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Creacién de resistencia a los antibiéticos en los
fermentos lacticos del Yoghourt y Bioyoghourt, en
la preparacién de leches acidas medicamentosas

Por Félix Rejas Garcin

A las leches agrias, originarias en su mayor parte de los pueblos
orientales, se les han atribuide numerosas propiedades beneficiosas, sig-
nificandolas incluso, la longevidad caracteristica de algunos pueblos cau-
casicos amplios consmidores de las mismas.

Entre las cualidades més importantes de estas leches fermentadas
se sefinlan, su amplia digestibilidad, su capacidad anlipitrida y estimu-
lante para el aparalo digeslivo a causa de su riqueza en acido lactico, ¥y
la adaptabilidad de su flora a los diferentes segmentos del tubo digestivo,

Esta dltima caracleristica s quizd la mds interesante desde el pun-
to de vista biolégico, ya que al adaplarse y desarrollarse los fermentos
licticos en el wubo digestivo, especialmente en el colon, actiiap como hac-
lerias simbiéticas con el resto de la flora normal del mismo, inhibiendo
el crecimiento de los organismos extrafios, y elaborando vitaminas del
complejo B,

Sin embargo pueden aceptarse a partic de los clasicos trabajos de
MEecunKoFF, Moro, RETTGER, ORLA-JENSEN, HENNEBERG, VIRTANEN,
TARNANEN, etc., y los mds modernos de MaINZER, CARRAZ, MouLix, elc.,
que solamente los lactobacilos bifidus y acidophilus presentan caracte.
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risticns netamonle fecales, tolerando ¢! ambiente del intestino grueso,
mientras que es dudoso que el Lact. bulgaricus y el reslo de la flora lbe-
lica de las leches agrias pueda adapiarse a las condiciones climdlicas del
intestine, incluso del intestino delgado.

A la vista de estos conocimientos es légico pensar que el presti-
gio de las leches agrias clasicas como produclos terapéualicos, regenera-
dores de la flora lictica intestinal, hayan sufrido un crudo golpe, y que
como consecuencia la investigacion se centrara en la preparacién de le-
ches fermentadas medicamentosas con el Lact, acidophilus. Surgié en pri-
mer lugar en Estados Unidos la leche acidéfila, sin embargo, y a causa
de su consistencia defectuosa y especialmente por el sabor y aroma anor-
males y totalmente diferentes al del yoghourt, su utilizacién en la alimen-
¢ion fue escaso. Mas tarde y tras una seric de intenlos desafortunados
para crear una leche agria con el Lact. acidophilus en cultive simbidlico
con Strep. lactis o thermophilus, DeEMeTER y KUNDRAT, en 1955, logra-
ron por una simbiosis perfecta del Lact, acidophilus y un Strep. thermo-
philus procedente del Tacle, leche agria escandinava, la creacion del
yoghourt acidéfilo, bhiogurt o bioyoghourt, producto con caracteristicas
de consistencia, aroma y sabor identicas al del yoghourt clisico,

Una de las utilizaciones terapéulicas actuales del bioyoghourt, cs
la de restituir la flora lactica normal del inlestino, alterada o destruida
por el tralamiento por via oral de sustancias antibiéticas. Es bien sabido
que con la administracién por esta via de antibidtices de la seric de las
tetracilinas y en menor escala por la cloromicetina, estreptomicina y sul-
famidas de dificil absorcidn, se suprime o allera la flora normal de] in-
testine, con lo que a la vez que aparecen sinlomas de avitaminosis, com-
plejo B, surge una flora anormal, especies extraiias al intestino, resisten-
tes a los quimioterdpicos y patdgenas facullativas, Staf. aureus, Prot.
vulgaris, Ps. aeruginosa, paracolis, enterocosos, Candida albicans y mo-
nilias, responsables de trastornos digestivos, enterceolitis, y en ocasiones
verdaderas enterotoxemias. El tralamiento preventivo o terapéutico para
evilar o combatir estos traslornos serd, aparte de la implantacién de coli-
bacilos, la restitucién de la flora léclica por preparados entre los que se
encuentre el Lact, acidophifus,

