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DESCRIPCION

Descontaminacién de superficies contaminadas con material infectado con priones con formulaciones basadas en
agente oxidante.

Antecedentes de la invencion

La presente solicitud se refiere a la desactivacion de priones. Encuentra aplicacion particular en relacién a la de-
sactivacion de materiales infectados con priones de instrumentos médicos y quirdrgicos y se describird con particular
referencia a los mismos. No obstante, debe apreciarse que la presente invencién también encontrara aplicacién en rela-
cidn a la descontaminacién de otras superficie contaminadas con material infectado con priones tal como instalaciones
de preparacién de productos farmacéuticos, instalaciones de procesamiento de alimentos, instalaciones de investiga-
cién de animales de laboratorio, incluyendo suelos, superficies de trabajo, equipos, jaulas, tanques de fermentacion,
lineas de fluido y similares.

Los priones son agentes infecciosos proteinicos que provocan enfermedades cerebrales letales similares, conocidas
como encefalopatias espongiformes transmisibles (EET). Estas enfermedades incluyen la enfermedad de Creutzfeld-
Jakob (CJD) en seres humanos, la encefalopatia espongiforme bovina (BSE) en ganado bovino, también conocida
como la enfermedad de las “vacas locas” en seres humanos, tembladera de las ovejas en ganado ovino y enfermedad
de Wasting en ciervos y ciervos canadienses. Estas enfermedades se caracterizan por tiempos iniciales de incubacién
prolongados. Una vez que se manifiestan sintomas neuroldgicos, tal como demencia o pérdida de coordinacién, sigue
una relativamente rapida degradacion neuroldgica que conduce a la muerte. Se cree que los priones son una forma
anomala de una proteina que se encuentra normalmente en el huésped. No obstante, a diferencia de la forma normal
de la proteina, el huésped es incapaz de degradar la forma anémala. Las proteinas anémalas se acumulan, en particular
en el tejido nervioso, provocando finalmente la muerte de las células nerviosas.

Aunque no se consideran altamente contagiosas, las enfermedades causadas por priones se pueden transmitir a
través de ciertos tejidos de alto riesgo, incluyendo el cerebro, médula espinal, liquidos cefalorraquideos y el ojo.
Después de una intervencién quirtirgica en un paciente infectado con priones puede quedar residuo que contiene
priones sobre los instrumentos quirdrgicos, particularmente instrumentos neuroquirtirgicos y oftalmolégicos. Durante
el prolongado periodo de incubacién, es extremadamente dificil determinar si un candidato quirtrgico es un portador
de priones.

Los priones son muy resistentes a la desactivaciéon. A diferencia de los microorganismos, los priones no tienen
ADN o ARN que destruir o alterar. Debido a su naturaleza hidréfoba, los priones tienden a agregarse en grumos
insolubles. En muchas condiciones que conducen a esterilizacion satisfactoria en microorganismos, los priones forman
grumos mas apretados que los protegen a si mismos y a priones subyacentes del procedimiento de esterilizacion.
El protocolo de la Organizacién Mundial de la Salud (1997) para la desactivacién de priones requiere sumergir el
instrumento en hidréxido o hipoclorito de sodio concentrado durante dos horas seguidas de una hora en autoclave.
Este procedimiento es, l6gicamente, dafiino para muchos instrumentos médicos y destructivo para otros.

La presente solicitud proporciona una nueva y mejorada técnica de desactivacién de priones que supera los proble-
mas anteriormente mencionados y otros.

Una técnica anterior relevante se describe en
DI1: XP 1092854 K. Antloga y col., “Prion Disease and Medical Devices”.
ASAIO J., PP S69-S72 (2000);

D2: XP 2228686 J. C. Darbord, “Inactivation of Prions in Daily Medical Practice.” Biomed. & Pharmacoether Vol.
54, pp. 34-38 (1999).

D3: XP8012867 W.A. Rutala, y col. “Creutzfeld Jakob Diseases: Recommendations for Disinfection and Sterili-
zation”.

El documento D1 propone un procedimiento para tratar dispositivos médicos contaminados con priones mediante
tratamiento con esterilizante STERIS 20 TM a 50-56°C como alternativa al tratamiento convencional de tratamiento
en autoclave e inmersién en un hidréxido de sodio fuerte durante una hora o dos (p. 570, col. 2, par. 1).

El documento D2 describe que s6lo se han reconocido tres tipos de tratamiento como eficaces contra priones,
concretamente: esterilizacién con vapor, lejia e hidréxido de sodio, opcionalmente con calor (pdgina 36). Otros trata-
mientos, tales como detergentes, dcido peracético y esterilizacién con gas-plasma se reconocen como ineficaces.

El documento D3 enumera el dcido peracético entre aquellos productos quimicos que se demuestra que son inefica-
ces en la inactivacion de priones (tabla 4, pagina 1352). El documento D3 describe un procedimiento de limpieza para
instrumentos quirdrgicos contaminados con tejidos de alto riesgo, tales como aquellos de pacientes con enfermedad
de Creutzfeld Jakob conocida o sospechada (CJD).
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Resumen de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un procedimiento de desactivacion de priones. El procedi-
miento incluye pretratar superficies que portan material infectado con priones con un limpiador alcalino que ataca los
priones y tratar las superficies con un agente oxidante en una forma liquida y gaseosa, incluyendo el agente oxidante
acido peracético.

Segtin un aspecto mas limitado de la presente invencion, el agente oxidante estd en forma liquida en solucién con
tensioactivos que abren las moléculas de priones y permiten que el agente oxidante degrade las proteinas de forma
mas eficaz.

