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DESCRIPCIÓN 

Composiciones que comprenden un germinante y un agente antimicrobiano 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a composiciones que tienen propiedades antimicrobianas y a métodos de 
desinfección de superficies usando tales composiciones. Más específicamente, la presente invención se refiere a 5 
composiciones que tienen actividad antimicrobiana eficaz frente a patógenos esporíferos. 

Antecedentes de la invención 

Patógenos esporíferos 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 número significativo de muertes en hospitales del 
Reino Unido. Cifras recientes muestran una disminución en el número de casos de infección por C. difficile. Sin 10 
embargo, a pesar de esta disminución hay todavía cerca de 10 veces más casos de C. difficile en comparación con 
el MRSA (estafilococo aureus resistente a la meticiclina). El ribotipo PCR 027 es ahora el ribotipo más común 
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 
actúa como un reservorio de infección. Por tanto, los pacientes adquieren generalmente el organismo por ingestión 15 
de sus esporas del ambiente contaminado. Una vez ingeridas, las esporas son capaces de sobrevivir en el ambiente 
ácido del estómago y pasar al tracto GI en donde germinan en células vegetativas para producir las toxinas A y B, 
que pueden causar la enfermedad en pacientes susceptibles.  

La germinación de esporas es un proceso irreversible en el que una espora latente muy resistente se transforma en 
una célula metabólicamente activa. La germinación se produce en varias etapas; la primera que es activada 20 
mediante la unión de receptor germinante en la membrana plasmática. Esto es seguido después por la pérdida de 
resistencia térmica y diversos cationes como potasio, hidrógeno y sodio y el complejo de calcio y ácido dipicolínico 
(DPA). Esto da como resultado la rehidratación parcial del núcleo, sin embargo el organismo no llega a hidratarse 
completamente hasta que se degrada la corteza. Mientras se hidroliza la corteza las pequeñas proteínas solubles en 
ácido se degradan y la actividad metabólica de la célula se reanuda.  25 

Se sabe en la técnica que C. difficile puede ser estimulado a germinar mediante la exposición a disoluciones de 
germinación que comprenden una combinación de glicina y taurocolato. La transición desde el estado de espora 
hace que los patógenos sean susceptibles al ataque de agentes antibacterianos tales como clorhexidina. El objetivo 
de la técnica anterior ha sido diseñar protocolos de germinar/exterminar que aprovechan la susceptibilidad del 
patógeno después de la germinación. Tal protocolo se muestra en la Figura 1. Específicamente se han hecho 30 
intentos en la técnica anterior para diseñar disoluciones antibacterianas que estimulan la germinación y que tienen 
un agente antibacteriano para atacar a los patógenos germinados. Sin embargo, los agentes antibacterianos usados 
en tales planteamientos tienen un efecto inhibidor sobre la disolución de germinación, de tal manera que el 
planteamiento de germinar/exterminar ha tenido un éxito limitado en el ámbito clínico.  

El documento WO 03/061610 describe una composición germicida para eliminar esporas. La composición 35 
comprende al menos un compuesto de amonio cuaternario.  

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

El documento US 2008/254010 describe una composición que comprende un antibiótico y germinador de esporas. El 40 
antibiótico es vancomicina o metronidazol. 

El objetivo de la presente invención es proporcionar una composición antimicrobiana alternativa que supere estos 
problemas y que sea eficaz frente a patógenos clínicamente importantes.  

Compendio de la invención 

Los inventores de la presente invención han descubierto que composiciones particulares que comprenden 45 
combinaciones de aminoácidos con taurocolato sódico han mejorado la actividad en comparación con 
composiciones de la técnica anterior de glicina sola en combinación con taurocolato. Además, los inventores han 
descubierto que agentes antimicrobianos particulares son capaces de eliminar con eficacia las esporas germinadas 
al mismo tiempo que actúan como un agente de conservación en la composición. Estos agentes no tienen un efecto 
inhibidor sobre la germinación del patógeno observado en los agentes antimicrobianos de la técnica anterior usados 50 
en el planteamiento de germinar/exterminar.  

