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Menetelmd piilolinssien samanaikaiseksi puhdistamiseksi

ja desinfioimiseksi

Esilld olevan keksinndn kohteena on menetelmd piilolinssien
puhdistamiseksi ja desinfioimiseksi. Tarkemmin eriteltyna

keksinn®dn kohteena on piilolinssien samanaikainen puhdista-
minen ja desinfiointi peroksidia ja peroksidiaktiiveja ent-
syymej&, etenkin proteiineja hajottavia entsyymejd, sisdlta-

vin liuocksen avulla.

Piilolinssien kehittyminen lasisista nykyisiin jatkuvakayt-
tdisiin, hydrofiilisiin materiaaleihin perustuviin linssei-
hin on tuonut mukanaan muuttuvan ja vaihtelevan uusien ja
tehokkaampien puhdistus- ja desinfiointimenetelmien tarpeen,
joiden avulla linssit siilyttdvit optisen kirkkautensa,
kulutuskestdvyytensd ja jotka estdvat infektoivien aineiden
padsyn silmaan.

Lasiset ja aikaisemmat polymeeriset esim. polymetakrylaat-
tilinssit (PMMA) voitiin niiden lujuudesta ja hydrofiili-
sistd ominaisuuksista johtuen helposti puhdistaa k&sin
kdyttdmdlld pesuaineita. Koska tdllaiset aineet jossain
masrin tulevat kostutetuiksi luonnollisten silmisséd olevien
vesipitoisen kerroksen ja kyynelten avulla, ne ovat siind
misrin rasvahakuisia, ett#d kaikki tahrat, lipidej& mahdolli-
sesti lukuunottamatta, voidaan helposti poistaa puhdistus-
aineiden avulla. Hydrofiiliset aineet, etenkin polypeptidit
ja entsyymit, kuten lysotsyymi, eivat sanottavasti takerru
ndihin materiaaleihin, jolloin ne voidaan helposti poistaa
pinta-aktiivisilla pesu- ja puhdistusaineilla.

Lasiset ja PMMA-pohjaiset l1inssit voidaan my®s helposti
desinfioida puhdistusaineiden avulla. Mekaaninen puhdistus-

prosessi poistaa helposti linssiin takertuneet infektoivat
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aineet. Lisiksi niiden materiaalien ei-huokoisten ominai-
suuksien vuoksi voidaan kemialliset desinfiointiaineet si-
sillyttdd sdilytys- ja puhdistusliuoksiin ilman, etts desin-
fiointiaine imeytyy linssiin ja joutuu silm&an linssin
kiytdn aikana. Siten ei tarvitse l13hes lainkaan huolehtia
infektoivien aineiden fysikaalisesta poistamisesta ja ste-
riiliyden siilyttdmisestd kemiallisten aineiden avulla sdi-
lytyksen aikana sekd puhdistus-, kosteutus- ja sdEilytys-

liuoksissa.

polymeeriteknologian edistyminen on merkittividsti lisdnnyt
kiyttomukavuutta ja silminterveyttd, mutta se on mydskin
tuonut mukanaan uusia, ko. materiaalien puhdistusta ja de-

sinfiointia koskevia ongelmia.

Linssi on silmille kaikkein mukavin silloin, kun sen pinta
on kostutettavissa silminesteelli Jja kyynelliuoksella. Kai-
kissa nykydsdn kdytossd olevissa linssipolymeereissd, PMMA-
linsseji lukuunottamatta, linssipinta on luonnostaan hydro-
fiilinen tai se on kidsittelem&dlld saatu hydrofiiliseksi.
Timi saadaan aikaan monien varaukseltaan negatiivisten,
esim. karboksylaattien, ja neutraalien ryhmien avulla, jotka
tuottavat sarveiskalvoa peittivilli nestekerroksella
helposti kostutettavan hydrofiilisen ympdristdn. Tillaisia
negatiivisesti varautuneita hydrofiilisii pintoja ei ole
ainoastaan hydrogeelilinsseissd vaan myds jiykemmissi, esim.
organosiloksaani—metakrylaattilinsseissé (polycon®) ja
silikonielastomeeripohjaisissa linsseissi. Jalkimmdisen
ryhmin, silikonielastomeerilinssien hydrofobinen pinta on
pisillystetty tai muutoin k&sitelty hydrofiilisen pinnan

aikaansaamiseksi.

