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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden un germinante y un agente antimicrobiano
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones que tienen propiedades antimicrobianas y a métodos de
desinfeccién de superficies usando tales composiciones. Mas especificamente, la presente invencién se refiere a
composiciones que tienen actividad antimicrobiana eficaz frente a patégenos esporiferos.

Antecedentes de la invencion

Patdgenos esporiferos tales como C. difficile son agentes infecciosos importantes. C. difficile es la causa principal de
diarrea nosocomial en el Reino Unido y ha sido responsable de un numero significativo de muertes en hospitales del
Reino Unido. Cifras recientes muestran una disminuciéon en el nimero de casos de infeccion por C. difficile. Sin
embargo, a pesar de esta disminucion hay todavia cerca de 10 veces mas casos de C. difficile en comparacion con
el MRSA (estafilococo aureus resistente a la meticiclina). El ribotipo PCR 027 es ahora el ribotipo mas comun
aislado de pacientes de C. difficile, seguido por los ribotipos 106 y 001.

Los pacientes infectados excretan grandes cantidades de esporas y células de C. difficile en el medio ambiente, que
actia como un reservorio de infeccion. Por tanto, los pacientes adquieren generalmente el organismo por ingestiéon
de sus esporas del ambiente contaminado. Una vez ingeridas, las esporas son capaces de sobrevivir en el ambiente
acido del estémago y pasar al tracto Gl en donde germinan en células vegetativas para producir las toxinas A y B,
que pueden causar la enfermedad en pacientes susceptibles.

La germinacion de esporas es un proceso irreversible en el que una espora latente muy resistente se transforma en
una célula metabdlicamente activa. La germinacién se produce en varias etapas; la primera que es activada
mediante la unién de receptor germinante en la membrana plasmatica. Esto es seguido después por la pérdida de
resistencia térmica y diversos cationes como potasio, hidrégeno y sodio y el complejo de calcio y acido dipicolinico
(DPA). Esto da como resultado la rehidratacion parcial del nucleo, sin embargo el organismo no llega a hidratarse
completamente hasta que se degrada la corteza. Mientras se hidroliza la corteza las pequefias proteinas solubles en
acido se degradan y la actividad metabdlica de la célula se reanuda.

Se sabe en la técnica que C. difficile puede ser estimulado a germinar mediante la exposiciéon a disoluciones de
germinacién que comprenden una combinacion de glicina y taurocolato. La transicion desde el estado de espora
hace que los patdgenos sean susceptibles al ataque de agentes antibacterianos tales como clorhexidina. El objetivo
de la técnica anterior ha sido disefiar protocolos de germinar/exterminar que aprovechan la susceptibilidad del
patégeno después de la germinacion. Tal protocolo se muestra en la Figura 1. Especificamente se han hecho
intentos en la técnica anterior para disefiar disoluciones antibacterianas que estimulan la germinacion y que tienen
un agente antibacteriano para atacar a los patdégenos germinados. Sin embargo, los agentes antibacterianos usados
en tales planteamientos tienen un efecto inhibidor sobre la disolucion de germinacion, de tal manera que el
planteamiento de germinar/exterminar ha tenido un éxito limitado en el ambito clinico.

El documento WO 03/061610 describe una composicion germicida para eliminar esporas. La composicion
comprende al menos un compuesto de amonio cuaternario.

El documento US 6656919 describe una composicion esterilizante que comprende un agente germinador que
contiene glucosa, adenosina, L-alanina, extracto de levadura, y cada triptona y peptona en agua destilada. La
composicion comprende también un germicida.

El documento US 2008/254010 describe una composicién que comprende un antibiético y germinador de esporas. El
antibidtico es vancomicina o metronidazol.

El objetivo de la presente invencidon es proporcionar una composiciéon antimicrobiana alternativa que supere estos
problemas y que sea eficaz frente a patégenos clinicamente importantes.

Compendio de la invencion

Los inventores de la presente invencion han descubierto que composiciones particulares que comprenden
combinaciones de aminoacidos con taurocolato sédico han mejorado la actividad en comparacién con
composiciones de la técnica anterior de glicina sola en combinacién con taurocolato. Ademas, los inventores han
descubierto que agentes antimicrobianos particulares son capaces de eliminar con eficacia las esporas germinadas
al mismo tiempo que actian como un agente de conservacion en la composicion. Estos agentes no tienen un efecto
inhibidor sobre la germinacion del patégeno observado en los agentes antimicrobianos de la técnica anterior usados
en el planteamiento de germinar/exterminar.