Además, los inventores de la presente invención han descubierto que, además de estimular la formación de células 
vegetativas de esporas de C. difficile, las composiciones de la presente invención impiden la esporulación de las 
células vegetativas de C. difficile. Esto es particularmente conveniente en el ambiente clínico. Muchas células 
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vegetativas (así como esporas) se excretan en las heces de los pacientes hospitalizados. Las células vegetativas 
esporularán finalmente y las esporas actúan entonces como un vector de transmisión de la enfermedad. Se prefiere 
mantener las células en la forma vegetativa puesto que serán eliminadas por el aire de forma natural, porque son 
estrictamente anaeróbicas, o por desinfectantes de superficies duras comunes usados en los hospitales. Por tanto 
las composiciones de la presente invención tienen un ataque de dos vías; primero convertir las esporas en células 5 
vegetativas y, segundo, mantener las células vegetativas en la forma vegetativa.  

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

En un segundo aspecto, la presente invención proporciona una bayeta antiséptica que comprende un material de 10 
tipo tejido, malla o gasa impregnado con una composición de la invención. En un tercer aspecto, la presente 
invención proporciona un lavado a mano o pintura antisépticos para revestimiento en una superficie abiótica, lavado 
a mano o pintura que comprende una composición de la invención.  

También se describe en esta memoria un método para desinfectar una superficie de tal manera que esté 
esencialmente libre de patógenos, comprendiendo el método poner en contacto la superficie con la composición de 15 
la invención o una bayeta o pintura antimicrobiana que comprende una composición de la invención durante un 
tiempo suficiente para que los patógenos germinen y sean eliminados.  

La composición antiséptica de la presente invención comprende un germinante en combinación con un agente 
antimicrobiano. El germinante comprende una combinación de taurocolato sódico, histidina, arginina, ácido 
aspártico, glicina. Más preferiblemente, la combinación de aminoácidos es histidina, arginina, ácido aspártico, glicina 20 
y valina. Se ha demostrado por los inventores que esta combinación particular de aminoácidos es particularmente 
conveniente al haber aumentado los efectos de germinación en las esporas bacterianas.  

El germinante se proporciona en una cantidad adecuada para estimular la germinación eficaz de las esporas. 
Preferiblemente, el germinante se proporciona en una cantidad de 1 a 10 mM basada en la composición final. Los 
aminoácidos componentes dentro de la disolución germinadora se pueden proporcionar en una cantidad de 50 mM 25 
(histidina), 50 mM (glicina), 50 mM (arginina), 50 mM 1:50 (valina) y 50 mM (ácido aspártico). El agente 
antimicrobiano es un agente que es eficaz en eliminar un microorganismo patógeno mediante su contacto con una 
superficie sobre la que se encuentra el patógeno. Preferiblemente, el agente antimicrobiano es eficaz eliminando el 
patógeno cuando está en el estado de germinación después de la esporulación. El agente antimicrobiano puede ser 
eficaz también en la eliminación de patógenos que no forman esporas.  30 

El agente antimicrobiano es una combinación de cloruro de benzalconio y alcohol bencílico. La relación de cloruro de 
benzalconio a alcohol bencílico en la composición antiséptica es 1:50. El agente antimicrobiano se proporciona (con 
respecto a la cantidad total de agente antimicrobiano de la composición antiséptica) en una cantidad de 0,01% a 2%. 

La composición antiséptica se puede proporcionar en forma requerida para el uso para la desinfección de superficies 
en el ambiente clínico. Preferiblemente tales superficies son superficies abióticas. Alternativamente, la superficie 35 
puede ser la piel de un paciente, médico o cuidador. Preferiblemente, la composición se proporciona en forma de un 
líquido, gel, espuma o atomizador que se puede aplicar convenientemente a una superficie que requiere tratamiento. 
En otra realización, se proporciona una bayeta antimicrobiana que comprende material de tipo tejido, malla o gasa 
impregnado con la composición antiséptica. La composición se puede proporcionar también en forma de 
comprimidos. Tales formas de comprimidos se pueden disolver en una cantidad adecuada de agua y la disolución 40 
resultante usarla como un agente desinfectante por los limpiadores de hospitales, por ejemplo en la limpieza de 
superficies grandes. En la realización en donde la superficie es la piel de una persona, la composición antiséptica 
puede estar entonces en forma de un lavado a mano o bayeta. Preferiblemente, la composición antiséptica está 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 eliminación de patógenos durante un periodo de tiempo más largo en 45 
comparación con los antisépticos de la técnica anterior que son ineficaces una vez secos y que el agente 
antimicrobiano conduce a la inhibición del agente de germinación después de un particular periodo de tiempo. 
Incluso más preferiblemente el antiséptico está en forma de una laca que forma una película dura sobre la superficie 
a la que se aplica y no se borra fácilmente.  

