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DESCRIPCION
Procedimiento de control de protozoos que albergan bacterias

Campo de la invencién

El campo de la invencion se refiere a procedimientos para controlar los trofozoitos de protozoos que transportan o
albergan bacterias en sistemas acuosos. Mas particularmente, las realizaciones de la presente invencion se refieren
a procedimientos para controlar las bacterias envueltas dentro de protozoos en forma ameboide, incluyendo la
bacteria Legionella pneumophila.

Antecedentes de la invencion

Los patégenos bacterianos intracelulares, es decir, los patdégenos bacterianos que habitan en otras células o
microorganismos, son una causa importante de morbilidad y mortalidad humanas. Evadir entornos intracelulares
hostiles es una de las formas en que los patégenos pueden vivir dentro de una célula hospedadora, crecer simbidtica
o parasitariamente dentro de las células hospedadoras y, sin embargo, no ser destruidos o inhibidos por la célula
hospedadora. Estos parasitos han desarrollado formas de interactuar y superar los mecanismos de defensa natural
de las células hospedadoras.

Legionella pneumophila, una bacteria conocida por causar la enfermedad del legionario y la fiebre de Pontiac en
seres humanos es un parasito de este tipo. Mientras que las células de Legionella se pueden destruir facilmente si
se exponen a ciertos agentes quimicos y antibidticos, las Legionella también pueden encontrarse envueltas
(fagocitadas) dentro de ciertos huéspedes de protozoos. Las Legionella se encuentran también a menudo en
biopeliculas adsorbidas a superficies sdlidas en, por ejemplo, sistemas de distribucion de agua, torres de
enfriamiento, duchas, acuarios, rociadores, spas y bafios de limpieza. Los protozoos son raspadores naturales sobre
las superficies y envuelven y digieren las bacterias como parte de su ciclo de vida natural. En la mayoria de los
casos, los protozoos digieren estas bacterias a través del uso de enzimas digestivas en sus fagosomas (vacuolas
digestivas). En el caso de Legionella, sin embargo, este no es el caso. Los protozoos no son faciimente capaces de
degradar las células de Legionella envueltas, y de hecho, las Legionella crecen y aumentan su niUmero mientras que
estan protegidas dentro de los fagosomas de los protozoos. La legionelosis en los seres humanos se puede contraer
respirando aerosoles con Legionella que contienen, ya sea las células bacterianas de crecimiento libre, o ya sea
inhalando aerosoles de Legionella concentrada dentro de protozoos susceptibles. Un agente de control de
Legionella, por lo tanto, debe ser capaz de destruir las Legionella de crecimiento libre, las Legionella dentro de
protozoos, o los protozoos mismos. Los agentes descritos en la presente invencion son capaces de destruir las
Legionella de crecimiento libre y los protozoos hospedadores. Dos especies de protozoos capaces de albergar
Legionella infecciosas son Acanthamoeba 'y Tetrahymena.

Con el fin de controlar con eficacia la Legionella, ademas de destruir las de crecimiento libre o protozoos, se debe
tener en cuenta un factor adicional. Ciertos protozoos, particularmente, las formas ameboides, han desarrollado
mecanismos para sobrevivir en ambientes hostiles. Ejemplos de ambientes hostiles son la temperatura alta,
desecacion, presencia de agentes quimicos/antibiéticos, falta de fuentes de alimentacion, etc. Al encontrarse con un
ambiente hostil, estos protozoos vuelven a una forma de quiste que es muy dificil de destruir. La forma de quiste se
vuelve mucho menos susceptible a los agentes quimicos que destruyen facilmente el mismo organismo cuando esta
en forma no quistica (trofozoito). La introduccion de un agente de control quimico para eliminar Acanthamoeba en
realidad puede proporcionar un ambiente hostil al cual responde el protozoo volviendo a una forma de quiste,
volviéndolo invulnerable al agente quimico. Cuando el quiste contiene el patégeno Legionella, el agente quimico ya
no puede alcanzar las bacterias envueltas, y el tratamiento quimico se vuelve ineficaz. Como ejemplo, la cloracion o
blanqueo se considera esencial para controlar las Legionella en los sistemas de distribucion de agua. Las Legionella
expuestas se destruyen facilmente con niveles bajos de cloro libre (0,2-0,5 ug/ml).