Ahora bien, dada la gran sensibilidad a los antibiéticos, especial-
mente a los de amplio espectro, tetracilings y eloranfenicol, de los fer-
mentos liclicos, es razonable pensar que la concentracién antibidtica del
contenido intestinal, del orden 500.600v/gram, de heces, tras una inges-
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tion de 0,5 gr. de producta activo, serd mis que suficiente para destiuir o
parte de la flora liclica normal que vavamos incorporande en el curso
del tratamiento, con lo que la restilucién de la misma serg harto dificil
en tratamientlos prolongades de antibidticos.

La tinica forma de obviar este grave inconveniente serin el incor-
porar fermentos licticos resistentes a estos antibidticos, mediante leches
agrias, yoghourt y especialmente bioyoghourt preparados con cepas re-
sistentes a los mismos,

En vista del extraordinario interés que tendria la fabricacién del
estas leches fermentadas medicamentosas, decidimos investigar sobre la
posibilidad de creacién de resistencia, en los fermentos ldcticos del yo.
ghourt y bioyoghourt, a los antibisticos de amplio espectro,

En el desarrollo de este trabajo describiremos en primer lugar
las técnicas empleadas, seguidamente analizaremos los resultados obleni-
dos tanto en la creacién de resistencia como en la conservacién de la mis.
ma, para terminar con la descripcién de las téenicas més adecuadas en ¢l
mantenimiento de las cepas y la preparacién de los ingculos en la produc.
cién industrial de yoghourt y bioyoghourt medicamentosos.

TECNICAS EMPLEADAS

a) Gérmenes licticos empleados: Una cepa de Lact. bulgaricus
aislado de un yoghourt comercial, y dos cepas simbiéticas, una de Strep.
thermophilus y otra de Lact acidophilus, amablemente facilitadas para
este estudio por el Laboratorio Laclolégico Rosell de Tuy, Pontevedra.

b) Téenicas: La creacién de resistencia la hemos realizado me-
diante pases de los gérmenes licticos sobre leche esteril a la gue se incor-
poraron los antibidlicos en ecantidades crecientes, con arreglo n la si-
guienle pauta:

Preparacién de la leche: Distribucién de leche fresca a razén de
10 ce. sobre tubos de 18x180. Esterilizacién a 115°15m,

Preparacién de la solucién concentrada de antibigtico: Diaria, y
bajo condiciones estériles, la tetracilina sobre tampén pH 4.5 y la cloro-
micetina sobre agua destilada, ambas en concentracién de 2.000
meg, o, u/ cc.

Preparacion de la leche con antibidtico: La incorporacion de los
antibidticos a la leche fue realizada, a partir de las soluciones concentra-
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das, o de diluciones al 1/10 sobre agua destilada estéril para las concen-
traciones bajas,

Concenlraciones de antibidlices utilizadas: Las concenlraciones,
por cc. de leche, de cloromicelina y tetraciclina empleadas en la creacién
de resistencia fueron las que siguen: 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, y 200 mcg., o unidades.

Siembra e incubacién: La siembra, a razén del 5%, se realizé a
partir del cultive en leche con la mas alta concentracion de antibidticos
resistida hasla ¢l momento. Incubacién a 37° en baiio maria con circula-
cién forzada de agua.

c) Pauta de la creacién de resistencia: La creacién de la resisten-
cia se realizo por pases sucesivos de los gérmenes licticos sobre leche con
concentracién de antibidticos crecienles con arreglo a la pauta dada an-
teriormente. Se considerd adaptados los gérmenes n una concentracion
determinada cuando la coagulacién de la leche con dicha concentracion
de antibiético se realizé en un tiempo maximo de seis horas. En la primera
cxposicién no es frecuente tiempos lan cottos, eslo se consigue mediante
pases sucesivos sobre leche con idéntica concenlracion, Generalmente sen
suficientes dos o tres.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla niumero 1 y las graficas I, 11 y 111, se expresan los re-
sultados encontrados, en el transcurso de los 15 pases dados a los gér-
menes ldclicos al ubjelo de crear en los mismos resistencia a los anti-
bigticos. Las concentraciones reseiiadas son las maximas obtenidas en ca-
da pase.