Las composiciones antisépticas de la presente invención son generalmente capaces de desinfectar superficies de un 50 
amplio espectro de patógenos. La composición es particularmente eficaz frente a bacterias esporíferas. Un ejemplo 
de tales bacterias esporíferas es C. difficile. Sin embargo, la composición puede ser también eficaz frente a otros 
patógenos tales como MRSA, P. aeurginosa, C. albicans y A. niger. La siguiente es una descripción a modo de 
ejemplo solamente, con referencia a las figuras y tabla que acompañan, de un método de poner en práctica la 
invención, en donde: 55 

La Figura 1 muestra esquemáticamente un protocolo de germinar/exterminar usado en la técnica anterior. 
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La Figura 2 muestra la reducción logarítmica 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 reducción logarítmica en UFC/mL de esporas de C. difficile NCTC 11204 tras una hora de 
exposición a cada disolución de aminoácidos germinadora, seguido por choque térmico durante 10 minutos a 70ºC. 5 

La Figura 4 muestra el efecto de la concentración de una combinación de aminoácidos (arginina, ácido aspártico, 
glicina e histidina) en una disolución germinadora que contiene también taurocolato sódico 6,9 mM tras incubación 
de 1 hora con esporas de C. difficile de ribotipos 027, 001, 106 y cepa NCTC 11204.  

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

La Figura 6 muestra el efecto del pH sobre la germinación de esporas de C. difficile NCTC 11204 en tampón Tris 
que contiene arginina, ácido aspártico, histidina y glicina 10 mM y taurocolato sódico 6,9 mM.  

La Figura 7 muestra las reducciones logarítmicas en UFC/mL de esporas de C. difficile tras exposición de 1 hora a 
diferentes disoluciones germinadoras, seguida por choque térmico o refrigeración en hielo (AA = aminoácidos, ST = 
taurocolato sódico, BZC = cloruro de benzalconio, BZA = alcohol bencílico).  15 

La Figura 8 muestra las reducciones logarítmicas en UFC/mL de esporas de C. difficile tras exposición de 1 hora a 
diferentes disoluciones germinadoras, seguida por choque térmico o refrigeración 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.  20 

La Figura 10 muestra el recuento de células vegetativas de C. difficile en una disolución de germinación de la 
invención. Después de 72 horas el 100% del recuento es todavía células vegetativas.  

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

Ejemplo 1 – combinaciones de aminoácidos para la disolución germinadora 25 

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).  

Preparación de suspensiones de esporas de C. difficile 30 

Se prepararon esporas de C. difficile como se ha descrito previamente (Shetty et al., 1999). Una placa de agar 
sangre se inoculó con la cepa correspondiente de C. difficile y se incubó en condiciones anaerobias (estación de 
trabajo anaeróbico MiniMACS, Don Whitley, Shipley, UK), durante 72 horas a 37ºC. La placa se retiró después y se 
dejó en el aire a temperatura ambiente durante 24 horas, antes de recoger todas las colonias y colocarlas en 10 mL 
de disolución salina al 50% (0,9% peso/volumen) y alcohol metílico al 50%. La suspensión se mezcló en vórtex 35 
minuciosamente antes de ser filtrada a través de lana de vidrio y se almacenó a 4ºC hasta su uso. Antes de cada 
experimento la suspensión de esporas se centrifugó a 13000 rpm durante 5 minutos y se volvió a suspender en agua 
destilada esterilizada (SDW). 

Aminoácidos 

Se usaron los siguientes aminoácidos en los experimentos detallados a continuación: glicina, L-isoleucina, L-prolina, 40 
D-alanina, ácido L-glutámico, L-serina, L-treonina, ácido L-aspártico, L-arginina, L-valina, L-leucina, L-glutamina, L-
triptófano y L-metionina (BDH), L-β-fenilalanina (Fisons) y L-cisteína (Fluka). La tirosina no se probó porque no se 
disolvió en agua destilada.  