Segtin otro aspecto ain mas limitado de la presente invencidn, la solucién liquida de agente oxidante se mantiene
a aproximadamente 53-57°C.

Seglin otro aspecto atin mds limitado de la presente invencidn, el agente oxidante estd tamponado a un pH aproxi-
madamente neutro.

Segtin otro aspecto mds limitado de la presente invencidn, el instrumento se trata con el agente oxidante liquido
durante menos de 12 minutos.

Una ventaja de la presente invencion es que es respetuosa con los instrumentos.
Otra ventaja de la presente invencion es que desactiva los priones de forma rapida y eficaz.
Otra ventaja de la presente invencion es que es compatible con una amplia variedad de materiales y dispositivos.

Para aquellos expertos habituales en la materia serdn evidentes otras ventajas adicionales de la presente invencién
al leer y comprender la siguiente descripcién detallada de las formas de realizacion preferidas.

Breve descripcion de los dibujos

La invencién puede tomar forma en varios componentes y disposiciones de componentes y en varias etapas y
disposiciones de etapas. Los dibujos son unicamente a fines de ilustrar una forma de realizacién preferida y no deben
considerarse limitantes de la invencién.

la fig. 1 ilustra la eliminacién de material proteinico con varias composiciones limpiadoras;
la fig. 2 representa graficamente material proteinico frente a alcalinidad;

la fig. 3 compara el efecto de la concentracién de NaOH solo (curva superior) y de la alcalinidad total (curva
inferior) en las formulaciones limpiadoras en eliminacién de material proteinico;

la fig. 4 compara la eficacia de varias composiciones limpiadoras en la reduccién de un modelo de prién (IFDO);

la fig. 5 compara el efecto de la concentracién de dcido peracético en la reduccién de un modelo de prién (IFDO)
y

la fig. 6 compara el efecto de la temperatura de 4cido peracético en la reduccién de un modelo de prién (IFDO).
Descripcion detallada de las formas de realizacion preferidas

Se someten instrumentos u otros objetos que portan material que puede estar contaminado con priones a una
operacion de limpieza usando un limpiador alcalino. El limpiador se forma preferiblemente mediante dilucién de
un concentrado que incluye un agente limpiador alcalino, y opcionalmente incluye uno o mds de los siguientes: un
tensioactivo, un polimero catiénico, un agente quelante, un agente anti-redeposicién, un polimero catiénico y un
inhibidor de la corrosién.

El agente limpiador alcalino es preferiblemente un hidréxido de un metal alcalino o alcalinotérreo. Son agentes
limpiadores ejemplares hidréxido de potasio e hidréxido de sodio. El hidréxido esta presente preferiblemente desde
20-60% en peso del concentrado.

El agente quelante se proporciona para quelar sales de la dureza del agua, tales como sales de calcio y magnesio,
que se depositan sobre el equipamiento que se va a limpiar. Los agentes quelantes adecuados incluyen, pero no estan
limitados a polimeros basados en dcido carboxilico, tales como poli(dcido acrilico) y dcido etilendiaminotetraacético
(EDTA) o sales de los mismos. El hexametafosfato de sodio, discutido a continuacién, también actia como un agente
quelante en cierta medida. El agente quelante estd preferiblemente presente desde aproximadamente 1-15% en peso
del concentrado. Una composicién de concentrado preferida incluye 2-10% en peso de Na-EDTA y 0,1-30% en peso
de poli(acido acrilico).
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El tensioactivo se selecciona del grupo constituido por tensioactivos anidnicos, catidnicos, no i6énicos y de ién
bipolar para potenciar el rendimiento de limpieza. Los ejemplos de dichos tensioactivos incluyen, pero no se limitan
a sales solubles en agua o monosulfatos de monoglicéridos de dcido graso superior, tales como la sal de sido del
monoglicérido monosulfatado de 4cidos grasos de aceite de coco hidrogenado, sulfatos de alquilo superior, tal como
laurilsulfato de sodio, sulfonatos de alquilarilo, tales como dodecilbencenosulfonato de sodio, sulfoacetatos de alquilo
superior, ésteres de dcido graso superior de 1,2-dihidroxipropanosulfonatos y las acilamidas sustancialmente saturadas
alifaticas superiores de compuestos de dcido aminocarboxilico alifdticos inferiores, tales como aquellos que tienen
12 a 16 dtomos de carbono en los radicales acido graso, alquilo o acilo, y similares. Son ejemplos de las amidas
mencionadas en ultimo lugar N-lauroilsarcosina y las sales de sodio, potasio y etanolamina de N-lauroil, N-miristoil
o N-palmitoil sarcosina.

Son ejemplos adicionales los productos de condensacién de 6xido de etileno con varios compuestos que contienen
hidrégeno reactivo, reactivos con el mismo, que tienen cadenas largas hidréfobas (por ejemplo, cadenas aliféticas de
aproximadamente 12 a 20 dtomos de carbono), conteniendo los productos de condensacion (“etoxdmeros”) restos de
polioxietileno hidréfilos, tales como productos de condensacién de poli(6xido de etileno) con dcidos grasos, alcoholes
grasos, amidas grasas, alcoholes polivalentes (por ejemplo, monoestearato de sorbitan) y 6xidos de polipropileno (por
ejemplo, materiales plurénicos).

Son tensioactivos anféteros adecuados anfocarboxilatos de alquilo tales como tensioactivos de anfocarboxila-
to C-8 mixtos. Un concentrado preferido incluye anfocarboxilatos C-8 mixtos a una concentracion de 0-5% en
peso.

