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Ia presente memoria.descriptiva-tiene como
fin la declaracidn del objeto sobre el que ha de recaerrel_pni
vilegio de explotacidén industrial y comereial exclusivo en el
territorio nacional, de una Patente de Imnvencidén, de acuerdo
con la vigente Legislacién sobre Propiedad In@ustriél, que &o
mo el emvnciado indica se trata de "PROCEDINIENTO DE PREPARA |
CION DE UNA DROGA BACTERIO-LACTICA". ' .

El presente invento se refiere a un proceso
para producir una droga bacterio—lébtiqa que tiene resisten_
cia contra varios antibidticos ¥y sulfa-drogas.

Recientemente, de acuerdo con el desarrollo
de los antibidticos, la quimioterapia ha venido a ser aplica
ble también a la terapie de las epidemias digestivas y :. se
muestre con efectos terapedticos sobresalientes; sin embargo,
por otra parte, el uso impropio de los'anﬁibidticos, cause
la aparicidén de bacterias disentéricas resistentes, incremen |
ta la superinfecciéﬁ y disminuye las baéterias ﬁtiles‘én el
intestino., S

' Por lo tanto, en afios recientes, el “trata_
miento de "droga bacterio-~ldcticd' iniciado por Metchinikov,
vuelve obra vez a ser aplicable g.la\terapia ¥y prevencidén de
epidemias digestivas,'taleé como la disenteria, selmonellosis |
y otras, como la superinfeccién; los efectos de este trata_
miento son ampliamente conocidos.

Sin embargo, desde que la bacteria 1ldctica,
que es usada para la convencional "droge bacterio-ldctica" es
sensible. : - a los antibidticos, hay una desventaja que la
lleva a ser terapéuticamente inefectiva cuando la convencionall
"droga bacterio-ldctica" harsido usada simultdneamente con

los antibidticos en quimioterapia.




ey

10

15

20

25

30

Uno de los objetos del presente invento es
proveer una "droge bacterio-ldctica" resistente a miltiples
drégas, que comprende.una bacteria ldctica que no pierde la
actividad cuando se - usa simlbdneamente con varias clases de
antibiéticos y sulfa~drogas.

Otro de los objetos del invento es obtener
'la bacteria ldctica que posee una amplia variedad de resisten
cia contra varias clases de antibidticos y sulfa-drogas.

Los otros objetos y efectos de dicha inven_
cién pueden ser definidos a partir de las explicaciones siguién
tes. |

Nosotros inventamos previamente el método-
de obtenc16n~de una droga que comprende una cepa de Streptocg
ccus-faecalis BlO~-SMR, la cual es una bacteria ldctica gue tig
ne resistencia a la streptomicina, como una "droga bacterio-
ldctica que posee resistencia contra los antibidticos .(Paten
te japonésa Ne 567.370). ‘

Sin embargo, desde gue hay muchas oportuni_ '
dadesren la quimioterabia reciente de que mds de dos clases.
de antibidtiéos ¥y sulfa-drogas, sean empieadas simultdneamentq,
dicha "droga bacterio-ldetica que posee resistencia contra uqa
clase especifica de antibiotico como se instruye en la mencip
nada patente japonesa, tienen desventajas por sus pobres resull
ﬁadOSzprécticos.

Hemos encontrado que los siguientes requeri
mientqs deben sexr satisfechos para obtener que la "droga bac_
terio~ldctica muesfre.un valor medicinal suficiente cuando es
usada simulténeamﬁnte con varias clases de antibidéticos y sul
fa~drogas. -

Primeremente es necesario tener la bacteria
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1ldctica en droga bacterio~-ldctica que mantiene una resisten_

cia bajo la presencia simultdnea de varias clases de antibid_
ticos y sulfa-drogas. Bsto es, que dicha bacteria ldctica deb%
ser de resistencia simultdnea a varias drogas. De acuerdo cdn
esto, es necesario seleccionar la bacteria ldctica que tenga