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

Todas las disoluciones germinadoras contenían 0,4% (peso/volumen) del aminoácido (concentración de glicina 45 
usada en el estudio anterior (Wheeldon et al., 2008)) y con taurocolato sódico 13,8 mM (peso/volumen) (Sigma-
Aldrich, UK), (el doble de la concentración fisiológica en el duodeno (Leverrier et al., 2003)), que se disolvieron en 
agua destilada y esterilizaron en autoclave a 121ºC durante 15 minutos. Se probó también medio tioglicolato de 
fuerza doble (Oxid, UK) que contenía taurocolato sódico (ST) 13,8 mM para su comparación con las otras 
disoluciones germinadoras. Se añadieron después cien microlitros de cada disolución germinadora a 100 µL de 50 
esporas de C. difficile (que contenían 106 UFC/mL) y se mezclaron en vórtex minuciosamente. Después de una hora 
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todo el volumen de 200 µL se añadió a 9,8 mL de caldo Wilkins Chalgren (Oxoid, UK), se equilibró a 70ºC durante 
10 minutos o se refrigeró en hielo. Tras dilución apropiada se colocaron muestras de 1 mL en placas Petri estériles 
antes de la adición de 15 mL de Fastidious Anaerobe Agar fundido (FAA) (Lab M, UK), que contenían 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 anaeróbicas durante 48 horas, a 37ºC. Este método fue 5 
adaptado del de Levinson y Hyatt (1966).  

Determinación de la concentración óptima de aminoácidos requeridos para la germinación de esporas de C. difficile 

Se preparó arginina, ácido aspártico, 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 usó el mismo método que 10 
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 aminoácidos y taurocolato frente a la espora de seis cepas diferentes de C. difficile 

Arginina, ácido aspártico, glicina e histidina (a 20 mM peso/volumen) se añadieron por separado o en combinación a 
ST 13,8 mM (peso/volumen) y se disolvieron por calentamiento en agua destilada, antes de la esterilización en 15 
autoclave. El mismo método que el descrito anteriormente se usó para determinar la eficacia de estas disoluciones 
de aminoácidos 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 germinación de esporas de C. difficile 

Arginina, ácido aspártico, 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 ajustó a 5, 6, 7, 8 y 9 usando ácido clorhídrico antes de 20 
la esterilización por filtración (0,2 µm) o tratamiento en autoclave. Se usó el mismo método que anteriormente para 
probar cada disolución tamponada frente a las esporas de C. difficile NCTC 11204.  

Ejemplo 2 – Efecto de la disolución germinadora con agente antimicrobiano y de conservación sobre C. difficile 

Disolución germinadora 

Una disolución que contenía glicina, histidina, valina, ácido aspártico y arginina 100 mM (peso/volumen), taurocolato 25 
sódico 13,8 mM (peso/volumen), tampón Tris 100 mM (peso/volumen), cloruro de benzalconio al 0,04% 
(peso/volumen), alcohol bencílico al 2% (volumen/volumen) se completó hasta el volumen requerido con agua 
destilada y se ajustó a pH 7 usando ácido clorhídrico. La disolución se calentó y mezcló minuciosamente para 
disolver todos los componentes antes de la filtración a través de un tamaño de poro de 0,2 µm para esterilización. 
(Esta disolución es del doble de la fuerza de trabajo porque se diluye 1:2 durante el experimento).   30 

Preparación 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 contenía lo siguiente: 120 mL (volumen/volumen) de 
Tween 80, 25 mL (volumen/volumen) de metabisulfito sódico al 40%, 15,69 g (peso/volumen) de tiosulfato sódico 35 
pentahidrato, 10 g (peso/volumen) de L-cisteína, 4 g (peso/volumen) de lecitina y se completó hasta 1000 mL con 
agua destilada. El pH se ajustó a 7 y se trató en autoclave para esterilizar.  