Proteiinia sisiltivit aineet imeytyvit hydrofiiliseen lins-
sipintaan paivittdisen kdytdn aikana. Kaikkien muiden paitsi

puhtaiden PMMA-linssien kohdalla imeytyminen on niin voima-
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kasta, etti edes jiykista polysiloksaani/metyylimetakrylaat-
tikopolymeerilinsseisti ei titi lietetti voida kdsin poistaa
puhdistusaineiden avulla. Niin kutsutut hydrogeelilinssit,
jotka on valmistettu hydroksietyylimetakrylaatista, hyd-
roksietyylimetyylimetakrylaatista, vinyylipyrrolidonista ja
glyserometakrylaattimonomeereisty ja metakryylihaposta tai
happamista estereisti ja jotka imevit itseensi suuren
midran, ts. 35-80 $ vettd, ovat niin hauraita, etti mekaani-
set puhdistusmenetelmit eivit ole kdytdnnollisisi poistet-—
taessa tahroja, varsinkin voimakkaasti imeytyneits proteii-

nipitoisia aineita.

Tuloksena on, etti tidllaisten materiaalien kerddntyminen voi
ajan mittaan johtaa kdyttdepamukavuuteen ja jopa hiiritj
linssien optisia ominaisuuksia, etenkin vdhentid valon
siirtoa ja lisiti valon taittumista. Lissksi proteiinien
kerddntyminen saa aikaan silmédndrsytystsi, visuaalisen teri-
vyyden vihentymisti, linssivahinkoja ja voi jopa joissakin

tapauksissa aiheuttaa papillaarista sidekalvontulehdusta.

Tutkimuksissa on saatu selville, ettj proteiinien keridinty-
misen suurin syy on lysotsyymientsyymi. Lisiksi voivat
lipoproteiinit ja mukopolysakkaridit imeytyd linssin pin-
taan, mutta proteiinit itsessiin, etenkin lysotsyymiaineet
ovat linssien proteiinilietteen suurin aiheuttaja. Nimi
entsyymit yhdessi pienten samankaltaisten proteiinimiirien,
lipoproteiinien ja mukopolysakkaridien kanssa keriintyvit

hydrofiilisten linssimateriaalien pinnalle.

Ainoa nykyisin tunnettu turvallinen ja tehokas lietteen
poistotapa on sellaisten entsyymien kdyttd, joiden hydro-
lyyttinen toiminta muuntaa proteiinipitoiset aineet pienik-
si, vesiliukoisiksi alayksikbiksi. Erittiin kdytdnndllisis
ovat proteolyyttiset entsyymit, proteaasit, jotka hydroly-

soivat amidisidokset hajottamaan proteiinit aminohapoiksi
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ja hyvin pieniksi polypeptideiksi. Namd proteiinikappaleet
ovat yleensi vesiliukoisia ja siten ne liukenevat helposti
ympirdiviin vesipitoiseen ympiristssn. US-patentti 3 910 296
esittii proteaasien kdyton piilolinssien puhdistuksessa.
Katso myds US-patenttia 4 285 738. Entsyymeiji, joilla on
lipolyyttistd tai mukolyyttisti toimintaa, voidaan myds
yhdessi proteolyyttisten entsyymien kanssa kdyttda linssien

puhdistukseen.

Toinen kaasuja suodattavia piilolinssejd, etenkin hydro-
geeli- tai paljon vettd sisiltivii, HEMA-, VP- tai GMA-
monomeereisti valmistettuja linssejd koskeva ongelma kasit-
telee linssien ja linssien sidilytysliuoksen desinfiointia

ja niiden steriiliyden siilyttiamists.