la caracteristica de llegar a ser resistente simultdneamente

a dos o mds diferentes clases de antibiétices, asi como evitaj
casos tales como el siguiente: cuando la bacteria  ldctica se
convierte en resistente a la streptomicina, es dificil que 1l§
gue a ser resistente contra otros antibiéticos, o. cuando.la
bacteria ldetica se hace resistente a ofros antibidticos dife]
rentes de la - streptoﬁicina, su capacidad de resistencia ante
la strepbomicina decae en cierto grado. -
Segindo, es necesario para.la bacteria léct%
ca, que tiene resistencia ante drogas, no poseer 1@ transﬁis;
bilidad de esta resistencia. Ia razdén de ello es que cuando
tal bacterio-droga 1£ctica, poseyendo transmisibilidad de re_
sistencia es dada al paciente, los gérmenes de virus y.colitis'
existentes en el intestino, se convierten todos ellos en.resi?
tentes y por lo tanto ocasionan una mala influencia sobre la

terapia del paciente.
En tercer lugar, es necesario para la bac|
teria ldectica que tiene resistencia a la droga, mostrarvuné,

resistencia estable y no poseer una dependencia ante otras dp
gas particulares, Ia razén es que, ain si la bacteria ldctica
ha obtenido resistencia contra varios tipos de antibidticos. y
sulfadrogas, pierde valor como droga si su resistencia degapg
rece fdcilmente, y la bacterie ldctica, feniendo resistencia
ante drogas particulares, tales como la streptomicina, muestra

une, dependencia a la streptomicina, y como resultado, es pro_
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cia para su crecimiento, trayendo asi la necesidad de afiadir
antibidtico, mostrando una depéndencia al medio y obligando a
la prescripcién de streptomicina al tiempo del cultivo y admi
nistracidén de tal bacteria ldctica.

Por dltimo, como cuarto punto, es necesari
para le bacterio-droge lédctica, estar en forma de droga pulve
rulenta y estable, después del cultivo de la droga bacterio-
ldctica asi que el indice del qrecimiento de la bacteria lédc_
tica en el medio del cultivo debe ser alto. Engneral, la
bacteria ldctica que llegd a ser resistente contra las drogas4
muestra'un sefialable declive de fndice de crecimiento en el
medio del culfivo, pbr 1o tanto, e necesario seleccionar la
bacteria léatica, cuyo indice de crecimiento no decline a cau]
ga de la redstencia -a la aroga.
Como resultado de nuestra investigacidn rg
lativa a le « seleccidn de la bacteria ldctica que satisfaga
los cuatro puntos anteriormente mencionados, y al méto&o de
proveer resistencia a la bacteria ldctica contra varias clases
de dofgas, hemos encontrado que la bacteria ldctica que incorp
ra- los cuatro puntos mencionados anteriormente de requerimient
y. muestra resistencia contra los siguientes antibidticos y va
rias sulfe-~drogas, puede ser derivada de los métodos anterior_
mente mencionados: dichos métodos comprenden la seleccidn de
una cepa que tenga resistencia contra las sulfa-drogas, amr_
tir del conjunto de las cepas de bacterias ldctiéas pertenecie;
te al Streptococcué faecalis y cultivando dicha cepa en cada
medio, conteniendo sucesivamente streptomicina, (de aqui en g
delante abreviado como en SM) cloranfenicol (CM), tetraciclin

TC¢, eritromicina (EM), y aminobenzoil-penicilina (ABPC) res_

prensa a requerir streptomicina como una indispensable substah

| (&)

|
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pectivamente, de tal manera que dicha cepa es repetidamente
cultivada en cada medio conteniendo los antibidéticos mencion%
dos anteriormente en el orden SM, CM, TC, EM, ABCP, usando
"método de fabrimcidn de drbga en placa de agar gradual y téc
nica de transferencia repetida en presencia de concentracion;L
gubinhibidoras, de un antibidético," en combinacién de ella,
para proveer la resistencia contra estas drogas para las cepafg;
de acuerdo con tal método, dicha cepa viene a obtener resis_
tencia contra Kanamicina, fradiomicina, Oleendomicina, Gentami
¢ina, Spiramicina, Bicilina, Sincilina,AOracilina, Stafgiliﬁa
V, Hetocilina, §, Stafcilina A y Natacilina, junto con SH, on
TC, EM, y ABPC. ‘