Ademas, los inventores de la presente invencion han descubierto que, ademas de estimular la formacién de células
vegetativas de esporas de C. difficile, las composiciones de la presente invenciéon impiden la esporulacion de las
células vegetativas de C. difficile. Esto es particularmente conveniente en el ambiente clinico. Muchas células
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vegetativas (asi como esporas) se excretan en las heces de los pacientes hospitalizados. Las células vegetativas
esporularan finalmente y las esporas actian entonces como un vector de transmision de la enfermedad. Se prefiere
mantener las células en la forma vegetativa puesto que seran eliminadas por el aire de forma natural, porque son
estrictamente anaerdbicas, o por desinfectantes de superficies duras comunes usados en los hospitales. Por tanto
las composiciones de la presente invencion tienen un ataque de dos vias; primero convertir las esporas en células
vegetativas y, segundo, mantener las células vegetativas en la forma vegetativa.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una composicion antiséptica que comprende un germinante
y un agente antimicrobiano, en donde dicho germinante aumenta la susceptibilidad de un patégeno al ataque del
agente antimicrobiano y en donde el agente antimicrobiano no inhibe al germinante.

En un segundo aspecto, la presente invenciéon proporciona una bayeta antiséptica que comprende un material de
tipo tejido, malla o gasa impregnado con una composicion de la invencion. En un tercer aspecto, la presente
invencién proporciona un lavado a mano o pintura antisépticos para revestimiento en una superficie abiética, lavado
a mano o pintura que comprende una composicién de la invencion.

También se describe en esta memoria un método para desinfectar una superficie de tal manera que esté
esencialmente libre de patégenos, comprendiendo el método poner en contacto la superficie con la composicion de
la invencién o una bayeta o pintura antimicrobiana que comprende una composicién de la invencién durante un
tiempo suficiente para que los patégenos germinen y sean eliminados.

La composicion antiséptica de la presente invencion comprende un germinante en combinacion con un agente
antimicrobiano. El germinante comprende una combinaciéon de taurocolato sédico, histidina, arginina, acido
aspartico, glicina. Mas preferiblemente, la combinacién de aminoacidos es histidina, arginina, acido aspartico, glicina
y valina. Se ha demostrado por los inventores que esta combinaciéon particular de aminoacidos es particularmente
conveniente al haber aumentado los efectos de germinacion en las esporas bacterianas.

El germinante se proporciona en una cantidad adecuada para estimular la germinacion eficaz de las esporas.
Preferiblemente, el germinante se proporciona en una cantidad de 1 a 10 mM basada en la composicién final. Los
aminoacidos componentes dentro de la disolucion germinadora se pueden proporcionar en una cantidad de 50 mM
(histidina), 50 mM (glicina), 50 mM (arginina), 50 mM 1:50 (valina) y 50 mM (acido aspartico). El agente
antimicrobiano es un agente que es eficaz en eliminar un microorganismo patégeno mediante su contacto con una
superficie sobre la que se encuentra el patdgeno. Preferiblemente, el agente antimicrobiano es eficaz eliminando el
patégeno cuando esta en el estado de germinacién después de la esporulacion. El agente antimicrobiano puede ser
eficaz también en la eliminacion de patégenos que no forman esporas.

El agente antimicrobiano es una combinacién de cloruro de benzalconio y alcohol bencilico. La relacion de cloruro de
benzalconio a alcohol bencilico en la composicion antiséptica es 1:50. El agente antimicrobiano se proporciona (con
respecto a la cantidad total de agente antimicrobiano de la composicidn antiséptica) en una cantidad de 0,01% a 2%.