Linssien desinfioimiseksi on kehitetty monia eri menetelmis,
joissa kdytetdsn hyviksi esim. korkeaa limpdtilaa, steriilid
fysiologista suolaliuosta ja kemikaaleja, esim. antimikro-

bisia liikeaineita tai hapetusprosessia.

Limpd on jossain miirin osoittautunut tehokkaaksi, mutta sen
haittana on lisipuhdistuksen vaikeutuminen, ts. proteiinien
ja muiden sakkojen denaturoiminen ja jghmettyminen linssei-

hin.

Steriilij suolaliuosta voidaan kdyttdd linssien puhdistami-
seen ja liuottamiseen. Tdllaiset liuokset eivit aina ole
steriileji, koska tietyt mikrobit voivat el&id suolapitoi-
sessa ymparist&ssi, ja koska steriili suolaliuos ei tdysin

pysty inaktivoimaan itivits.

Kemiallisissa menetelmissi nk. liikeaineiden, raskasmetalli-
pohjaisten antimikrobien, kuten timerisolin ja trialkyyli-
ammoniumhalidin seki yhdisteiden, esim. bentsyylialkonium-

kloridin tai muiden vastaavien yhdisteiden kidyttd saattaa
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virheellisesti kdytettynd saada aikaan kdytt&epimukavuutta.
Lddkeaineiden sellaiset ominaisuudet, jotka tekevit niista
hyvid mikrobiosideja, saattavat my®s aiheuttaa silm#n&rsy-
tystd. Tédmd ilmid koskee etenkin hydrogeelityyppisis lins-
siaineita, koska ldskeaine kerddntyy linssiin ja p##dsee

sita kautta tunkeutumaan silm&&n kidytdn aikana. T&dllaiset
lddkeaineet voivat joillekin ihmisille aiheuttaa niin suurta
silmdndrsytystd, ettd he alkavat etsid vaihtoehtoisia lins-

sien s*u:rilointitapoja.

Vastauksena l88keaineiden, ld&mmdén ja suolaliuoksen avulla
tapahtuvan steriiliyden s&ilytt&misen ongelmiin on hapetti-
mien kdyttd alkanut saavuttaa suurta mielenkiintoa. Piilo-
linssien desinfioimiseksi on kehitetty useita yksi- tai
kaksivaiheisia peroksideihin perustuvia menetelmid. Yksi
menetelmd on kuvattu US-patentissa 3 912 451 ja toinen
US-patentissa 4 473 550.

Keksinndn mukaisesti on nyt havaittu, ettd piilolinsseji
voidaan samanaikaisesti puhdistaa ja desinfioida yhdist&m#l-
18 yhteen ja samaan liuokseen peroksidi desinfiointia ja
peroksidiaktiivinen proteolyyttinen entsyymi puhdistusta
varten. Keksinndn oleelliset tunnusmerkit ilmenev#dt oheisis-
ta patenttivaatimuksista. Y1l&ttdv&4d kylld kunkin yksit-
tdisen aineosan tehokkuus kasvaa yhdisteenid kidytettdessi.
Toisin sanoen peroksidin avulla proteiinipitoisten aineiden
poisto moninkertaistuu ja desinfiointi mahdollistuu perok-
sidiaktiivisen entsyymin avulla. Tuloksena on se, ett4d pii-
lolinssit voidaan nyt samanaikaisesti puhdistaa ja steri-
loida paljon tehokkaammin kuin k8ytettdessid kutakin aine-

Osaa erikseen.

Peroksideja ja proteaaseja on yhdistetty pesuaineissa ja
hammasproteesien puhdistusaineissa. Esim. US-patentti

3 732 170 k8sittelee biologista puhdistusyhdistettd, joka
sisdltdd entsyymin ja peroksidiosan, etenkin alkalimetalli-
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sen monopersulfaattikolmoissuolan. Tamdn keksinndn kohteena
on "proteiinipitoisten" veritahrojen puhdistaminen mate-
riaaleista eli se on pesuloille tarkoitettu apuvidline.
vhdistelmsi on suositeltavasti muodostettu niin, ettd mukana

on anioninen puhdistusaine.