De su anilisis podemos deducir inmediatamente el idéntico com-
portamiento de los Lact. bulgaricus y acidophilus, completamente dispar
del Strep. thermophilus, asi tomo la mayor facilidad de adaptacion a la
tetraciclina que a la cloromicetina,

Efectivamente la adaptacidén a la tetraciclina, previa una primera
fase de dificultad, los primeros tres o cuatro pases, es rapida en los tres
gérmenes, presenlando todos una fase de amplia adaptacién, que decrece
mas tarde al aumenlar la concentracién de antibidtice. Este fenémeno se
presenta méas manifiesto en el Serp. thermophilus que en los dos lactobaci-
los. La resistencia creada es lambién mis amplia en el estreplococo,
200 u/cc., que en los lactobacilos, 150 u/cc.
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La edaptacion a la cloromicetina es mds lenta en los tres gormu
nes y especialmente en los lactobacilos, kn ¢l estreplococe, debido pro-
bablemenle a su mayor ripidez de adaptacion se presenta el mismo fend-
meno que para la lelraciclina, presentando una zona de mayor ripides do
adaptacién, que decrece al aumentar la concentracién de antibiédtico, La
resislencia conseguida al término de los 15 pascs, fue de 100 meg./cc.,
para el estreptococo, y de 35 y 40 meg./cc., para el Lact. acidophilus y
Lact. bulgaricus, respectivamente,

Ln adaptacién a mezclas de cloromicelina y tetracicling, a parles
iguales, es muy parccida en los Lres gérmenes, y mis lentas que a ambos
anlibidticos por separado, a causa probablemente de una accién sinérgi-
ca de los dos antibidticos, Este sinergismo se manifiesta con mayor inlensi-
dad frente al estreptococo que frente a los lactobacilos, contrariamente u
lo que se pudiera suponer si recordamos los resultados obtenidos [rents
a cada uno de los dos antibjdticos. La resistencia conseguida al final de
la investigacién, 15 pases, fue de 20 meg. y u./cc., para el esireplococo, y
de 25 y 30 meg. y u./cc., para el Lact. acidophilus y el Lact. bulgaricus,
respectivamente.

Al objeto de comprobar que la facultad de crecimienlo y metabo-
lismo de los gérmenes ldcticos en presencia de antibiético, era debida a
la creacion de una verdadera resistencia y no a una destruccion del anti-
bigtico por factores ambientales, temperatura, incorporacion de dcido
laetico durante la siembra etc., hemos realizado valoraciones de letracili-
na sobre los cultivos una vez terminada plenamente la fermentacién, Los
resullados han sido plenamente satisfactorios, pudiéndose detectar alrede-
dor del 80% del antibidtico. a pesar de las dilicultades que encierra ln
valoracion g causa del estimulo que por una parte representa lz leche en
el crecimiento del germen sensible, y por otra Ia inhibicién que sobre el
mismo ejerce ¢l deido lictico, lo que nos hace suponer que apenas exisle
desaclivacion anlibiética.Suponemos que el comporiamiento de Ia cloro-
micetina, sea muy similar al de la letraciclina, a causa de la gran estabili-
dad &l calor y a los pH neutros y Acidos,

PERDIDA DE RESISTENCIA

Con ¢! fin de comprobar si la resistencia obtenida Irente a los an-
tibidlicos era perdurable, y podia ser aplicada [icilmente en In priclica
industrial, la comprobamos después de 1, 5, 10 pases a través de leche des.
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provista de antibistico, observando que s¢ manlenia inlacta aunque los
tiempos neceserios para la congulacién neta de la leche aumentabay lige-
ramente y en forma proporcional al niimero de pases,