El agente anti-redeposicién inhibe la redeposicién de suciedad sobre el equipamiento. Los agentes anti-redepo-
siciéon adecuados incluyen gluconatos, tales como gluconato de sodio y sales citrato. El poli(dcido acrilico) también
actda como un agente anti-redeposicién. El agente anti-redeposicion estd preferiblemente a una concentracién de 1-
10% en peso de la composicién de concentrado. Una composicidn particularmente preferida incluye poli(acido acri-
lico) a una concentracién de 0,1-3% en peso, mds preferiblemente aproximadamente 0,3% en peso, y gluconato de
sodio a una concentracién de 1-10% en peso, mds preferiblemente aproximadamente 1-5% en peso de la composi-
cion.

El polimero catiénico ayuda a mantener compuestos de magnesio, silicato y cinc en solucién, mantiene a los
inhibidores de la corrosién en solucién y ayuda a prevenir la precipitacion de la dureza del agua y la deposicién
sobre las superficies del equipamiento de limpieza cuando se usan las composiciones limpiadoras de esta invencién
en agua dura. Son ejemplares de tales polimeros catiénicos polimeros carboxilados que pueden categorizarse de for-
ma genérica como polimeros de dcido carboxilico solubles en agua, tales como poli(dcidos acrilicos) o poli(acidos
metacrilicos) o polimeros de adicién de vinilo. Son ejemplos de los polimeros de adicién de vinilo contemplados co-
polimeros de anhidrido maleico como con acetato de vinilo, estireno, etileno, isobutileno, acido acrilico y éteres de
vinilo.

Son polimeros catiénicos ejemplares homopolimeros o copolimeros de sales de amonio de dialquildialilo (por
ejemplo, haluro) tales como homopolimero de cloruro de dimetildialilamonio, copolimero de cloruro de dimetildia-
lilamonio/acrilamida, copolimero de cloruro de dimetildialilamonio/dcido acrilico y copolimeros de vinilimidazolvi-
nilpirrolidona. Otros polimeros catiénicos adecuados no celuldsicos se describen en el diccionario de ingredientes
cosméticos de la CTFA con la denominacién “Polyquaternium” seguida de un niimero entero. Todos los polimeros
descritos anteriormente son solubles en agua o al menos dispersables coloidalmente en agua. Tales polimeros carbo-
xilados de bajo peso molecular, intervalo de peso molecular de aproximadamente 1.000 a menos de 100.000, acttian
como agentes antinucleacion para prevenir que el carbonato forme deposiciones indeseables en tanques de lavado. Es
representativo el Polyquaternium 7, un copolimero de cloruro de dimetildialilamonio/acrilamida. El polimero catiéni-
co esté presente preferiblemente a 0-10% en peso del concentrado.

Son inhibidores de la corrosién de metales ejemplares sales de 4cido silicico y sales de 4cido fosférico en una
cantidad de aproximadamente 0-10% en peso del concentrado.

El concentrado limpiador incluye opcionalmente un nivel bajo de un agente antimicrobiano, tal como un fenol,
compuesto de amonio cuaternario o agente oxidante, por ejemplo, hipoclorito de sodio, peréxido de hidrégeno o 4cido
peracético.
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En la tabla 1 es un concentrado limpiador alcalino preferido.

TABLA 1

Ingrediente

Intervalo recomendado, % en
peso del concentrado

dimetildialilamonio Yy
acrilamida (Polyquaternium
7)

hidréxido de potasio al 45% 45-90
sal tetrasddica de &cido|1-20
etilendiaminotetraacético

(EDTA) al 40%

gluconato de sodio 0-7
homopoliero de acido 2-11-20
propenoico (poli(acido
acrilico)) al 30%

anfocarpboxilatos C-8 mixtos 0-5
hexametafosfatc de sodio 0-10 .
sal de sodio de acido | 0-10
silicico al 40%

homopolimero de acido | 1-20
acrilico al 48%

copolimero de <cloruro de|0-10

En particular, en la tabla 2 se especifican las siguientes formulaciones

TABLA 2
Componente Formulacién A % | Formulacid
en peso en el n B % en
concentrado peso en el
limpiador concentrad
o
limpiador
hidréxido de potasio al 45% 69 46
sal tetrasdédica de Aacido| 20 10
etilendiaminotetraacético al
40%
gluconato de sodio 1
homopoliero de acido 2-
propenoico (poli(acido
acrilico)) al 30%
anfocarboxilatos C-8 mixtos 2
hexametafosfato de sodio 0 10
agua reblandecida 7 26
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Para llevar a cabo la operacién de limpieza, los productos se diluyen en agua a aproximadamente 8-16 cc/litro a
30 a 65°C durante 2 a 30 minutos. Un ciclo global tipico en un lavador automético puede incluir un prelavado de dos
minutos con agua a 30 a 65°C, un lavado de 2-3 minutos con el limpiador alcalino a 8-16 cc/litro, un aclarado de 15
minutos en agua, un aclarado térmico de un minuto a 30 a 65°C y finalmente una etapa de secado (si se requiere). Un
ciclo adicional puede implicar simplemente un preaclarado, limpieza alcalina y aclarado posterior como se ha descrito
anteriormente.

El concentrado limpiador incluye opcionalmente un nivel bajo de un agente antimicrobiano, tal como un fenol,
compuesto de amonio cuaternario o agentes oxidantes, por ejemplo, hipoclorito de sodio, peréxido de hidrégeno, o
acido peracético.