La cepa madre, que es -empleada de‘aquerdb
con el invento para la derivacidn de la bacteria ldectica que
tiene resistencia contra varios tipos de antibidticos y sulﬂ#
drogas, es una bacteria resistente a la‘sﬁlfa—droga be;?enqﬁ
ciente al Strptococcus faecalis, como se menciona ;nterio;mgg%
te, y es desigsnada por cepa BIO (Patente japonesa N2 67,370)}

El método para permitir que dicha cepa BIO
llegue a ser resistente a las anteriores clases de antibiéti_]
cos, comprende los pasos de: ' ) o

a.- Cultivando por el "métqdo_de-lés &etasP,
dicha cepa en un medio de lactosa, carbonato calcio prgc;pi:
tado y agar (en adelante se designafé como Ca la) cqnteniend6
SM por 72 horas a 372 C. de temperatursa, por medio'de} "métodp
de fabrimcidén de droga en placa de agar gradual". | |

e

b.~ Seleccionando varias colonias crecidas

que crecen por encima del plato, e inoculendo cade una de di_

chas colonias al medio Ca La , conteniendo mds alta concentra
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cién de CM para su cultivo por el "método de las vetas".

c.~ Cultivando por sucesivas transfemcias
dicho cultivo, mds de 16 ¢ 17 veces, por el método de "tecni

ca de transferencia repetida en presencia de concentracidn su

) L=3

inhibidora de wn antibidtico (SM)".

De acuerdo con dicho método, se puede obtener
lla cepa BIO, poseyendo alta resistencia contra SM.

Siguiendo de la misme manera, se llevan a cg
bo repetidamente los cultivos de transferencias sucesivas pa
ra CM, TC, EM, ABPC, empleando "método de fabricacidn de dro
ge en placa de agar .. gradual "y" técnica de transferencia ref:
petida en presencia de concentraciones subinhibidoras de un
antibiético", entonces se puede obtener la bacteria ldctica cpn
miltiple resistencia a las drogas, para ser usada, en el asun ‘
to del invento. Hemos designado dicha bacteria ldctica como .
cepa BIO- 4R. Esta cepa ha sido depositada en la agencia de
"Uiencia Industfial-y Tecnologia, Instituto de Investigacién.
de Fermentos" que es la  institucién autorizada para el depdsi

to de bacterias de Japén con el nimero 184. Llevando a cabo

el cultivo de_éucesivas transferencias, 30 6 40 transferencia
de cultivos son aplicadas en caso de que sea CM,40 a 50 con T¢,
cerda de 16 & 17 con EM, y de 20 a 30 con ABPC; entonces se o
tiene la bacteria que es albtamente resistente contra cada droga.
Bl grado de resistencia de la bacteria ldgc
tica de la ceﬁa BIOJ‘4R contra las miltiples drogas arriba me¥
cionadas se muestrs a continuacidén basadas en el grado de su
cépa medre, (BIO){
My v o v ¢ v ¢ o . « . mds que 2000 veces
OMe v v v v 0 o oo 1000 wveces

B (0 100 wveces




10

15

20

25

30

B ... ..
KM ¢« o e o 0

ABRC. . . . .
Oleandomicina
Livomicina. .
Leucomicina .
Peniciling GK

Cefaloridina.

Spiramicina .
Bicilina Ve2

Sinecilina . .

Stafcilina .
Stafcilina V
Metocilina S
gtafeilina A

F . . L2 B ) 3

'Gentamicina .« .

Oracilina . . .

Natacilina., . . .

.

tra varias clases de drogas, es
Extracto de carne.
Peptona. « . « . .

Sal (CL Na). . e

También muestra.el

grado de mds de .200, ve.

proveer resistencia a la bacteria ldctica

preparado

Toctos8. « « o o o

Extracto de levadura

*

500 veces
R
100
3 n
1B
10 .A"

AN A

. mas que 60 n

20 n
20, m
o
250.
32, o
32 0w .

. 160

. M8 que 5. ®

. mad que 5

=0

. mas que 32 "

. mas que 5. "

. 320 "

ces de la cepa del Staphylococcus.209 P, ante S.A.;. .
El medio de droga de.placa de.agar gradual
(medio CA-IA) que es empleado Léﬁnvel presente invento. para |

de la cepa BIO, .con

como sigue:- :

oo oeee10 8

.

v
[

. 10'g..
‘ . 2 g. .
L] 20 g. .