La composicion antiséptica se puede proporcionar en forma requerida para el uso para la desinfeccidon de superficies
en el ambiente clinico. Preferiblemente tales superficies son superficies abiodticas. Alternativamente, la superficie
puede ser la piel de un paciente, médico o cuidador. Preferiblemente, la composiciéon se proporciona en forma de un
liquido, gel, espuma o atomizador que se puede aplicar convenientemente a una superficie que requiere tratamiento.
En otra realizacién, se proporciona una bayeta antimicrobiana que comprende material de tipo tejido, malla o gasa
impregnado con la composicién antiséptica. La composicion se puede proporcionar también en forma de
comprimidos. Tales formas de comprimidos se pueden disolver en una cantidad adecuada de agua y la disolucién
resultante usarla como un agente desinfectante por los limpiadores de hospitales, por ejemplo en la limpieza de
superficies grandes. En la realizacion en donde la superficie es la piel de una persona, la composicidon antiséptica
puede estar entonces en forma de un lavado a mano o bayeta. Preferiblemente, la composicion antiséptica esta en
forma de una pintura con que se puede pintar la superficie a tratar. Tal pintura es particularmente conveniente
puesto que una vez seca es eficaz en la eliminacion de patégenos durante un periodo de tiempo mas largo en
comparacion con los antisépticos de la técnica anterior que son ineficaces una vez secos y que el agente
antimicrobiano conduce a la inhibiciéon del agente de germinacién después de un particular periodo de tiempo.
Incluso mas preferiblemente el antiséptico esta en forma de una laca que forma una pelicula dura sobre la superficie
a la que se aplica y no se borra facilmente.

Las composiciones antisépticas de la presente invencion son generalmente capaces de desinfectar superficies de un
amplio espectro de patdgenos. La composicion es particularmente eficaz frente a bacterias esporiferas. Un ejemplo
de tales bacterias esporiferas es C. difficile. Sin embargo, la composicién puede ser también eficaz frente a otros
patégenos tales como MRSA, P. aeurginosa, C. albicans y A. niger. La siguiente es una descripcion a modo de
ejemplo solamente, con referencia a las figuras y tabla que acompafan, de un método de poner en practica la
invencion, en donde:

La Figura 1 muestra esquematicamente un protocolo de germinar/exterminar usado en la técnica anterior.
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La Figura 2 muestra la reduccién logaritmica en UFC/mL (unidades formadoras de colonias/mL) de esporas de C.
difficile NCTC 11204 expuestas a diferentes disoluciones germinadoras durante una hora, seguido por choque
térmico durante 10 minutos.

La Figura 3 muestra la reduccion logaritmica en UFC/mL de esporas de C. difficle NCTC 11204 tras una hora de
exposicion a cada disolucion de aminoacidos germinadora, seguido por choque térmico durante 10 minutos a 70°C.

La Figura 4 muestra el efecto de la concentracién de una combinacién de aminoacidos (arginina, acido aspartico,
glicina e histidina) en una disolucién germinadora que contiene también taurocolato sddico 6,9 mM tras incubacion
de 1 hora con esporas de C. difficile de ribotipos 027, 001, 106 y cepa NCTC 11204.

La Figura 5 muestra la reduccién logaritmica en UFC/mL de esporas de diferentes cepas de C. difficile tras
exposicion de una hora a diferentes disoluciones germinadoras, seguida por choque térmico de 10 minutos.

La Figura 6 muestra el efecto del pH sobre la germinacién de esporas de C. difficile NCTC 11204 en tampdn Tris
que contiene arginina, acido aspartico, histidina y glicina 10 mM y taurocolato sédico 6,9 mM.

La Figura 7 muestra las reducciones logaritmicas en UFC/mL de esporas de C. difficile tras exposicién de 1 hora a
diferentes disoluciones germinadoras, seguida por choque térmico o refrigeracion en hielo (AA = aminoacidos, ST =
taurocolato sddico, BZC = cloruro de benzalconio, BZA = alcohol bencilico).

La Figura 8 muestra las reducciones logaritmicas en UFC/mL de esporas de C. difficile tras exposicién de 1 hora a
diferentes disoluciones germinadoras, seguida por choque térmico o refrigeracion en hielo (CHG = digluconato de
clorhexidina).

La Figura 9 muestra el recuento de células vegetativas de C. difficile en cultivo en PBS (control). El 100% del
recuento es esporas después de 24 horas.

La Figura 10 muestra el recuento de células vegetativas de C. difficile en una disolucién de germinacion de la
invencion. Después de 72 horas el 100% del recuento es todavia células vegetativas.

La Tabla 1 muestra las reducciones logaritmicas en UFC/mL de esporas de C. difficile tras exposicion de 1 hora a
diferentes disoluciones germinadoras, seguida por choque térmico o refrigeracion en hielo.