También se contemplan otros limpiadores. Los limpiadores se dividen en varias categorias. Los limpiadores enzi-
maticos incluyen proteasas, lipasas y otras enzimas activas para ayudar en la degradacion de tejido o suciedad sobre
una superficie. Estos productos colaboran en la eliminacién de priones y otros materiales proteinicos, pero general-
mente carecen de eficacia frente a priones, es decir, los priones son resistentes a la proteasa. Los limpiadores no
enzimaticos se pueden dividir en productos neutros, dcidos y basados en dlcali. Estos limpiadores incluyen una va-
riedad de excipientes que ayudan en la eliminacién de suciedad de una superficie, tal como agentes humectantes y
tensioactivos.

Se ensayaron agentes limpiadores con una gama de pH frente a un modelo de priones respecto a la eficacia de
eliminacién de priones. Mas especificamente, se preparé una solucién de BSA al 5% y se pipetearon 2 ml en cada uno
de cupones de acero inoxidable. Estos cupones se secaron a 43°C en un horno durante una hora, se enfriaron a tempera-
tura ambiente y se pesaron. En estas condiciones de secado, la albimina de suero bovino adopta una conformacién de
gran lamina S que es similar a las protefnas pridnicas infecciosas. Los cupones se lavaron en un lavador/desinfectante
STERIS 444™ uysando su ciclo de instrumento, pero con diferentes composiciones limpiadoras. El ciclo de instru-
mento incluye un prelavado de 2 minutos, un lavado de 2 minutos a 65°C, un aclarado, un aclarado térmico y un
ciclo de secado. Después del ciclo, los cupones se retiraron del lavador, se secaron y se pesaron. La figura 1 muestra
la cantidad de material eliminado en el ciclo de lavado, en la que las composiciones A, B, C y D son limpiadores
alcalinos con alcalinidad decreciente de A a D, la composicién E es un limpiador neutro (Renu-Klenz™, obtenible
de STERIS Corp., Mentor OH), la composicién F es un limpiador dcido (CIP-220™, obtenible de STERIS Corp.) y
la composicién G es un mero control de agua. La figura 2 es un grafico del material eliminado frente a la alcalinidad
total en partes por millén. Como se muestra en la figura 2, hay una fuerte correlacion entre la cantidad de material
eliminado y la alcalinidad, incrementdndose la cantidad con la alcalinidad total de la composicién limpiadora.

La composiciéon limpiadora usada como se ha descrito elimina materia proteinica fijada incluyendo grumos de
proteina. Cualquier sustancia proteinica restante estd en forma de una fina pelicula a la que penetra mas facilmente el
agente de desactivacion en una etapa de desactivacion consiguiente. Ademds, el limpiador alcalino preferido da como
resultado una destruccién de aproximadamente 50% de priones en la pelicula residual que no se elimina durante la
etapa de limpieza.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Se desarrollaron formulaciones limpiadoras alcalinas optimizadas basadas en la tabla 1 y se analizaron como se ha
descrito anteriormente con los siguientes resultados:

TABLA 3
Formulacidn Proteina Desviacién Equivalentes
media tipica [KOH], M, en
eliminada agua
(mg/cm?)
Control de 0,5 0,04 0
agua
Alcalina 1 2,36 0,57 0,020
Alcalina 2 4,18 0,52 0,033
(A)
Alcalina 3 2,97 0,75 0,031
Alcalina 4 2,52 0,29 0,029
Alcalina &5 3,56 0,18 0,035
Alcalina 6 2,44 0,49 0,020
Alcalina 7 2,32 0,30 0,020
Alcalina 8 3,11 0,17 0,033
Alcalina 9 2,85 0,74 0,034
Alcalina 10 3,46 0,55 0,034
Alcalina 11 3,53 0,52 No
determinado
Alcalina 12 4 06 0,40 No
(B) ! determinado
Alcalina 13 3 34 0,42 No
! determinado
Alcalina 14 3 49 0,20 No
’ determinado
Alcalina 15 3 28 0,75 No
! determinado

Las composiciones de las formulaciones mas eficaces (marcadas como A y B) se especifican anteriormente en la
tabla 2.

La eficacia de eliminacién de proteinas no es sélo una funcién de la alcalinidad en estas formulaciones optimi-
zadas, sino de los otros componentes de la composicién. Esto se muestra en la figura 3. Las formulaciones estin
compuestas principalmente de tres partes componentes: ingredientes de alcalinidad, ingredientes de control del agua
y tensioactivos. Los ingredientes de alcalinidad también pueden actuar como agentes de control del agua. Por ejem-
plo, el EDTA contribuye tanto a las caracteristicas de alcalinidad como de control del agua de las formulaciones. Los
agentes de control del agua se incluyen preferiblemente porque la calidad del agua usada Para limpiar superficies varia
considerablemente y puede afectar de lo contrario a la eficacia de una formulacién dada. Un ejemplo es la dureza del
agua, que muestra solubilidad inversa, cuanto mayor es la temperatura, menos solubles son las sales de la dureza del
agua. Las sales de la dureza del agua también son menos solubles a valores de pH mayores. Por lo tanto, el EDTA u
otros agentes quelantes se emplean preferiblemente para mantener las sales de la dureza en solucién. Las tres partes
componentes anteriores se cree que funcionan de forma sinérgica para permitir que la formulacién limpie superficies.