Las Legionella infecciosas también pueden estar contenidas en los fagosomas de Acanthamoeba si estos protozoos
estan presentes. La Acanthamoeba, al detectar la presencia de cloro, vuelve a una forma de quiste, preservando y
protegiendo inadvertidamente los parasitos de Legionella envueltos en su interior. Los quistes de Acanthamoeba
tratados con > 500 veces (>100 ug/ml de cloro "libre") la concentracion requerida para destruir las formas de
trofozoito no se destruyen en la forma de quiste. Los quistes pueden volver a la forma de trofozoito activo después
de la eliminacion del oxidante.

Actualmente, existen agentes desactivadores de quistes en uso comercial en este momento. Aunque se conocen los
agentes de control o biocidas que destruyen o tratan eficazmante la bacteria Legionella, no existe ningun
procedimiento actualmente en uso que proporcione los medios para introducir eficazmente los biocidas o agentes de
control en los sistemas de agua en los que residen las bacterias Legionella y los protozoos que albergan la
Legionella y los quistes. Los agentes de control que destruyen los protozoos que albergan la Legionella proporcionan
una herramienta adicional muy necesaria para salvaguardar la salud de los trabajadores y del publico contra las
neumonias respiratorias que pueden resultar de la inhalacion de Legionella o quistes de protozoos que contienen la
Legionella. Por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 6.579.859 desvela el uso de sales de fosfonio de férmula general
(R1)sP+R@X en la que R¢ es un grupo alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, R» es un grupo n-alquilo que da de 8 a
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20 atomos de carbono y X es un anién que consiste en un haluro, sulfato, nitrato, nitrito, etc.

La publicacion de patente de EE.UU. n.° 2005/002710 ensefia la exposicién de los protozoos a sales de amonio
cuaternario, mientras que la publicaciéon de patente de EE.UU. n.° 2005/0080142 desvela el uso de sales de
guanidina o de biguanidina para controlar las bacterias de tipo Legionella en el estado de crecimiento libre asi como
cuando se envuelven en forma de trofozoito o Acanthamoeba en forma de quiste.

Sin embargo, el procedimiento de introducir estos agentes en las bacterias Legionella ha sido una barrera,
particularmente, bajo condiciones de trabajo reales. Por lo tanto, existe la necesidad de un medio para tomar los
agentes biocidas conocidos, tales como aquellos citados anteriormente, y ponerlos en contacto con las bacterias
Legionella de una manera que es €ficiente y eficaz, y que sera de uso comercial.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para destruir trofozoitos de protozoos de
acuerdo con la reivindicacion 1.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién se refiere a procedimientos para controlar los trofozoitos de protozoos que transportan o
albergan bacterias en sistemas acuosos. Mas particularmente, las realizaciones de la presente invencion se refieren
a procedimientos para controlar las bacterias envueltas dentro de protozoos en forma ameboide, incluyendo la
bacteria Legionella pneumophila.

La comprension del solicitante subyacente a la invencion es que, puesto que las bacterias Legionella se envuelven y
protegen dentro de los fagosomas de los protozoos, un agente destructor, biocida o agente de control de Legionella,
debe colocarse dentro de los protozoos, muy cerca de las células de Legionella sin causar que los protozoos
crezcan en una fase de quiste. Los "biocidas" pretenden incluir, pero sin limitacién, biocidas, composiciones de
biocidas, agentes destructores, agentes de control y combinaciones de los mismos.