Ejemplo 1 — combinaciones de aminoacidos para la disolucién germinadora
Cepas de C. difficile

Una cepa de ribotipo 106 (18587), una cepa de ribotipo 001 (8565), (Health Protection Agency, North East UK) y la
cepa de referencia NCTC 11204 se usaron conjuntamente con tres cepas de ribotipo 027; R20291 (Anaerobic
Reference Laboratory, Cardiff), 18040 y 15900 (HPA, North East UK).

Preparacion de suspensiones de esporas de C. difficile

Se prepararon esporas de C. difficile como se ha descrito previamente (Shetty et al., 1999). Una placa de agar
sangre se inoculd con la cepa correspondiente de C. difficile y se incubd en condiciones anaerobias (estacién de
trabajo anaerébico MiniMACS, Don Whitley, Shipley, UK), durante 72 horas a 37°C. La placa se retiré después y se
dejo en el aire a temperatura ambiente durante 24 horas, antes de recoger todas las colonias y colocarlas en 10 mL
de disolucion salina al 50% (0,9% peso/volumen) y alcohol metilico al 50%. La suspensién se mezcloé en vortex
minuciosamente antes de ser filtrada a través de lana de vidrio y se almacend a 4°C hasta su uso. Antes de cada
experimento la suspension de esporas se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos y se volvid a suspender en agua
destilada esterilizada (SDW).

Aminoacidos

Se usaron los siguientes aminoacidos en los experimentos detallados a continuacion: glicina, L-isoleucina, L-prolina,
D-alanina, acido L-glutamico, L-serina, L-treonina, acido L-aspartico, L-arginina, L-valina, L-leucina, L-glutamina, L-
triptéfano y L-metionina (BDH), L-p-fenilalanina (Fisons) y L-cisteina (Fluka). La tirosina no se probd porque no se
disolvié en agua destilada.

Eficacia de diferentes aminoacidos como co-germinadores frente a la espora de C. difficile

Todas las disoluciones germinadoras contenian 0,4% (peso/volumen) del aminoacido (concentracion de glicina
usada en el estudio anterior (Wheeldon et al., 2008)) y con taurocolato sodico 13,8 mM (peso/volumen) (Sigma-
Aldrich, UK), (el doble de la concentracion fisioldgica en el duodeno (Leverrier et al., 2003)), que se disolvieron en
agua destilada y esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se prob6 también medio tioglicolato de
fuerza doble (Oxid, UK) que contenia taurocolato sédico (ST) 13,8 mM para su comparaciéon con las otras
disoluciones germinadoras. Se afadieron después cien microlitros de cada disolucion germinadora a 100 pL de
esporas de C. difficile (que contenian 10® UFC/mL) y se mezclaron en vértex minuciosamente. Después de una hora
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todo el volumen de 200 pL se afiadié a 9,8 mL de caldo Wilkins Chalgren (Oxoid, UK), se equilibré a 70°C durante
10 minutos o se refrigerd en hielo. Tras dilucion apropiada se colocaron muestras de 1 mL en placas Petri estériles
antes de la adicion de 15 mL de Fastidious Anaerobe Agar fundido (FAA) (Lab M, UK), que contenian ST al 0,1%
(peso/volumen) y sangre de caballo desfibrinada al 5% (volumen/volumen). Las placas se mezclaron
minuciosamente antes de ser incubadas en condiciones anaerdbicas durante 48 horas, a 37°C. Este método fue
adaptado del de Levinson y Hyatt (1966).

Determinacioén de la concentracion 6ptima de aminoacidos requeridos para la germinacion de esporas de C. difficile

Se prepard arginina, acido aspartico, glicina e histidina a 200, 20, 2, 0,2 y 0,02 mM, junto con ST 13,8 mM (que es el
doble de la fuerza requerida porque se diluyeron a 1:2 durante el experimento) y se disolvieron en agua destilada.
Todas las disoluciones se calentaron hasta disolverse y se esterilizaron en autoclave. Se usé el mismo método que
anteriormente para probar las diferentes concentraciones de disoluciones germinadoras frente a las esporas de C.
difficile NCTC 11204, ribotipo 027 (R20291), 001 y 106.