CARACTERISTICAS DEL YOGHOURT Y BIOYOGHOURT FABRICA.-
DO CON CEPAS RESISTENTES

Hemos podido comprobar en diversos ensayos efectuados, la simi-
litud de los yoghourts ¥ los bioyhogourts fabricados con las cepas antes
y después de hacerlas resistentes a los antibigticos, la similitud es total,

en cuanto a temperaturas éptimas, tiempo de coagulacién, estructura del
coagulo, acidez, aroma y sabor,

TECNICA PROPUESTA PARA EL MANTENIMIENTO DE CEPAS, Y
PREPARACION DE INOCULOS EN LA PRODUCCION INDUSTRIAL
DE YOGHOURT Y BIOYOGOURT MEDICAMENTOS0S

En vista de los resultados obtenidos, creacién de resistencia de los
gérmenes lacticos a los antibidticos, conservacion de esta resistencia tras
un nimero de pases sobre leches sin antibistico, y obtencién con las mis-
mas de yoghourts y bioyoghourts de idénticas caracteristicas organolép-
ticas a los clasicos, creemos que es técnicamente posible la obtencién de
estas leches fermentadas medicamentosas con las suficientes garantias,
Para lo cual estimamos que la pauta a seguir en el laboratorio industrial
sera la que sigue:

a} Creacién de resistencig con las cepas licticas frente a los anti.
bidticos de cleccidn.

b) Comprobacién por pases en leche sin antibidtico de la conser.
vacion de la resistencia,

¢} Conservacién de las cepas resistentes mediante liofilizacidn,

d)  Apertura de liofilizados, y adaptacién de las cepas al culli-
vo en leche,

e) A partir de estos cultivos preparacion de los inéculos para la
fabricacién industrial, y sucesivos subcultivos para la preparacién de nue.
vos inéculos. El nimero de pases estard en dependencia con los resulta-
dos obtenidos en el apartado b. Cuando el niimero de pases se aproxime

al que comienza la pérdida de resistencia, se abrird un nuevo liofilizado,
siguiendo idéntica pauta.
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) Cuando el stock de liofilizados decrezea, se preparardn nue.
vos a partir de cultives directos de liofilizado en leche con una concentra.
cién de antibiético igual a la mdxima soportada por el germen,

Se observard que propugnamos, para la conservacin de ]'ns.cc'pﬂs.
el cultivo liofilizado, Lo hacemos en primer lugar porque es la mds iddnen
y segura, aparte de que el equipo necesario, liofili.zador, bomba de vu-
cio, etc., y los gastos de la operacion, para las necesidades de un labornlo
rio lactolégico, no son excesivamente onerosos,

La técnica de liofilizacién usada por nosolros en la preparncion de
liofilizados de las cepas resistentes ha sido la siguiente:

A partir de un cultivo de la cepa en leche, perflectamente congsll'u-
da, hemos realizado una dilucién al 1/10 sobre leche descremudn- esiéril,
al objeto de incorporar proteinas no digeridas y proteger a los gérmencs
durante el proceso, al misma tiempo que rebajamos la tasa de dcido lic-
tico. El envasado se realizé en ampollas esféricas, para dar mayor super-
ficie de sublimacion, a razén de 0,5 cc, por ampolla. Liofilizamos en a})‘n-
rato Torres Quevedo, con congelacion a menos de 50° C ct'm una presion
de 5 micras de mercurio. El cierre de las ampollas se realizé con soplete

de gas. El liempo total de la operacién es de 5 horas,
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio sobre creacién de resistencia n les nn-
tibidticos de amplio espectro de los fermentos licticos del yoghourl y bio-
yoghourt con el objeto de poder preparar leches fermentadas medicamen.
tosas y poder restituir Ia flora lictica normal del intestino humang alte-
rada o destruida por terapéuticas antibidticas prolongadas,

Se analizan en primer lugar el papel que las bacterias licticas jue-
gan en la fisiologia intestinal y especialmente la simbiosis del Lact, aci.
dophilus con el resto de la flora normal del intestino.