Esto se demuestra en la figura 3, que compara los equivalentes de alcalinidad de nueve formulaciones comerciales a la
del KOH solo como la fuente de alcalinidad.
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Se evalué el efecto de la alcalinidad sola afiadiendo la proporcién correspondiente de hidréxido de potasio (KOH)
al lavador y ensayando como se ha descrito anteriormente. Aunque el efecto de la alcalinidad (expresada como la
molaridad de KOH) era significativo (como se demuestra en la curva inferior), las formulaciones ensayadas (ejemplos
1 a 9 de la tabla 3) demostraron una eficacia potenciada de eliminacion de proteinas.

Los autores de la presente invencidén han descubierto que la seleccién apropiada de la composicién limpiadora
no sélo elimina priones y otros materiales proteinicos, sino que desactivan al menos parcialmente los priones. En
particular, los limpiadores alcalinos son mds eficaces en la desactivacién de priones que los limpiadores enzimaticos,
neutros o dcidos.

Se ensayd una variedad de limpiadores frente a un modelo de priones en el que se cultivd un organismo de-
pendiente de fluido iliaco (IFDO, por sus siglas en inglés) en caldo de cultivo basado en Micoplasma modificado,
se cuantific6 mediante diluciones seriadas y se dispuso en placas en un agar similar. Las formulaciones se prepara-
ron en agua y se suspendié una alicuota del IFDO en cada una de ellas. Las soluciones de ensayo se incubaron a
40°C durante 30 minutos, se muestrearon por alicuotas y se cuantificaron mediante dilucién seriada y disponiéndose
en placas en un agar de Micoplasma modificado. Después de incubar a 37°C durante 48 horas, las placas se conta-
ron y se obtuvieron reducciones log en el IFDO presente. Estos resultados de ensayo se ilustran en la figura 4, en
la que el limpiador A es un control simplemente de agua, el limpiador B es un limpiador alcalino (CIP150™), el
limpiador C es un segundo limpiador ligeramente menos alcalino (CIP100™), los limpiadores D (Klenzyme™) y E
(Enzycare 2™) son limpiadores enziméticos, los limpiadores F (Renu-Klenz™) y G (NpH-Klentz™) son limpiadores
neutros y el limpiador H (CIP 220™) es un limpiador dcido (cada uno de los limpiadores ensayados se obtuvo de
STERIS Corp.).

Por lo tanto, los limpiadores alcalinos no s6lo son mds eficaces en la eliminacion de material pridnico, sino que
también son significativamente mas eficaces en desactivar el material pridénico que pueda quedar, asi como el material
priénico eliminado atin en solucién.

Después de la etapa de limpieza, los instrumentos u otros objetos son sometidos a una etapa de desactivacién
de priones. Durante la etapa de desactivacidon de priones, los objetos se ponen en contacto con un agente oxidante
gaseoso o liquido. Preferiblemente los objetos se sumergen en un agente oxidante liquido que se hace circular sobre
todas las superficies y a través de cualquier conducto o cavidad interno. Como alternativa, el agente oxidante liquido se
pulveriza sobre todas las superficies del objeto que se va a someter a desactivacion de priones. Como otra alternativa,
el agente oxidante se suministra en forma gaseosa o de vapor. En una forma de realizacién preferida, el agente oxidante
incluye un perecido, tal como écido peracético. No obstante, también se contemplan otros oxidantes fuertes tal como
hipoclorito o peréxido de hidrégeno.

En una forma de realizacion preferida, se hace circular una solucién basada en agua de agentes anti-corrosivos
que estan exentos de metales pesados que tienden a degradar el 4cido acético y otros oxidantes, agentes quelantes
o secuestrantes, tensioactivos que son eficaces para desenrollar las hebras retorcidas de priones y un tampén de pH
sobre todas las superficies de los objetos. Entonces se afiade acido peracético a la solucién, bien en forma liquida o en
horma de reactivos que reaccionan para formar dcido peracético. El dcido peracético se afiade en cantidad suficiente
para llevar su concentracién en la solucién hasta 1.000-3.000 ppm, mds preferiblemente 2.000-2.500 ppm.

Con vistas mas especificamente a la formulacién especifica, los inhibidores de la corrosién estan exentos de metales
pesados, tales como molibdeno, cromo, cobalto, vanadio y hierro, que son excelentes inhibidores de la corrosién pero
tienden a degradar el 4cido peracético. Los inhibidores de la corrosién preferidos incluyen sulfatos y boratos para
proteger aluminio y acero, incluyendo acero inoxidable, frente a la corrosién. También son inhibidores de la corrosién
de aluminio preferidos 8-hidroxiquinolina y orto-fenilfenol. Son inhibidores de la corrosién de cobre y latén preferidos
inhibidores de la corrosién orgdnicos tales como azoles, benzoatos, tolitriazole y mercaptobenzotiazol. Las zeolitas y
fosfatos, que se discuten con mayor detalle a continuacion junto con el sistema de tampén también inhiben la corrosion,
particularmente en metales férricos.

Un sistema de tampén tampona el pH de la solucién a un pH casi neutro, preferiblemente un pH de 6,5-8, mas
preferiblemente 6,5-6,6.

En la forma de realizacion preferida, el sistema de tampdn incluye fosfatos, particularmente fosfato monosddico,
fosfato disédico, hexametafosfato sédico y los equivalentes potdsicos de los mismos. De la forma mas preferible, el
sistema de tampdn incluye una mezcla de dos o mds fosfatos, tal como fosfato monosédico, que es relativamente dcido,
y fosfato disédico, que tiene un pH mayor. La proporcién se determina para alcanzar el pH seleccionado.

