bien con ventéjas én asociacidn
con uno o varios anbtibidticos de espectro ancho activos
por via oral tales como tetraciclinas y derivados, terra
micine, cloremfenicol, etc. ..., O con una sulfamida tal
como la sulfaguanidina, etc. ...

~ la dbsis diarie de fermento lictico segin el inven
to, es de 0,5 a 3 gramos aproximadamente.

EJEMPLOS de FORMULACIONES pars GOMPRIMIDOS para
suministrar a razén de 1 a 6 por cada 24 horas.,

( Tetracielina L 0,250 g.
I ) Termento ldetico segdn ol invento 0,500 g.

"( Exeipiente q.s. para un comprimido

( oxitetraciclina 0,250 g,
II ) Fermento ldctico segin el invento 0,500 g.
( Excipiente q.s. para-un comprimido
( Cloramfenicol 0,250 g.
III ) Permento ldctico segin el invento 0,500 g.
( Excipiente'q.s: para un comprimido
( Bl cloramfenicol ya no produce estrefiimiento

cuando estd asociado con el fermento ldctico segun el

invento).
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( sulfaguanidina 0,5 g.

IV ) PFermento ldctico segin el invento 0,5 g.
( Excipiente gq.s. para un comprimido .
(Ei fermento ldectico segﬁh el invento asegura ade- -
méé una reimplantacidén muy rdpida de la flora normal).
| En resumen la Patente de Invencidn que'se solioi-'
ta deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

'l. Un procedimiento para la preparaoién'de un fer-
mento ldetico antibioresistente, caracterizado por

que se parte de un medio de cultivo que contiene eégn—
cialmente por una parte unos prétidés, ¥y mds particular-
mente polieptidos y écidos.aminados ésenciales, y pdr
otra parte, profactores de vitaminas del grupo B y azicz
res, se siembra un medio de esfe tipo con ayuda de un -
cultivo de sembrado de bacilo antibioresistente, se le |
cultiva a continuacidn en aerobia a una temperatura de
282 a 402 C aproximadaﬁente durante 48 horas a e sema-
na gproximadamente, se para el cultivo en cuanto la con-

centracién en gérmenes ha llegado a un valor prdéximo a

410;57 gérmenes por ml.,se mata a los bacilos y se pone
o .
el cultivo entero obtenido en forma de extracto seco

" por desecacién o liofilizacién.

2. TUn procedimiento segin la reivindicacién 1, carac
terizado ﬁorque el bacilo ldctico es el lactoba-
cillus acidophilus y/o el Streptococcus laqtis y/o el
lactobacillus bulgaricus. )



10

15 -

20

25

30

5. Se reivindica por Wltimo coQo objeto sobre el
.. que ha de recaer la Patente de Invencién que se
solicita: "UN PBOCEDiMIENTO PARA LA PREPARACION DE Uﬁ FER~-
MENTO LACTICO ANTIBIORESISTENTE",
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-
sente Memoria descriptiva que consté de trece péginas_meca-

nografisdas y dibujos adjuntos.

‘Madrid, 18 septigmbre 1.957

BERNARDO UNGRIA
DD

o e et e
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