Pruebas de la eficacia de germinación 

Se añadieron cien microlitros de la disolución germinadora (como se ha descrito anteriormente) a 100 µL de esporas 
de C. difficile (que contenían 106 UFC/mL) y se mezclaron en vórtex minuciosamente. Para el control, se mezclaron 40 
100 µL de agua destilada esterilizada con 100 µL de suspensión de esporas de C. difficile. Se incubaron también 
suspensiones de esporas con disoluciones que contenían cloruro de benzalconio y tampón Tris (sin aminoácidos y 
taurocolato) y una disolución que contenía los cinco aminoácidos y taurocolato (sin agentes antimicrobianos). 
Después de una hora todo el volumen de 200 µL se añadió a 9,8 mL de neutralizador (como se ha descrito 
anteriormente), se equilibró a 70ºC durante 10 minutos (choque térmico para eliminar las células en germinación) o 45 
se refrigeró en hielo (controles). Tras diluciones apropiadas se colocaron muestras de 1 mL en placas Petri estériles 
antes de la adición de 15 mL de Fastidious Anaerobe Agar (FAA) fundido (Lab M, UK), que contenían ST al 0,1% 
(peso/volumen) y sangre de caballo desfibrinada al 5% (volumen/volumen). Las placas se mezclaron 
minuciosamente antes de ser incubadas anaeróbicamente durante 48 horas, a 37ºC (miniMACS Anaerobic 
Workstation (Don Whitley Scientific Ltd)). Este método se adaptó de un estudio anterior de Levinson y Hyatt (1966). 50 

Resultados y discusión 

Eficacia de otros aminoácidos como co-germinadores con glicina frente a las esporas de C. difficile NCTC 11204. 
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 La incubación de esporas de C. difficile NCTC 11204 con arginina, ácido aspártico o histidina con glicina y ST 
produjeron grandes reducciones logarítmicas 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 
logarítmicas en UFC/mL de 1,72 (98,1%) y 1,62 (97,6%) respectivamente, que fueron similares a la de glicina y ST 
solamente (reducción logarítmica de 1,85 (98,6%)). Todos los demás aminoácidos probados produjeron reducciones 5 
logarítmicas más pequeñas que la de glicina y taurocolato sódico solamente.  

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

Cuando los cuatro aminoácidos más eficaces de la selección inicial (arginina, ácido aspártico, histidina y glicina) se 
colocaron conjuntamente en disolución con ST y se incubaron con esporas de C. difficile, se produjo una mayor 10 
reducción logarítmica en UFC/mL de 3,71 (99,9%) tras el choque térmico, en comparación con una reducción 
logarítmica inferior a uno producida por cada disolución cuando las esporas se incubaron con arginina, ácido 
aspártico o histidina con ST, pero sin glicina.  

Determinación de la concentración óptima de aminoácidos necesarios para las germinaciones de esporas de C. 
difficile 15 

La germinación de esporas de Clostridium difficile fue óptima en todas las cepas probadas cuando la concentración 
de aminoácidos estuvo comprendida entre 10 y 100 mM. Por debajo de esta concentración, la germinación de 
esporas de C. difficile se redujo significativamente con una reducción logarítmica inferior a uno observada a 0,1 mM 
y por debajo. En todas las cepas de C. difficile hubo una reducción significativa en UFC/mL observada cuando las 
esporas fueron expuestas a concentración 100 mM de aminoácidos sin choque térmico.  20 

Eficacia de aminoácidos y taurocolato sódico 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 aminoácidos en combinación con ST 
produjeron reducciones logarítmicas similares a las producidas cuando las esporas se expusieron a medio 
tioglicolato y ST. Tanto el ácido aspártico como la histidina aumentaron la reducción logarítmica en UFC/mL 
observada en cada cepa de ribotipo 027 cuando se combinan con glicina y taurocolato sódico, sin embargo la 25 
arginina no causó aumento adicional de la reducción logarítmica en UFC/mL cuando se añadió a glicina y ST. Como 
lo más interesante, las dos cepas cínicas (18040 y 15900) dieron reducciones logarítmicas significativamente 
mayores en respuesta al medio tioglicolato o los cuatro aminoácidos combinados con ST en comparación con la 
cepa R20291. 

Eficacia de aminoácidos y taurocolato sódico frente a las esporas de seis cepas diferentes de C. difficile 30 

Las mayores reducciones logarítmicas en UFC/mL se observaron con la cepa de referencia NCTC 11204 de C. 
difficile tras exposición a las disoluciones de aminoácidos y tioglicolato. El ribotipo PCR 001 dio valores muy 
similares de reducción logarítmica para la cepa R20291 de ribotipo PCR 207 en cada combinación diferente de la 
disolución germinadora probada. Por ejemplo, se produjeron reducciones logarítmicas en UFC/mL de 2,12 (99,2%) y 
1,98 (99%) en R20291 de ribotipo 001 y 027 de C. difficile, respectivamente, tras incubación con los cuatro 35 
aminoácidos y ST, seguida por choque térmico.  