En otra forma de realizacidn, el sistema de tamp6n incluye uno o mas silicatos de sodio o zeolitas en lugar de
uno o todos los fosfatos. Las zeolitas se usan de nuevo para tamponar la solucién al pH seleccionado. Las zeolitas
tienen la ventaja afiadida de funcionar también como tensioactivos que reducen la tensidn superficial de la solucién
descontaminante para aumentar la eliminacién de suciedad y para ayudar a desenvolver las moléculas de priones.
Las zeolitas tienen la ventaja adicional de que proporcionan inhibicién de la corrosién a ataques alcalinos sobre
superficies. Las zeolitas tienen la férmula general Na,0.(Si0,),, en la que x es la proporcion de silice a dlcali y es el
intervalo de 0,4:1 a 4,0:1, preferiblemente en el intervalo de 1,60:1 a 3,25:1. Las zeolitas adecuadas incluyen zeolitas
comercializadas con los nombres comerciales AD40NX y METSO, disponibles de PQ Corporation de Valley Forge,
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Pennsylvenia. Las composiciones preferidas incluyen 10-90% en peso de zeolitas, mas preferiblemente alrededor de
20-50%.

Otros tampones preferidos incluyen dcido citrico o sales del mismo.

Cuando el agua de dilucién es relativamente dura, contiene sales de calcio y magnesio que tienden a precipitar y
dejar depdsitos sobre los instrumentos y piezas del sistema. Con el fin de inhibir tal precipitacion, se incluyen uno o
mas quelantes o agentes secuestrantes (denominados en el presente documento de forma general agentes quelantes)
para formar complejos con los metales en estas sales. Los agentes quelantes adecuados incluyen dcido etilendiaminote-
traacético (EDTA) y sales del mismo, acido nitrilotriacético y sales del mismo, poliacrilatos de sodio y combinaciones
de los mismos. Los agentes quelantes, tales como hexametafosfato de sodio también se prefieren. Por supuesto, si la
solucién se forma con agua desionizada se pueden eliminar los agentes quelantes. Para adaptarse a varios sistemas
de agua urbanos, la composicién contiene preferiblemente un total de aproximadamente 1-30% en peso de agentes
quelantes, mds preferiblemente 10-15%.

El agente reductor de la tension superficial, es decir, un agente humectante o tensioactivo, se afiade a la composicién
para aumentar la penetracion en hendiduras y para desenrollar y abrir los filamentos de priones. Se contemplan varios
agentes reductores de la energia superficial, incluyendo tensioactivos aniénicos, catiénicos, no iénicos, anféteros y/o
de i6n bipolar. Los agentes humectantes no idnicos preferidos incluyen tensioactivos tales como ésteres poligliclicos
de alcohol graso, nonilfenoxipoli(etilenoxi) etanol y polioxipropileno etoxilado y otros tensioactivos no iénicos. Los
ejemplos especificos incluyen Genapol, UD-50™, IGEPAL™, FLUOWET™, ANTAROX™ y PEGOL™.

El tensioactivo estd presente preferiblemente en una cantidad de 0,01% a aproximadamente 8% en peso.

Se mezclan 10-20 gramos por litro de la mezcla de inhibidor de la corrosién, tampdn, agente quelante y tensioactivo
descrita anteriormente con agua (preferiblemente desionizada o reblandecida) para formar una solucién de preacondi-
cionamiento que se caliente a 45-60°C, mas preferiblemente 53-57°C y se hace circular sobre los instrumentos durante
1-2 minutos para preacondicionar las sustancias proteinicas sobre la superficie. Después de ello se afiaden 4cido pe-
racético liquido o reactivos que reaccionan para formar dcido peracético a la solucién. Por ejemplo, 5-8 gramos por
litro de 4cido peracético al 35% alcanzan unas 2.000-2.500 ppm apropiadas. Como alternativa, se pueden afiadir dcido
acetilsalicilico y perborato para que reaccionen en la solucién para generar dcido peracético de esta concentracion.

La solucién de 4cido peracético se hace circular sobre los instrumentos durante 8-20 minutos, preferiblemente 10-
12 minutos.

Después del tratamiento con la solucién de dcido peracético, se drena la solucién de 4cido peracético y se aclaran
los instrumentos, preferiblemente con una agua de aclarado estéril o exenta de microbios. Después del aclarado se
secan los instrumentos.

Un procedimiento de tratamiento preferido incluye por lo tanto: tratamiento de materiales o dispositivos contami-
nados con priones (o supuestamente contaminados con priones) con una solucién limpiadora alcalina, seguido de un
aclarado con agua. Los materiales o dispositivos se tratan después con una solucién de pretratamiento que comprende
uno o mds de agentes quelantes, tensioactivos, un sistema de tampdn y un inhibidor de la corrosiéon. Los materiales
o dispositivos se tratan después con un agente oxidante liquido que se forma facilmente afiadiendo el agente oxidan-
te, 4cido peracético en la forma de realizacion preferida, a la solucion de pretratamiento. Siguen una o mds etapas
de aclarado. La solucién limpiadora, aclarados con agua, solucién de pretratamiento y agente oxidante liquido se
aplican preferiblemente sumergiendo los materiales o dispositivos contaminados en un flujo del liquido respectivo,
pulverizando el liquido sobre las superficies de los dispositivos o materiales o una combinacién de ambos.

Los instrumentos de acero inoxidable, tales como instrumentos quirtdrgicos, pueden estar envueltos en una envol-
tura impenetrable a los microbios y ser sometidos a un procedimiento de esterilizacién térmica para matar cualquier
microorganismo sobre la superficie. Los procesos de esterilizacién terminales adecuados para acero inoxidable inclu-
yen tratamiento con vapor en autoclave y tratamiento con vapor de peréxido de hidrégeno. Los instrumentos que no
son susceptibles de esterilizacion con vapor se pueden envolver y esterilizar finalmente usando vapor de peréxido de
hidrégeno.