Eficacia de aminoacidos y taurocolato frente a la espora de seis cepas diferentes de C. difficile

Arginina, acido aspartico, glicina e histidina (a 20 mM peso/volumen) se afiadieron por separado o en combinacion a
ST 13,8 mM (peso/volumen) y se disolvieron por calentamiento en agua destilada, antes de la esterilizacion en
autoclave. El mismo método que el descrito anteriormente se us6 para determinar la eficacia de estas disoluciones
de aminoacidos frente a las esporas de C. difficile, ribotipo 001, 106, 027 (R20291, 15900 y 18040) y NCTC 11204.

Efecto del pH de disoluciones germinadoras tamponadas sobre la germinacion de esporas de C. difficile

Arginina, acido aspartico, glicina e histidina (a 20 mM peso/volumen), ST 13,8 mM (peso/volumen) y Tris 200 mM
(peso/volumen) se disolvieron en agua destilada y el pH se ajusté a 5, 6, 7, 8 y 9 usando acido clorhidrico antes de
la esterilizacién por filtracion (0,2 um) o tratamiento en autoclave. Se usé el mismo método que anteriormente para
probar cada disolucién tamponada frente a las esporas de C. difficile NCTC 11204.

Ejemplo 2 — Efecto de la disoluciéon germinadora con agente antimicrobiano y de conservacion sobre C. difficile
Disolucién germinadora

Una disolucion que contenia glicina, histidina, valina, acido aspartico y arginina 100 mM (peso/volumen), taurocolato
sodico 13,8 mM (peso/volumen), tampon Tris 100 mM (peso/volumen), cloruro de benzalconio al 0,04%
(peso/volumen), alcohol bencilico al 2% (volumen/volumen) se completd hasta el volumen requerido con agua
destilada y se ajusté a pH 7 usando acido clorhidrico. La disolucién se calenté y mezclé minuciosamente para
disolver todos los componentes antes de la filtracién a través de un tamafio de poro de 0,2 um para esterilizacion.
(Esta disolucion es del doble de la fuerza de trabajo porque se diluye 1:2 durante el experimento).

Preparacion de suspensiones de esporas de C. difficile
Las preparaciones de esporas de C. difficile se prepararon como se ha indicado anteriormente.
Neutralizador

El neutralizador fue adaptado de Espigares et al., (2003) y contenia lo siguiente: 120 mL (volumen/volumen) de
Tween 80, 25 mL (volumen/volumen) de metabisulfito sédico al 40%, 15,69 g (peso/volumen) de tiosulfato sodico
pentahidrato, 10 g (peso/volumen) de L-cisteina, 4 g (peso/volumen) de lecitina y se completdé hasta 1000 mL con
agua destilada. El pH se ajustd a 7 y se trat6é en autoclave para esterilizar.

Pruebas de la eficacia de germinacion

Se afadieron cien microlitros de la disolucién germinadora (como se ha descrito anteriormente) a 100 uL de esporas
de C. difficile (que contenian 10° UFC/mL) y se mezclaron en vértex minuciosamente. Para el control, se mezclaron
100 uL de agua destilada esterilizada con 100 uL de suspension de esporas de C. difficile. Se incubaron también
suspensiones de esporas con disoluciones que contenian cloruro de benzalconio y tampén Tris (sin aminoacidos y
taurocolato) y una disolucién que contenia los cinco aminoacidos y taurocolato (sin agentes antimicrobianos).
Después de una hora todo el volumen de 200 uL se afiadié a 9,8 mL de neutralizador (como se ha descrito
anteriormente), se equilibré a 70°C durante 10 minutos (choque térmico para eliminar las células en germinacion) o
se refrigerd en hielo (controles). Tras diluciones apropiadas se colocaron muestras de 1 mL en placas Petri estériles
antes de la adicion de 15 mL de Fastidious Anaerobe Agar (FAA) fundido (Lab M, UK), que contenian ST al 0,1%
(peso/volumen) y sangre de caballo desfibrinada al 5% (volumen/volumen). Las placas se mezclaron
minuciosamente antes de ser incubadas anaerébicamente durante 48 horas, a 37°C (miniMACS Anaerobic
Workstation (Don Whitley Scientific Ltd)). Este método se adapté de un estudio anterior de Levinson y Hyatt (1966).