Toisena esimerkkini US-patentti 4 155 868 esittelee vesi-
liukoisen, poreilevan hammasproteesien puhdistustabletin,
joka sisiltii entsyymin ja aktiivisen hapen yhdisteen.
Timin keksinndn ytimeni on tabletin muodostaminen niin, et-
t4 oksidoivan aineen aikaansaama ennenaikainen, s#ilytyksen

aikana tapahtuva entsyymin inaktivointi saadaan estetyksi.

Natriumperboraatti ja entsyymit ovat tunnettuja nykyaikais-
ten pesuaineiden aineosia. T&td aihetta on kisitelty
saksalaisessa, O. Oldenrothin julkaisussa Fette, Seifen,
Anstrichmittel, 1970 (72 (7)), 582-7. T&mi artikkeli
osoittaa, etti denaturoidun munankeltuaisen poisto kankaas-
ta saadaan aikaan bakteeriproteaasien avulla, mutta perbo-

raattien mukana ollessa proteaasien tehokkuus vihentyi.

Mikiin niisty esimerkeisti ei opeta tai ota lukuun yhdis-
teiden kiyttdi piilolinssien puhdistamisessa ja desinfioin-
nissa eiki mySskiin sitdi tehokkuutta lisddvés vaikutusta,

joka yhdelli aineosalla voi olla toiseen nihden.

Entsyymin ja peroksidin yhdistdmistd yksivaiheisen desin-
fioinnin ja puhdistamisen aikaansaamiseksi voidaan soveltaa
proteolyyttisiin, lipolyyttisiin tai mukolyyttisiin entsyy-

meihin, joko yksindin tai yhdisteind.

Peroksidiaktiivinen entsyymi voi olla mik# tahansa entsyymi,
jolla on mitattavissa oleva vaikutus 3-prosenttiseen (paino/
tilavuus) vetyperoksidiin vesipitoisessa liuocksessa normaa-

lilimpbtilassa ja -paineessa, joka on mididritetty kolorimet-
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risilld kokeilla, kuten esim. Azocollin menetelmilli, Toma-
relli, R.M; J. Lab. Clin. Med. 34, 422 (1949) tai dimetyyli-
kaseiinimenetelmilli proteolyyttisen toiminnan misrittimi-
seksi, Yaun Lin, et al., J. Biol. Chem., 244 (4), 789-793
(1969).

Entsyymejsd voidaan saada misti tahansa kasvi- tai eliin-
lihteestsd mikrobiset ja nisikislihteet mukaanlukien. Ne

voivat olla neutraaleja, happamia tai alkalisia entsyyme ji.

Proteolyyttiselld entsyymillsd on kyky joko osittain tai
kokonaan hydrolysoida peptidiamidisidoksia. Tillaisilla
entsyymeillsd voi myds olla jonkinasteinen luontainen lipo-
lyyttinen ja/tai amylolyyttinen toiminta yhdessi proteo-

lyyttisen toiminnan kanssa.

Suositeltavia proteolyyttisii entsyymeji ovat sellaiset
entsyymit, joilla ei oleellisesti esiinny sulfhydryyli- tai
aisulfidisidoksia ja jotka voivat reagoida aktiivisen hapen
kanssa haitaten hapen toimintaa ja jotka voivat saada aikaan
entsyymin ennenaikaisen inaktivoitumisen. Metalloproteaase-
ja, entsyymeji, jotka sisiltivit kaksiarvoisia metalli-ione-
ja, esim. kalsiumia, magnesiumia tai sinkkii proteiiniin

sidottuna voidaan myds kiyttii.

Suositeltavampi proteolyyttisten entsyymien ryhmi ovat se-
riiniproteaasit, etenkin sellaiset, joita saadaan Bacillus-
ja Streptomyces- bakteereista ja Aspergillus-homeista.
Suositeltavimpia ovat tisti ryhmisti Bacillus-bakteereista
saadut alkaliset proteaasit, joita yleisesti kutsutaan sub-
tilisiineiksi. viitteeni mainitaan Keay, L.: Moser, P.W. ja
Wildi, B.S. "Proteases of the Genus Bacillus. IT alkaline
Proteases" Biotechnology and Bioengineering, vol. XII, ss
213-249 (1970) ja Keay, L. ja Moser, P.W., "Differentiation

of Alkaline Proteases from Bacillus Species", Biochemical
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and Bioresearch Comm., Vol. 34, No. 5, ss 600-604, (1969).