Efecto del pH de disoluciones germinadoras tamponadas sobre la germinación de esporas de C. difficile NCTC 
11204 

El pH de la disolución germinadora tamponada afectó en gran medida a la reducción logarítmica en UFC/mL 
producida tras incubación con la disolución de aminoácidos (y ST), seguida por choque térmico. A un pH ácido de 5 40 
la disolución de germinación no produjo reducciones logarítmicas en UFC/mL, en donde se observó una reducción 
logarítmica de 3,32 en UFC/mL (99,9%) a un pH neutro de 6,98, que se encontró ser el pH óptimo. Un pH más 
alcalino de 8,81 disminuyó la reducción logarítmica observada en UFC/mL, pero en un grado mucho menor que el de 
un pH ácido.  

Efecto de la disolución germinadora con agente antimicrobiano y de conservación sobre C. difficile 45 

Se produjo una reducción logarítmica superior a 3 en UFC/mL (reducción de 99,9%) después de incubar esporas de 
C. difficile con una mezcla de aminoácidos y taurocolato en tampón Tris durante 1 hora seguido por choque térmico. 
Sin embargo, sin choque térmico hubo muy poca reducción (reducción logarítmica de 0,13) en el número de esporas 
restantes después de la incubación con la disolución de aminoácidos. La incubación de esporas de C. difficile con 
una disolución que contiene cloruro de benzalconio en Tris o alcohol bencílico en Tris indujo una reducción 50 
logarítmica 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 disolución que contiene aminoácidos, taurocolato, cloruro de benzalconio y 
alcohol bencílico en Tris hubo una reducción logarítmica de 2,77 en UFC/mL (reducción de 99,8%) con esporas 
tratadas con hielo y una reducción logarítmica de 2,99 en UFC/mL (reducción de 99,9%) con esporas de choque 
térmico.  55 
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Los inventores han demostrado también que el EDTA y clorohexidina inhiben la disolución germinadora, mientras 
que el cloruro de benzalconio y alcohol bencílico no afectan a la germinación. El cloruro de benzalconio y el alcohol 
bencílico no fueron esporicidas y no iniciaron la germinación. Las esporas no tratadas térmicamente fueron 
eliminadas después de 1 hora de incubación con cloruro de benzalconio, alcohol bencílico, aminoácido y taurocolato 
sódico y las esporas parecen eliminarse mientras germinan con la disolución germinadora que contiene cloruro de 5 
benzalconio y alcohol bencílico.  

El neutralizador resultó ser no tóxico frente a las células de C. difficile y otras bacterias y fue eficaz en la anulación 
de la actividad de los agentes antimicrobianos. Por tanto, la reducción en UFC/mL producida tras incubación de 1 
hora con cloruro de benzalconio, alcohol bencílico, aminoácido y taurocolato sódico no es probable que sea el 
resultado de un efecto “residual” en las placas de agar.  10 

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

Efecto inhibidor de la disolución de germinación sobre la formación de esporas 

Los resultados mostrados en las Figuras 9 y 10 indican que, después de 72 horas de cultivo en presencia de la 15 
disolución de germinación, el 100% del recuento es todavía 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 disolución de germinación de la invención evita la esporulación en las células vegetativas de C. difficile.  
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición antiséptica que comprende un germinante y un agente antimicrobiano, 

    en donde el germinante comprende taurocolato sódico, histidina, arginina, ácido aspártico y glicina, y 
    en donde el agente antimicrobiano comprende cloruro de benzalconio y alcohol bencílico. 

2. La composición de la reivindicación 1, en donde el germinante comprende además valina.  5 

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

4. La composición de cualquier reivindicación precedente en forma de un líquido, gel, espuma, atomizador o 
comprimido.  10 

5. Una bayeta antiséptica que comprende un material de tipo tejido, malla o gasa impregnado con una composición 
según cualquier reivindicación precedente. 

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

 15 
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