Resultados y discusion

Eficacia de otros aminoacidos como co-germinadores con glicina frente a las esporas de C. difficile NCTC 11204.
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La incubacién de esporas de C. difficle NCTC 11204 con arginina, acido aspartico o histidina con glicina y ST
produjeron grandes reducciones logaritmicas en UFC/mL de 2,78 (99,8%), 3,06 (9,99%) y 3,12 (99,9%)
respectivamente tras choque térmico. Valina (con glicina y ST) y leucina (con glicina y ST) produjeron reducciones
logaritmicas en UFC/mL de 1,72 (98,1%) y 1,62 (97,6%) respectivamente, que fueron similares a la de glicina y ST
solamente (reduccion logaritmica de 1,85 (98,6%)). Todos los demas aminoacidos probados produjeron reducciones
logaritmicas mas pequefias que la de glicina y taurocolato sédico solamente.

Eficacia de co-germinadores solos y en combinacion con glicina y taurocolato sddico frente a la espora de C. difficile
NCTC 11204

Cuando los cuatro aminoacidos mas eficaces de la seleccién inicial (arginina, acido aspartico, histidina y glicina) se
colocaron conjuntamente en disolucion con ST y se incubaron con esporas de C. difficile, se produjo una mayor
reduccion logaritmica en UFC/mL de 3,71 (99,9%) tras el choque térmico, en comparacién con una reduccion
logaritmica inferior a uno producida por cada disolucién cuando las esporas se incubaron con arginina, acido
aspartico o histidina con ST, pero sin glicina.

Determinacién de la concentracion 6ptima de aminoacidos necesarios para las germinaciones de esporas de C.
difficile

La germinacién de esporas de Clostridium difficile fue 6ptima en todas las cepas probadas cuando la concentracion
de aminoacidos estuvo comprendida entre 10 y 100 mM. Por debajo de esta concentracion, la germinacion de
esporas de C. difficile se redujo significativamente con una reduccion logaritmica inferior a uno observada a 0,1 mM
y por debajo. En todas las cepas de C. difficile hubo una reduccién significativa en UFC/mL observada cuando las
esporas fueron expuestas a concentracion 100 mM de aminoacidos sin choque térmico.

Eficacia de aminoacidos y taurocolato sédico frente a las esporas de diferentes cepas de C. difficile ribotipo PCR 027

Todas las cepas de C. difficile ribotipo PCR 027 expuestas a los cuatro aminoacidos en combinaciéon con ST
produjeron reducciones logaritmicas similares a las producidas cuando las esporas se expusieron a medio
tioglicolato y ST. Tanto el acido aspartico como la histidina aumentaron la reduccién logaritmica en UFC/mL
observada en cada cepa de ribotipo 027 cuando se combinan con glicina y taurocolato sddico, sin embargo la
arginina no caus6 aumento adicional de la reduccion logaritmica en UFC/mL cuando se afiadié a glicinay ST. Como
lo mas interesante, las dos cepas cinicas (18040 y 15900) dieron reducciones logaritmicas significativamente
mayores en respuesta al medio tioglicolato o los cuatro aminoacidos combinados con ST en comparacién con la
cepa R20291.

Eficacia de aminoacidos y taurocolato sédico frente a las esporas de seis cepas diferentes de C. difficile

Las mayores reducciones logaritmicas en UFC/mL se observaron con la cepa de referencia NCTC 11204 de C.
difficile tras exposicion a las disoluciones de aminoacidos y tioglicolato. El ribotipo PCR 001 dio valores muy
similares de reduccion logaritmica para la cepa R20291 de ribotipo PCR 207 en cada combinacion diferente de la
disolucion germinadora probada. Por ejemplo, se produjeron reducciones logaritmicas en UFC/mL de 2,12 (99,2%) y
1,98 (99%) en R20291 de ribotipo 001 y 027 de C. difficile, respectivamente, tras incubacién con los cuatro
aminoacidos y ST, seguida por choque térmico.

Efecto del pH de disoluciones germinadoras tamponadas sobre la germinacién de esporas de C. difficle NCTC
11204

El pH de la disolucion germinadora tamponada afectdé en gran medida a la reduccion logaritmica en UFC/mL
producida tras incubacién con la disolucién de aminoacidos (y ST), seguida por choque térmico. A un pH acido de 5
la disolucion de germinacion no produjo reducciones logaritmicas en UFC/mL, en donde se observé una reduccion
logaritmica de 3,32 en UFC/mL (99,9%) a un pH neutro de 6,98, que se encontré ser el pH 6ptimo. Un pH mas
alcalino de 8,81 disminuyd la reduccion logaritmica observada en UFC/mL, pero en un grado mucho menor que el de
un pH acido.