. 20.ml

"
L B
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Carbonato cdleido precipitado » . « . .« + « .«

Agar- . . . LI T ) . e . . » a . . . . . +» = e 14' g-

—

Ia mezcla de los citados componentes se disue

ven en 1000 ml de agua destilada; 10ml. de dicho liquido es

Ul

esterilizado y vertido en un Petri-Schale esterilizado despué
de regular el PH; el liquido vertido es solidificado en un
.gradiente aproximado de 102 y puesto horizontalmente después
de ser solidificado y 10 ml. del mencionado liquido, junto cop
la bebida concentracidén de dicha droga es vertido sobre dicho
‘medio solidificado para solidificarse laminarmente.

En medio de placa de agar  gradual asi pre
parado puede ser usado ventajdsamente como . medio de cultivo
para proveér resistencia contra verios tipos de antibidticos.
Ia cepa BIO- 4R de la bacteria ldctica que ha sido provista
con resistencia en tal medio mediante el anterior método
por el orden de SM, CM, IC, EM, ABPC, es entonces inoculads
a una pequefia cantidad de leche en bofella el total de lo cual
es 10 + 15, y es cultivado por un largo tiempo a la temperatu
ra de 379_0.._
' | E1l cultivo de leche solidificante es enton_
ces seleccionado en estos cultivos y es otra vez inoculado en
un nuevo medio de leche para culfivarlo. En sucesivas transfe
rencias de este cultivo por mds de 10 veces es seleccionada
la cepa que tenga gran capacidad de crecimiento en medio ldc_
tico. Por medio de tales sucesivas transferencias de cultivo,
1a cepa que ha mostrado solamente un 50 + 60% de indice de crg |
cimiento en el primer cultivo de leche, muestra finalmente 10&&
y el periodo de solidificacidén de leche viene a ser también
regularmente de 2 + 3 dias . La cepa BIO- 4 R de la bacteria

ldetica obtenida de esta manera facilumente crece en medio ldg
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- trade oralmente cada dfs a un ratdén no pudo observarsé_en el

388020
tico cuando cultivada en el medio cuyo princiﬁal_ingrediente
es leche despatada deshidratada y por lo tanto pﬁde gser facil
mente pulverizado por spray deshidratanfe. |

La técnica para spfay deshidratante en cultf
vo de bacteria-l4ctica para preparar une droga bacterio-ldetil
ca estalle y pulverulenta es descrito en la patente japonesa

502.315.

]
[{e]

- Se pulveriza por el spray deshidratador el

cultivo que ha sido preparado cultivath'la mencionada, cepa d

W

bacteria ldctica, con miltiple resistencia a la droga, en el
medio conteniendo alla concentracién de leche desnatada..
Normalmenhte se afiade un excipiente al polvo
asi obtenido para formar una droga bacterio-ldctica. - ‘
Hemos llevado .a cabo-el siguiente examén pgr
ra conflrmar la miltiple resistencia -y el efecto de la droga
bacterio-l4ctica obtenida de acuerdo con este invento.

Cuando esta droga Jjunto con SM, fué'sumini%

estiercol un aumento anormal de bacterias del tipo de levady
ra; en cambio, cuando solamente fué suministrado SM a un ratéh
se incrementd marcadamente en el estiercol la.presencia,dé
bacterias de tipo fermento.

. Cuando un ratén al que se habia suministn%
do oralmente SM y EM fué atacado por la cepa N2 11 de la sal
monella enteritidis, la mortandad de ellos subié al 80 - 100%
sin embargo cvando la droga bacterio-ldctica compuesta por BI
-4R de acuerdo con el presente invento, fué suministrada-al -
mismo tiempo o antes que la administfacién de SM y EM, la moxr
tandad bajo un 50% | |

Es decir, puede reconocerse que la doga .
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".| normel incremento de fermento (fénomeno de superinfeccién) y

t0; sin embargo hay que entender que el propdésito del siguien

~ |preparado como ya se ha descrito y al que se le ha afiadido SM;

- 33;@26

bacterio-ldctica, de acuerdo con el presente invento tiene

resistencia ante el SM, y EM y al mismo tiempo controla el g

posee una accidén de depresién contra las infecciones de salmp
nelle enteritidis.