Subtilisiinientsyymit jaetaan kahteen alaluokkaan, subtili-
siini A:han ja subtilisiini B:hen. Subtilisiini A -ryhmédssi
ovat entsyymit, joita saadaan esim. lajeista B. subtilis,

B. licheniformis ja B. pumilis. T&man alaluokan organismit
tuottavat vain vihin tai ei lainkaan neutraalia proteaasia
tai amylaasia. Subtilisiini B -luokka muodostuu entsyymeis-
ti, joita saadaan B. subtilis, B. subtilis var. amylosaccha-
riticus, B. amyloliquefaciens ja B. subtilis NRRL B 3411.
Nimi organismit tuottavat alkalisten proteaasien tuotantoon
verrattavissa olevan miirin neutraaleja proteaaseja ja amy-

laaseja.

Muita suositeltavia entsyymejd ovat lisiksi esim. pankrea-
tiini, trypsiini, kollaginaasi, keratinaasi, karboksylaasi,
aminopeptidaasi, elastaasi, aspergillopeptidaasi A ja B,

pronaasi E (S. griseus) ja dispaasi (Bacillus polymyxa) .

Entsyymien tunnistus, erotus ja puhdistus on vanha taito.
Monet tunnistus- ja eristystekniikat ovat loydettivissd
entsyymien eristystd kisittelevdistd tieteellisestd kirjalli-
suudesta koskien myds entsyymeji, joilla on proteolyyttistd
seki yhdistettyd proteolyyttist#d/amylolyyttistd tai proteo-
lyyttisti/lipolyyttistd toimintaa. Té&ssid keksinntssi tar-
kastellut peroksidivakaat entsyymit saadaan helposti
tunnettujen tekniikkojen avulla kasvi-, eldin- tai mikrobi-

l5hteisti.

Rekombinantti DNA -tekniikkojen saapumisen mydtd voidaan
ennakoida, etti pian 18ydetiin uusia peroksidivakaiden pro-
teolyyttisten entsyymien lihteitd ja tyyppejd. N&mi entsyy-
mit pitdisi katsoa kuuluvaksi t&mi&n keksinndn piiriin,
mik41li ne tiyttivit hakemuksessa mainitut stabiilisuuden ja

aktiivisuuden vaatimukset. Katso nihtiviksi asetettua JP-
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hakemusta J6 0030-685 esimerkkini rekombinantti DNA:n avulla

Bacillus subtilis -organismista tuotetuista proteaaseista.

Keksintdi sovellettaessa on kiytettivi tehokasta entsyymi-
madrdd. Tehokas md&drd on sellainen, joka saa kohtalaisessa
ajassa (esim. yhdessi y®ssi) aikaan oleellisesti kaikkien
normaalikiytdssd linssiin kertyneiden proteiinipitoisten
kerrostumien poiston. Tdmi tavoite on asetettu ajatellen
piilolinssien kiyttijis, joilla proteiinilietteen kertyminen
on mdiriltdidin normaalia, ei siti hyvin pienti ryhmsii ajatel-
len, joilla saattaa joskus esiintyi merkittivisti suurempaa
proteiinien kertymisti niin, etti puhdistus suositellaan

tehtdviksi joka toinen tai kolmas piivi.

Vaadittava entsyymimiiri tehokkaan puhdistusaineen aikaan-
saamiseksi riippuu monista tekijBist&i; entsyymin luontainen
aktiivisuus ja sen tehokas vuorovaikutus peroksidin kanssa

ovat asianmukaisia huomioon otettavia seikkoja.