Sin pretender limitar el alcance de la invencidn, los siguientes ejemplos muestran los efectos de composiciones y
condiciones sobre la desactivacion y/o eliminacion de priones.

Ejemplo 1

Se prepararon cupones tratdndolos con un modelo de prién (una proteina de BSA desnaturalizada). Los cupones
se trataron después con una composicién que contenia una concentracién de 1,00 mg por litro de acido peracético a
temperaturas de 40-60°C. La composicién también contenia un sistema tensioactivo, un sistema de tampén fosfato, un
inhibidor de la corrosidn organico y un agente quelante. La composicion estaba exenta de metales pesados.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2294 199 T3

La tabla 4 resume las cantidades de BSA degradada durante una exposicién de 12 minutos a la composicién.

TABLA 4
Temperatura Porcentaje de degradacidén de proteina a
°C 1000 mg/1l de acido peracético
0 0
30 1
40 1
45 1
50 90
55 99
60 80

Los resultados indican que a 40°C y 45°C se produjeron poca o ninguna degradacién de proteina. A 50°C y 55°C,
las proteinas fueron degradadas de forma eficaz. A 60°C qued6 algin residuo de proteina, lo que sugiere formacién de
grumos. Es decir, a temperaturas de aproximadamente 60°C y superiores, la proteina se agrega y se protege a si misma
con mayor resistencia al ataque por dcido peracético u otros oxidantes fuertes.

Se estudi6 asimismo el efecto de la concentracidn de 4cido peracético sobre el mismo modelo de BSA. Se trataron
cupones tratados con el modelo de BSA con varias concentraciones de dcido peracético a 50°C durante 12 minutos.
Los resultados se resumen en la tabla 5.

TABLA 5
Concentracidén de | Porcentaje de degradacién de
acido peracético proteina a 1000 mg/l de acido
peracético

0 0

500 0

1000 10

1500 50

2000 95

2500 99

Los resultados de la tabla 5 indican que aumentando la concentracién de dcido peracético aumenta la degradacién
del modelo y se espera que tenga una correlacion similar con la degradacion de priones real. De acuerdo con ello,

se sugiere que para la rapida degradacion de priones, la concentracién de dcido peracético se mantiene al menos a
2000 ppm.

Ejemplo 2

Se trataron cupones de un modelo de prién en forma de organismo dependiente de fluido iliaco (IFDO) con for-
mulaciones de dcido peracético como se describe en el ejemplo 1, teniendo concentraciones de dcido peracético de
0-2.000 mg por litro a 50°C y después se cultivaron en un caldo base de micoplasma modificado. Se afiadi6 direc-
tamente una alicuota de la suspensién de IFDO a soluciones de dcido peracético a 1.000 mg por litro, 1.500 mg por
litro, 2.000 mg por litro y 2.500 mg por litro a 50°C. Los modelos se incubaron entonces a 37°C durante 48 horas en el
caldo de micoplasma modificado. La figura 5 ilustra el log del modelo de prién frente al tiempo para las soluciones de
0, 1.000, 1.500, 2.000 y 2.500 mg por litro. Dado que mayores niveles de material sobre instrumentos reales pueden
degradar el 4cido peracético, se prefiere una concentracion inicial de 2.500 mg por litro de 4cido peracético.

10
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Ejemplo 3

Se trataron cupones de un modelo de prién en forma de organismos dependientes de fluido iliaco (IGDO) con
formulaciones de 4cido peracético a 1.500 mg por litro a varias temperaturas, variando entre 25 y 60°C y luego se
cultivaron en un agar base de micoplasma modificado como se describe en el ejemplo 2. La figura 6 ilustra el log de
la reduccién del modelo de pridn frente al tiempo a 25, 30, 40, 45, 50, 55 y 60°C, respectivamente. Se considera que
la formulacion fue 6ptima a temperaturas mayores que 50°C. No obstante, debido a la posibilidad de coagulacion de
las proteinas a temperaturas mayores que aproximadamente 60°C (como se demuestra en la tabla 4), las temperaturas
Optimas para la desnaturalizacion de priones serian 50-60°C, mas especificamente 53-57°C.

Ejemplo 4

Para ensayar un procedimiento global de descontaminacién se expusieron directamente cupones de un modelo de
prién en forma de organismos dependientes de fluido ilfaco (IFDO) a 10° unidades por cupén a limpiadores alcalinos
(formulacién A y B) preparados en agua y se agitaron suavemente durante 30 minutos. Los cupones se extrajeron, se
expusieron directamente a una formulacién de dcido peracético (como se describe para el ejemplo 1) a 2.500 mg por
litro de 4cido peracético y 55°C, después se cultivaron en un agar base de micoplasma modificado, como se describe
en el ejemplo 2.

Los resultados se resumen en la tabla 6.

TABLA 6

Tratamiento Concentracidén media de IFDO
sobre 1la superficie de 1los

cupones (logiy)

Control no tratado 6,5
Formulacién limpiadora A 2,9
Formulacidén limpiadora B 3,2

Formulacién 1limpiadora A<l
seguida de formulacién de

acido peracético

Formulacién limpiadora B <l

seguida de formulacidén de

acido peracético

11
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de desactivacién de priones caracterizado por

pretratar superficies que portan material infectado con priones con un limpiador alcalino que ataca priones, y
tratar las superficies con un agente oxidante en una de forma liquida y gaseosa, incluyendo el agente oxidante acido
peracético.