Una realizacién proporciona un procedimiento para controlar los trofozoitos de los protozoos que comprende
encapsular un biocida, agente destructor o agente de control en una microcapsula o nanocapsula, y después
introducir la microcapsula o nanocapsula en un sistema acuoso en cantidades eficaces. Las microcapsulas o
nanocapsulas se producen y aplican en tamafios eficaces, es decir, de un tamafio para ser fagocitado por los
protozoos, tal como de aproximadamente 0,025 a aproximadamente 10 micrémetros. La microcapsula o
nanocapsula se produce de manera que tenga una composicion exterior adaptada para la digestion por dichos
protozoos. Los sistemas acuosos incluyen, pero sin limitacion, sistemas de distribucion de agua, torres de
enfriamiento, duchas, acuarios, rociadores, spas y bafios de limpieza. El biocida o agente se contiene dentro de un
nucleo de liposoma acuoso o atrapado dentro de las capas lipidicas hidréfobas. Posteriormente, los liposomas se
introducen en un sistema acuoso. Los liposomas son los cuerpos encapsulantes que contienen el biocida, o dichos
liposomas que contienen el biocida pueden ser ellos mismos encapsulados adicionalmente, por ejemplo, por una
cubierta fina de material protector. En este ultimo caso, la cubierta puede, por ejemplo, estar compuesta para
proporcionar una cobertura protectora temporal adicional para el liposoma, tal como una piel degradable, que mejora
la vida util del liposoma en el sistema de agua aunque se disuelve, se descompone o se deshace después de un
cierto tiempo o bajo ciertas condiciones, liberando los liposomas que pueden actuar después en los organismos
objetivo.

Las cantidades eficaces de la microcapsula o liposoma que contiene el biocida se introducen en un sistema acuoso
que contiene protozoos infectados. Los protozoos activos, la fase de trofozoito, después raspa las microcapsulas o
liposomas, confundiéndolos con las células bacterianas. Una vez incorporados en las células protozoarias, es decir,
una vez que se han fagocitado, la descomposicién enzimatica natural de la microcapsula o liposoma que contiene el
biocida por los protozoos dara como resultado la liberacion del biocida, agente destructor o agente de control en alta
concentracion en los protozoos, en proximidad directa con la Legionella envuelta. La muerte rapida de la Legionella
ocurrira a continuacion. La estructura de la superficie benigna del liposoma es adicionalmente ventajosa porque, a
diferencia de un agente de control tradicional, no debe inducir la formacién de quistes, lo que crea mas barreras al
tratamiento. En general, se espera que la capacidad de los agentes de control encapsulados para ser absorbidos
especificamente y dirigirse a los protozoos, permita que se agregue una concentracion relativamente baja de
material de tratamiento a un sistema de fluido y que sea mas eficaz que el uso de biocida libre, cuya eficacia
depende de su nivel en el fluido como un conjunto. Las cantidades eficaces de microcapsula o liposoma que
contiene el biocida dependera del biocida o agente incorporado en el mismo. Sin embargo, cantidades eficaces
incluyen de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 500 microgramos por mililitro, o alternativamente, de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 microgramos por mililitro.

Este procedimiento conducira también a la destruccion de los protozoos hospedadores por el biocida o agente. En el
caso de que los protozoos estén ya en la fase de quiste, la adicion de liposomas o microcapsulas preparadas con
tamafio de las células bacterianas y las caracteristicas de la membrana adecuadas puede inducir a los quistes a
desenquistarse o volver a la fase de trofozoito activo para aprovechar la nueva fuente de alimentacion. En ese
momento, ocurrira a continuacion el raspado y envoltura de los liposomas por los protozoos como se ha expuesto
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anteriormente.

Los liposomas, que son sistemas en los cuales se agregan los lipidos a un tampén acuoso para formar vesiculas,
estructuras que encierran un volumen, pueden fabricarse mediante un procedimiento conocido. Dichos
procedimientos pueden emplear, pero sin limitacion, inyeccion, extrusion (por ejemplo, extrusion por presion de un
biocida acuoso a través de una membrana porosa en el cuerpo lipidico o viceversa), sonicacion, procesadores de
microfluidos y mezcladores de rotor-estator. Los liposomas que contienen el biocida deberian producirse en tamarios
que imitan las células bacterianas, de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 15 u, o alternativamente, de
aproximadamente 0,1 a 10,0 y. De manera similar, el agente puede ser encapsulado dentro de otras fases de aceite
o similares a aceite mediante procedimientos de encapsulacién conocidos, con el fin de tener una o mas capas
externas protectoras que definen la vida util de la microcapsula, las caracteristicas de administracion y el entorno de
utilizacion.