Perusmittapuuna voidaan pit4i siti, etti tySliuoksen pitiisi
sisdiltdsd riittivisti entsyymii tuottamaan noin 0,0001 - 0,5
Anson-yksikdén suuruinen aktiivisuus liuoksen millilitraa
kohti, suositeltavasti 0,0003 - 0,05 Anson-yksikk&i kutakin
linssik4isittelyd kohti. Korkeampia tai matalampiakin m3aris
voidaan kdyttdid. Tdssi mainittua alhaisemmat entsyymipitoi-
suudet voivat puhdistaa linssin, mutta puhdistus kestii niin
kauan, ettei se enii ole kiytinndssi hysddyllisti. Korkeampia
entsyymipitoisuuksia sisjlt4vien liuosten pit4isi saada no-
peampi puhdistuminen, mutta ne voivat sisiltiji materiaaleja,
jotka ovat kooltaan liian suuria kiyt&nnbllisesti kisitelti-

viksi.

Koska entsyymiyhdiste harvoin on puhdas, on paino/tilavuus
-astetta tarkasteltaessa odotettavissa, etti entsyymilih-
dettd kdytetiddn n. 0,003 - 15 % koko liuoksen miirists.



10 84409

Tarkka miiri vaihtelee entsyymin puhtaudesta riippuen, ja

se on lopulta misriteltivi erikseen jokaista erdd varten.

Entsyymitoiminta riippuu pH:sta, joten jokaisella entsyymil-
15 on oma pH-asteikkonsa, jossa se toimii parhaiten. Astei-
konmisiritys voidaan helposti tehdi tunnetuilla tekniikoilla.
On suositeltavaa kisitelli tydliuos annetun entsyymin par-

haaseen pH-arvoon, mutta timi ei ole ehdoton edellytys.

peroksidilihde voi olla miki tahansa yksi tai useampi yh-
diste, joka antaa liuokseen aktiivista happea. Esimerkkind
yhdisteistid voidaan mainita vetyperoksidi ja sen alkaliset
metallisuolat, perboraattisuolat, etenkin monohydraatit Jja
tetrahydraatit, persulfaattisuolat, karbonaattiperoksidi-
suolat, diperisoftaalihappo, peroksididifosfaattisuolat ja
alumiiniaminohydroperoksisuolat. vetyperoksidi ja perboraat-
tien ja persulfaattien alkaliset metallisuolat, etenkin

natrium- ja kaliumsuolat ovat suositeltavimpia.

pesinfioiva peroksidimiird on sellainen, joka vdhent&a
mikrobikuormitusta yhdelld logaritmilla kolmessa tunnissa.
Suositeltavammin mikrobikuormitusta vihennet&ddn yhdelld
logaritmilla tunnissa. Suositeltavimpia ovat sellaiset pe-
roksidipitoisuudet, jotka vidhentdvat mikrobikuormitusta yh-
delli logaritmilla 10 minuutissa tai sitd lyhyemm&ssd ajas-

Sa.

Yhti ja samaa peroksidipitoisuutta ei voida soveltaa kaik-
kiin peroksideihin, koska aktiivisen hapen mi&ra vaihtelee

oleellisesti eri peroksidien vilills.

vetyperoksidi tHyttii alhaisemmassa 0,5 % painon/tilavuuden
mukaan useimmissa oloissa ensimmiisen edeltivissd kappalees-
sa mainitun vaatimuksen. On suositeltavaa kdyttda 1,0 - 2,0

3 peroksidia, silli nimi pitoisuudet vdhentavit desinfioin-
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ti- ja puhdistusaikaa 0, 5-prosenttiseen peroksidiliuokseen
verrattuna. Suositeltavinta on kiyttdi 3-prosenttista vety-
peroksidiliuosta, vaikka 10 % voidaan kiyttii. Keksinn®ssi
kdytettivin vetyperoksidin ylirajaa ei ole misiritelty
lukuunottamatta sitd, etti entsyymin on siilytettivi proteo-

lyyttinen toimintansa.