Efecto de la disolucion germinadora con agente antimicrobiano y de conservacion sobre C. difficile

Se produjo una reduccion logaritmica superior a 3 en UFC/mL (reduccion de 99,9%) después de incubar esporas de
C. difficile con una mezcla de aminoacidos y taurocolato en tampén Tris durante 1 hora seguido por choque térmico.
Sin embargo, sin choque térmico hubo muy poca reduccién (reduccion logaritmica de 0,13) en el numero de esporas
restantes después de la incubacién con la disolucién de aminoéacidos. La incubacion de esporas de C. difficile con
una disolucion que contiene cloruro de benzalconio en Tris o alcohol bencilico en Tris indujo una reduccion
logaritmica muy baja en UFC/mL inferior a 0,3 tanto con choque térmico como sin éste. Sin embargo, cuando se
incubaron esporas de C. difficile con una disolucién que contiene aminoacidos, taurocolato, cloruro de benzalconio y
alcohol bencilico en Tris hubo una reduccion logaritmica de 2,77 en UFC/mL (reduccion de 99,8%) con esporas
tratadas con hielo y una reduccion logaritmica de 2,99 en UFC/mL (reduccién de 99,9%) con esporas de choque
térmico.
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Los inventores han demostrado también que el EDTA y clorohexidina inhiben la disoluciéon germinadora, mientras
que el cloruro de benzalconio y alcohol bencilico no afectan a la germinacién. El cloruro de benzalconio y el alcohol
bencilico no fueron esporicidas y no iniciaron la germinacion. Las esporas no tratadas térmicamente fueron
eliminadas después de 1 hora de incubacion con cloruro de benzalconio, alcohol bencilico, aminoacido y taurocolato
sédico y las esporas parecen eliminarse mientras germinan con la disoluciéon germinadora que contiene cloruro de
benzalconio y alcohol bencilico.

El neutralizador resulté ser no téxico frente a las células de C. difficile y otras bacterias y fue eficaz en la anulacion
de la actividad de los agentes antimicrobianos. Por tanto, la reduccion en UFC/mL producida tras incubacion de 1
hora con cloruro de benzalconio, alcohol bencilico, aminoacido y taurocolato sédico no es probable que sea el
resultado de un efecto “residual” en las placas de agar.

Los presentes inventores han descubierto también que el cloruro de benzalconio y alcohol bencilico no afectan a la
eficacia de la disolucion germinadora. Por tanto, el cloruro de benzalconio y alcohol bencilico muestran eficacia
conservante y parecen eliminar esporas germinantes de C. difficile.

Efecto inhibidor de la disolucién de germinacion sobre la formacion de esporas

Los resultados mostrados en las Figuras 9 y 10 indican que, después de 72 horas de cultivo en presencia de la
disolucion de germinacion, el 100% del recuento es todavia de células vegetativas, mientras que en el control
(células cultivadas en PBS), el 100% del recuento es de esporas después de 24 horas. Estos resultados demuestran
que la disolucion de germinacion de la invencion evita la esporulacion en las células vegetativas de C. difficile.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién antiséptica que comprende un germinante y un agente antimicrobiano,

en donde el germinante comprende taurocolato sodico, histidina, arginina, acido aspartico y glicina, y
en donde el agente antimicrobiano comprende cloruro de benzalconio y alcohol bencilico.

5 2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el germinante comprende ademas valina.

3. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, en donde el germinante se proporciona en una cantidad
de 1 a 10 mM basada en la composicion final y el agente antimicrobiano se proporciona en una cantidad de 0,01% a
2%.

4. La composicion de cualquier reivindicacion precedente en forma de un liquido, gel, espuma, atomizador o
10 comprimido.

5. Una bayeta antiséptica que comprende un material de tipo tejido, malla o gasa impregnado con una composicion
segun cualquier reivindicacion precedente.

6. Un antiséptico lavado a mano, pintura o laca para el revestimiento de una superficie abiética, que comprende una
composicioén segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5.
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