Lo siguiente -es la realizacién de este invey

e

te ejemplo es explicar em que consiste el invento y -~ no limi
tar su alcance.
Ejemplo: Una Bio-g¢epa : del Streptococcus

faecalis, fué inoculada a un medio de placa de agar gradual

dicha cepa fué cultivada por el "método de las vetas" durante

72 horas, a la temperatura de 37¢ C, por medio del "método de
fabricacién de droga en placa de agar gradual"; después del
cultivo, la colonia que ha crecido en la porcién donde la con
centracién de SM es la mds alta, es seleccionada entre las co
lonias crecidas en el plato, y dicha colonia es sometida repeti
damente a un cultivo de transferencié usando el mismo tipo de
medio. Después que dicho cultivo sucesivo de transferencia ha
gido aplicado 16 veces, se obiiene la bacteria ldctica con al
te resistencia contra §.M.

En segundo lugar, esta bacteria ldctica coh
resistencia a SM, fué sometida a un cultivo suesivo de trans_
fgrencia por 30 veces sucesivamente de la misma manera como h;
mos hecho antes usando -el medio adicionado con CM; entonces se
obtiene la bacterié ldctica con resistencia ante la SM, OM.

En tercer lugar, esta bacteria ldctica te

niendo resistencia a SM, CM, fué sometida durante 40 veces con

tecutivas a un cultivo de transferencia y usando ahora un medi

fiadido de TC , obteniendose una bacteria ldetica con resisten
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En cuarto lugar, esta bacteria ldctica quﬂ

cia a SM, CM, y TC.

tiene resistencia a SM, CM y TC, se somete por 16 veces a un
cultivo sucesivo de transferencia con un medio de BM y se obp
tiene una bacteria ldctica reistente ante el SM, CM, TC y EM.
Finalmente esta bacteria ldctica teniendo resistencia a -8H,
CM, TG y EM, se somete ahora a un medio de ABPC, del que se |
obtiene la bacteria ldctica (BIO-4R) con resistencia no sols_|
mente contra SM, CM, TC, EM y ABPC sino también contra las va|
riedades de antibidticos mencionados anteriormente y contra
las sulfa-drogas.

Se ha confirmado que el grado de resistencip
a las ya mencionadas drogas se alcanza por la aplicacidn dé
cultivos sucesivos de transferencia con 16 + 17 veces en el
caso SM; 30 + 40 veces en el caso CM; 40 + 50 veces en el
caso de TC; 16 + 17 veces en el caso de EM y de 20 + 30 veces
en el caso de ABPC."

Ta cepa BIO-4R de la bhacteria léctida que
tiene una resistencia miltiple a la droga, obtenida de acuerd%
con el método mencionado anteriormente fié inoculada enbonces
al medio ldctico (cerca del 15 ml.) el cual ha sido preparado
mezclando SH 2.000 ¥ml (ug), OM 15%ml, TC 10 ¥ml, EM 100
q?ml, y ABPC 20 7/ml; de alli fue seleccionads la cepe con mg
yor capacidad de solidificax leche. Dichs cepa seleccionada
fué repetidamente sometida a tal procedimiento por 10+ 15 vecgs
para obtener una cepa con capacidad actlva de solidificer le_
che, es decir, gran capacidad de crecimiento en medio de lechs
Entonees la cepe asi obtenida fué cultivada en un medio contg
niendo aproximademente 18% la leche desnatada durante 96 horaﬁ,

y después de que la bacteria ldctica . ha creddo suficientemen_
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te, el cultivo fué pulverizado-por'medio de un spray deshidra

t

tante instantdneo a la temperatura de 70 a 1002 C. Después de
la pulveriz#cién se puede mezclar un excipiente de varios ti_
pos de encimas, vitaminas y especles tal como haga falbta para
‘la preparacién pulverizada anterior.

" Descrita suficientemente la naturaleza del
presente invento asi como su realizacidén industrial, sélo ca_
be afiadir que en su conjupto y par%es constitutivas es posibl
introducir cambios de forma, materia y disposicidn en cuanto
tales alteraciones no disvirtuen su fundamento.