Muiden peroksidien kohdalla ainoa niiden pitoisuudelle
asetettu rajoitus on se, etti ne annetussa pitoisuudessa
osoittavat tehostavaa toimintaa yhdessi peroksidivakaan
entsyymin kanssa puhdistusta ja desinfiointia ajatellen.
Esimerkiksi on havaittu, etti 0,02 % paino/tilavuuspitoi-
suudessa natriumperboraatti tekee mahdolliseksi proteiinien
entsymaattisen poiston piilolinsseisti. Minki tahansa perok-
sidin sopiva pitoisuus voidaan helposti miirittii tavanomai-
silla kokeilla.

Peroksidi/entsyymmiliuosten pH-arvon nostamisen on havaittu
vaikuttavan liuosten desinfiointiominaisuuksiin. pH:n
ollessa 5,22 3 § vetyperoksidiliuoksen D-arvo A. niger:iin
verrattuna oli 8,04, 3,7 pH:n ollessa 7,32 ja 1,79 pH:n
ollessa 8,22 ja 9,23. Suositeltavin pH on n&illi liuoksilla
6 - 10, etenkin 7,5 - 9,0. vastaavasti on suositeltavaa
kdyttdd peroksidivakaita entsyymeji, jotka ovat aktiivisia

PH:n ollessa neutraali tai alkalinen.

Entsyymi ja/tai peroksidiaineksiin voidaan tableteissa tai
nestemdisissd liuoksissa lisit4y lisjaineita. Esimerkkeini
voidaan mainita jinteysaineet, poreaineet, stabilointiai-
neet, sidosaineet, puskurointiaineet, entsyymien rinnakkais-
aineet, disulfidisidoksia vihentivit aineet, esim. vesi-
liuokoinen merkaptaani ja ditioniitti jne, jHinnSsperoksi-
dia inaktivoivat aineet jne.

Peroksidin ja entsyymin yhdiste voi vaatia stabilointiai-
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neita aineosien ennenaikaisen inaktivoinnin est&dmiseksi.
Liuoksiin voi olla tarkoituksenmukaista lisiti aineita sta-
biloimaan peroksidia etenkin metalli-indusoitua katalyyt-
tista hajoamista vastaan. Liuoksiin voi my&s olla tarkoi-
tuksenmukaista lisiti puskurointiaineita pH:n sdilyttdmi-
seksi tietylli annetulla tasolla. Suoloja tai muita aineita,
kuten polyalkoholeja tai muita vastaavia aineita voidaan

lissiti liuosten jinteisyyden muuntamiseksi.

Tableteissa tai jauheissa samat seikat voivat aiheuttaa suo-
lojen, puskurointiaineiden tai stabilointiaineiden lissdmi-
sen niin, etti tabletteja liuotettaessa tarkoituksenmukai-
sesti pH ja jintevyysarvo siilyvdt. Tabletteihin ja Jjauhei-
siin voi myds olla tarkoituksenmukaista lisitd poreilua
aiheuttavia aineosia. Lisiksi sidosaineita, voiteluaineita
tabletointitarkoituksiin ja muita normaalisti jauheita
tuotettaessa kiytettivii aineita voidaan sisdllyttsd yhdis-
teisiin. Indikaattoreita, viriaineita, jotka osoittavat
percksidien lisniolon tai puuttumisen, voidaan myds sisdl-

lyttdd ndihin koostumuksiin.

Keksinndn toteuttamiseksi valmistetaan peroksidia ja ent-
syymii sisiltivi liuos, ja linssit asetetaan kosketuksiin
liuoksen kanssa suositeltavasti upottamalla ne liuokseen.
Linssit jitetiin kosketuksiin liuoksen kanssa tarpeeksi
pitkiksi ajaksi niin etti oleellisesti kaikki proteiini
saadaan poistetuksi linssien pinnalta ja ettd linssit

desinfioituvat.