La adaptacién de los lactobacilos lanto el bulgaricus como del
acidophilus, a los antibiéticos, es mds lenta que para el Strep. thermophi-
lus. Todos ellos se adaptan con mayor facilidad a la tetraciclina que a In
cloromicetina, La adaptacién a mezelas de eloromicetina y letraciling, a
paries iguales, es muy parecida en los tres gérmenes y mis lenta que o
ambos antibiéticos por separado, a causa probablemente de una aceién
sinérgica de los dos antibiblicos.

La resistencia obtenida en los tres gérmenes se mantiene intacla
por lo menos después de 10 pases por leche desprovista de antibiético.

Los yoghourts y bioyoghourts fabricados con las cepas resisten-
tes presentan idénticas caracleristicas fisicas y organolépticas a los pre-
parados con las cepas normales,

En vista de los resultados obtenidos y ante la creencia de que ¢s
lécnicamente posible la obtencién de estas leches fermentadas medicamen-
tosas, se dan normas para la creacién de resistencia a los antibidticos en
los fermentos lacticos, mantenimiento de las cepas y preparacién de ind-
culos para la produccién industrial de los mismas,

RESUME

On a redlis¢ une élude pour la création d’une résistance des germes
lactiques du yoghourt et du bioyoghourt contre les antibiotiques de grand
spectre, 4 fin de pouvoir préparer du lait fermenté et médicamenicux pour
rétabliv la flore lactique normale dans Dintestin humain, flore altérée
ou détrite par des thérapeutiques prolongées.

On analyse d’abord le réle des bactéries lactiques dans la physio-
logie intestinale et spécialement la symbiose du Lact. aciduphilus avec le
reste de la flore normale de I'intestin,
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L'adaptation des Lactobacilli, aussi bien lo Lact, bulgaricus que le
Lael, acidophilus, aux antibiotiques est plus lente qu'au Slreptococcus
Thermophilus, Tous les trois s'adaplent plus facilement & la Tetracycline
¢t & la Chloromycétine, L’adaptation & des mélanges de Chloromycetine
et de Tetracycline, & partics ¢gales, cst trés semblable dans les trojs ger-
mes et plus lente qu'aux deux antibiotiques par séparé, a cause probable.
nient d’une action synergique des deux antibiotiques.

Les yoghourts et bioyoghourts fabriqués avec des souches résis-
lantes présentent des charactéristiques physiques et organolepliques sem.
blables a celles des produits préparés avec des souches normales,

Vus les vésullats obtenus et croyant qu’il est techniquement possi-
ble d’obtenir des laits fermentés el medicamenteux, on donne des direc.
tives pour la formation de la résistance aux antibiotiques dans les for-
ments lactiques, pour la conservation des souches et la préparation des
germes pour la production industrielle de ceg souches,

SUMMARY

A study has been carried ot on the resistance of latic organisms
from yoghourt and bioyoghourt to wide spectre Antibiolics in order to
prepare fermented and medicinal milk and so replace the normal lactic
flora in the human intestine, altered or distroyed by prolonged antibiotic
therapeuties,

The author first analyzes the role that lactic bacteria play in the
inteslinal physiology and especially the symbiosis of Lact. acidophilus
with the remaining part of normal flora in the intestine,

The adaptation of Lact. bulgaricus as well as Lact. acidophilus 10
antibiotics is slower than that of Streplocoecus termophilus. The three
organisms are more easily adapted 1o Tetracycline and to Chloromyce-
tine. Their adaptation to mixtures of Tetracycline and Chloromycetine,
in equal portions, is very similar in the three organisms and slower than
to the two mentioned antibiotics, probably due to a synergic action of
both antibiotics,

The resistance obtained in the three organisms is maintained
intact at least after ten runs againsi milk containing no antibiotics,

Yoghourt and bioyoghourt manufactured with resistant strains
present identical physical and inorganoleplic characleristics as prepara-
tions manufactured with normal strains,
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In consideration of the results which were obtained and helieving
that it is technically possible to oblain such fermented medicinal milk,
the author gives some rules to form resistant lactic organisms to antibio.
lics, lo maintain strains and 1o prepare organisms for the industirial
production of thase strains.
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Fig. 3. Aumento de resistencia del Lactobacillus bulgaricus frente a los antibiéticos.
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