El solicitante, al amparo de los Convenios
Internscionales sobre Propiedad Industrial, se reserva el de_
recho de extender esta demanda a los paises extranjeros, si
fuera posible, reivindicendo la misma prioridad de la presen_
‘te- solicitud. - |
| NOTA

Igualmente el solicitante se reserva el de_
recho de introducir én la presente invencién cuantos perfeccig
namientos . se deriven de la misma mediante la solicitud de
os correspondientes Certificados de Adicidén en la forma sefia
lada por la Ley.

La Patente de Invencién que se solicita por
veinte afios para Espafia de acuerdo con la vigente Legislacién
sobre Propiedad Industrial, deberd recaer sobre "PROCEDIMIENT(
DE PREPARACION DE UNA DROGA BACTERIO-LACTICA", en todo de a_
cﬁerdo con las sigulenes:

REIVINDIGAQGIONES

18,~ Procedimiento de preparacién de una drg

ga bacterio=ldctica, caracterizado porque comprende fabricar

a partir de una cepa de Streptococcus faecalis resistente a
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las sulfa-drogas, una becteria con resistencia contra varias
cleses de antibiéticos y sulfa-drogas aplicando el "método de
fabrimcién de drogs en placa de agar graddal“; y "téenica de
transferencia repetida en presencia de concentraciones subin
hibidoras de un antibidtico", en el orden de Streptomicina,
Cloranfenicol, Tetraciclina, Eritromicine y Aminobencilo-peni
cilina; a continuacién se somete dicha cepa a un cultivo sucg
sivo de transferencia en medio ldctico conteniendo las mencig
nadas cinco clasSes de drogas para estabilizar su capacidad
de crecimiento en medio 14ctico y enbtonces, después del culti
vo de la cepa en un medio de leche desnatada, se pulveriza ‘el
cultivo por medio de un pulverizador-deshidratador.

2.8~ Procedimiento de preparacién deaun#
droga bacterio-ldctica, de acuerdo con la anterior reivindica
cibén, caracterizado porque los cultivos sucesivos de transfe_
rencia se ejecutan dieciseis a diecisiete veces para proveer
resistencia contra la Streptomicina.

3. 2= Procedimiento.de preparacién dé'dna”f.f
droga bacterio-ldctica, de acuerdo con las anteriores reivin
dicaciones, caracterizado porque los cultivos sucesivos de .
transferencia son efectuados treinta a cuarente veces para pn%
veer resistencia contra el Cloranfenicol.

4.8~ Procedimiento de preparacién de una
droge bacterio-ldctica, de acuerdo con las anteriores reivin_.
dicaciones, caracterizado pdrqué lbs'cultivdsssucesivos‘de“u
transferencia son efecutados cuarenta a cincuenta veces para
proveer resistencia contra la Petraciclina........ ,

5.2« Procedimiento de preparacién de una .
droga bacterio-ldctica, de acuerdo con las—amieriores;rérmnx__

dicaciones, caracterizado porque los cultivos sucesivos de-
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transferencia son efectuados veinte a treinta veces para pro_|

. DROGA BACTERIO-LACTICA".

. presente memoria descripiiva que consta de quince hojas meca |

Dt

transferencia son efectusdos dieciseis a diecisiete veces pa |
ra proveer resistencia contra la Eritromicina.

6% .~ Procedimiento de preparacidn de una
droga bacterio;léctica, de acuerdo con las anteriores reivin

dicaciones, caracterizado porque los cultivos sucesivos de

veer resistencia contra la Aminobencilo-Penicilina.

7%.~ Procedimiento de preparacidén de una
droga bvacterio-ldctica, de acuerdo con las anteriores reiviﬁ;
dicaciones, caracterizado porque los cultivos sucesivos de
tramferencia son efectuados diez a quince veceé en medio ldg
tico.

82.. "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE UNA
Segin queda sustancialmente descrito en 1g

nografiadas por una. sola cara.

Medrid, G FEB, 1971

1 Agente Oficial
g«sﬁ FERNANBEZ LOAYSH, PIRZON
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