2. El procedimiento de desactivacion de priones segun la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque el agente
oxidante estd en una solucién liquida.

3. El procedimiento de desactivacion de priones segiin la reivindicacion 2, caracterizado ademds porque el dcido
peracético estd en una solucion acuosa liquida a una concentracién de 2.000-2.500 ppm.

4. El procedimiento de desactivacién de priones segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 2-3,
caracterizado ademds porque la solucion liquida incluye ademads un tensioactivo y un tampén que tampona el pH de
la solucién a un pH aproximadamente neutro.

5. El procedimiento de desactivacién de priones segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 3-4,
caracterizado ademds porque la etapa de tratamiento con agente oxidante se lleva a cabo a una temperatura de 50-
60°C.

6. El procedimiento de desactivacion de priones segln la reivindicacion 4, caracterizado ademads por tratar la
superficie con una solucién basada en agua de tensioactivos, inhibidores de la corrosién y tampones que tamponan la
solucién a un pH aproximadamente neutro y afiadir el agente oxidante a la solucion para crear la solucién liquida.

7. El procedimiento de desactivacion de priones segin la reivindicacion 6, caracterizado ademas porque la solu-
cion de los tensioactivos, tampones e inhibidores de la corrosién se hace circular sobre la superficie durante al menos
un minuto, después de lo cual se afiade el agente oxidante a la solucién y la solucidn se hace circular sobre la superficie
durante al menos otros 6 minutos.

8. El procedimiento de desactivacion de priones seglin una cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, caracterizado
ademads porque los inhibidores de la corrosién estdn exentos de metales pesados que actiian como un catalizador para
reducir la concentracion del agente oxidante.

9. El procedimiento de desactivacion de priones segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1-8,
caracterizado ademas porque las etapas de limpieza y tratamiento se llevan a cabo entre 50°C y 60°C.

10. El procedimiento de desactivacién de priones segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1-9,
caracterizado ademds porque el agente oxidante incluye 4cido peracético en solucién y la etapa de tratamiento se
lleva a cabo en un intervalo de temperatura de 53-57°C.

11. El procedimiento de desactivacién de priones segtin la reivindicacién 10, caracterizado ademds porque los
inhibidores de la corrosion y los tampones estdn exentos de metales pesados que degradan cataliticamente el dcido
peracético.

12. El procedimiento de desactivacién de priones segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 2-11,
caracterizado ademas porque la solucién liquida es de al menos 1.000 ppm de 4cido peracético.

13. El procedimiento de desactivacién de priones segun la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque el
limpiador alcalino se aclara de las superficies antes de la etapa de tratamiento con dcido peracético.

14. El procedimiento de desactivacion de priones segun la reivindicacién 13, caracterizado ademds porque las
etapas de limpieza y tratamiento con dcido peracético se llevan a cabo en un intervalo de temperatura entre 53°C y
57°C.

15. El procedimiento de desactivacién de priones segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1-14,
caracterizado ademds por

desenrollar hebras de priones con tensioactivos para facilitar que el 4dcido peracético reaccione con las hebras de
priones y desactive los priones.

16. El procedimiento de desactivacién de priones segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1-15,
caracterizado ademds por

tamponar el 4cido acético a un pH aproximadamente neutro y proteger la superficie de la corrosidon por dcido
peracético con inhibidores de la corrosién que estan exentos de metales que degradan 4cido peracético.

12
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17. El procedimiento de desactivacién de priones segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1-16,
caracterizado ademas por

aclarar la superficie después de la etapa de tratamiento con 4cido peracético.

5
18. El procedimiento de desactivacién de priones segun la reivindicacién 17, caracterizado ademas por
secar la superficie después de aclarar la superficie
10 envolver la superficie en una barrera para los microbios y

someter la superficie envuelta a un procedimiento de esterilizacién térmica para matar microbios.

19. El procedimiento de desactivacién de priones segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1-18,
15 caracterizado ademas porque el limpiador es un limpiador alcalino que incluye

20,0-41% en peso de hidréxido de potasio;

0,4-8% en peso de 4cido etilendiaminotetraacético o una sal del mismo;

» 0,0-7% en peso de sal de gluconato;
0,3-6% en peso de homopolimero de 4cido propenoico;
25 0,0-5% en peso de anfocarboxilatos C8;
0,0-10% en peso de hexametafosfato sédico;
0,0-4% en peso de sal de 4cido silicico;
¥ 0,4-10% en peso de homopolimero de 4cido acrilico; y
0,0-10% en peso de copolimero de cloruro de dimetildialilamonio y acrilamida.
35 20. El procedimiento de desactivacién de priones segin la reivindicacién 19, caracterizado ademds porque el

limpiador alcalino incluye:
20,0-32% en peso de hidréxido de potasio;
40 4,0-8% en peso de acido etilendiaminotetraacético;
1,0-5% en peso de gluconato de sodio;

0,3-1% en peso de homopolimero de 4cido 2-propenoico;

45
0,0-2% en peso de anfocarboxilatos C8 mixtos;
0,0-10% en peso de hexametafosfato sédico; y agua

50 21. El procedimiento de desactivacién de priones segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1-20,

caracterizado ademas porque el limpiador tiene una alcalinidad de al menos 500 ppm.

22. El procedimiento de desactivacién de priones segtn la reivindicacion 1, en el que el agente oxidante incluye
un perecido a una concentracién de al menos 1000 ppm.
55

60

65
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LOG DE MODELO DE PRION
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TIEMPO (MINUTOS)

LOG DE MODELO DE PRION
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