Cualquier biocida o agente destructor disponible podria usarse en los presentes procedimientos, que incluyen, pero
sin limitacion, sales de guanidina o de biguanidina, sales de amonio cuaternario y sales de fosfonio. Ejemplos de
sales de guanidina o de biguanidina de férmulas generales:

NH
H ” Ho
R N C N X
(o]
NH NH NH NH
T TR T T
RI_N C N C N RT N C N C N R X
n
(o]
NH NH NH NH __
/N
cl N—— C——N—— C——N——(CHy),—N N N

_ \ /

en la que R, R', R? son independientemente H, alquilo (lineal o ramificado) o arilo C4-Cy substituido o no substituido,
X es un acido organico o inorganico, n es 0-20 y z es 1-12.

Los ejemplos de férmula general de las sales de fosfonio aceptables comprenden (R1);P+R@X" en la que Ry es un
grupo alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, R. es un grupo n-alquilo que da de 8 a 20 atomos de carbono y X es un
anion que consiste en un haluro, sulfato, nitrato, nitrito y combinaciones de los mismos.

Una férmula alternativa proporciona que R es un grupo alquilo que tiene de 1-8 carbonos, Rz es un grupo n-alquilo
que tiene 6-20 grupos de carbono y X es un anién tal como haluros, sulfatos, nitratos, nitritos y mezclas de los
mismos. Preferentemente, X- es cloruro, bromuro, yoduro, SOs %, y NO3", NO2” 0 mezclas de los mismos.

Otra realizacion proporciona que R1 y R2 son grupos hidroxialquilo que tienen de 1-4 carbonos y X" es un anion tal
como haluros, sulfatos, nitratos, nitritos y mezclas de los mismos. Preferentemente, X es cloruro, bromuro, yoduro,
S047, y NO3-, NO2" 0 mezclas de los mismos.

Las sales de amonio cuaternario son otro ejemplo de un biocida o agente que puede encapsularse o fabricarse en
un nucleo de liposoma, y son de férmula general

112
R; - \\T - CH; — anillo de bencilo  X-
R3

en la que Ry es un grupo n-alquilo de longitud de cadena Cs-C1s; R2 y Rs son CHs o un grupo n-alquilo de longitud de
cadena C,-Cg y X es un anion tal como haluros, sulfatos, nitratos, nitritos y mezclas de los mismos.

4



ES 2713082 T3

Una realizacién alternativa de la presente invencidén proporciona un procedimiento para controlar otras especies
bacterianas o protozoos portadores de infecciones, que incluyen, pero sin limitacién, aquellos que dan como
resultado la disenteria amebiana, malaria, giardiasis, tricomoniasis, Criptosporidiosis y otros protozoos patdgenos.
Ademas, los liposomas o microcapsulas que contienen el biocida pueden usarse en una medida de solucion de
problemas o proactiva, tratando los sistemas acuosos no infectados para que estén listos para atacar tan pronto
como los protozoos infectados comiencen a aparecer en nimeros infectivos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de destruccion de trofozoitos de protozoos que comprende encapsular al menos un biocida o al
menos una composicion de biocida en una microcapsula o nanocapsula que tiene una composicién exterior
adaptada para la digestion por dichos protozoos, e introducir las microcapsulas o nanocapsulas que contienen el
biocida en un sistema acuoso en una cantidad eficaz de 0,05 a 500 microgramos por mililitro, que comprende
fabricar un liposoma que incorpora un biocida en su nucleo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dichos protozoos contienen bacterias de tipo Legionella.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el biocida se selecciona del grupo que consiste en sales de
guanidina o de biguanidina, sales de amonio cuaternario y sales de fosfonio.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la cantidad eficaz del biocida introducido en el sistema acuoso
es de 0,1 a 100 microgramos por mililitro.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sistema acuoso se selecciona entre el grupo que consiste en
sistemas de distribucién de agua potable y no potable, torres de enfriamiento, duchas, acuarios, rociadores, spas,
tuberias y bafios de limpieza.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que las capsulas se producen y aplican en tamarios de 0,025 a 10
micrémetros.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los liposomas se producen y aplican en tamafios de diametro de
0,025 a 10 micrometros.
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