Menetelmi tai jirjestys, jossa aineosat kootaan liuokseksi,
voi vaihdella kiytetyn aineosan fysikaalisista ominaisuuk-
sista riippuen, mutta lisjysjirjestys ei ole keksinndn
soveltamiselle oleellista. Esimerkiksi k&ytettiessd vety-
peroksidia ei ole jirkevdi muodostaa tablettia tai jauhetta

kaikista aineosista. Peroksidilihteen ollessa vetyperoksidi
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on vilttimitontd sekoittaa entsyymi ja muut kuivat aineosat
vesipitoiseen peroksidiin. Kaikkein kdtevinti on tehdi ent-
syymistd ja muista kuivista aineosista jauhetta tai
tabletti, sitten liuottaa saatu yhdiste peroksidiliuokseen
ja laittaa sitten linssit n#in saatuun liuckseen. Linssit
voisivat jo olla valmiina peroksidiliuoksessa entsyymii
lisittiessd, mutta kdytdnndn niksSkohdista johtuen ensiksi

mainittu menetelmd on suositeltavampi.

Aineiden valmistamiseen ei ole mitliin erityisesti suositel-
tavaa kaavaa. Kaksi oleellista aineosaa voivat olla erilli-
sid aineksia joko kuivassa tai vesipitoisessa muodossa. Ne
voidaan yhdistii yhdeksi tabletiksi tai jauheeksi, tai toi-
nen aineosa voi olla kuivassa muodossa kun taas toinen val-

mistetaan vesipitoiseksi liuokseksi.

Lopullinen muoto riippuu osaksi koostumuksessa kiytetysti
peroksidista. On ennakoitu, etti keksinndn mukainen jauhe
tai tabletti voisi myds olla poremaista tabletin hajoamisen
edistimiseksi ja aineosien liukenevuuden lisiimiseksi. Mi-
kdli kdytetdidn rakeista peroksidia, on mahdollista valmistaa
jauheita ja/tai tabletteja useista timin keksinnsn mukai-
sista aineosista. Miki#li peroksidi on liuoksen muodossa, voi
olla vHlttimitodntd kiyttdd toisesta lihteesti saatua ent-
syymid sen pitkiaikaisen hajoamisen estimiseksi.

Toisenlaista energiapanosta voidaan kiytti4 liuoksen puhdis-
tus- ja desinfiointitehon mahdollistamiseksi. Esimerkiksi
ultraddnilaitteiden tiedetiin lisi&vin siti nopeutta, jolla
proteaasit toimivat esim. piilolinsseji puhdistettaessa.
LimmS1lla voi mySs miiristid ja ajasta riippuen olla tehostava

vaikutus puhdistus- ja desinfiointitehoon.

Limpdtila ei luo rajoituksia esilli olevan keksinndn sovel-

tamiselle lukuunottamatta niiti limpdtilan Hiriarvoja, jotka
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oleellisesti inaktivoisivat kdytettyjen entsyymien proteo-
lyyttistsi toimintaa ennen kuin hy&dyllinen proteiinilietteen
hydrolyysi olisi saatu aikaan. Entsymaattinen toiminta on
limpdtilan funktio joidenkin entsyymien ollessa huomatta-
vasti epivakaampia kuin toiset limpdtilan &&riarvojen, eten-
kin limmdnnousun suhteen. Toiset entsyymit kest&dvdt kuumuut-
ta ja pysyvat merkkittivin aktiivisina jopa 700C tai siti
korkeammassakin limpdtilassa. Toiset entsyymit sdilyttavit
oleellisen aktiivisuutensa veden jasitymislimpotilassa tai
juuri sen ylipuolella. Kun keksinndn soveltamisen suositel-
tava limpStila-asteikko on 20 - 37°C, etenkin 22 - 25°C,

voi kuitenkin olla mahdollista soveltaa keksintdd joidenkin
peroksidiaktiivien entsyymien ollessa kyseessd 5 - 1000C

limpbtilassa.

Keksinnén yksi sovellutus on valmistaa entsyymistd ja perok-
sidista huoneenlimpodinen liuos, asettaa liuos ja piilo-
linssit linssien kuumadesinfiointiyksikk&én ja antaa yksikdn
kulkea tavanomaisen kuumennuskierroksensa ldvitse. Tdmid on
vain yksi esimerkki keksinndn eri limpdtiloja kestdvidsta

luonteesta.

On myds tutkittu, etti tietyt aineosat voivat valmistaa
erikseen aineosan ajoitetun vapautumisen aikaansaamiseksi
tai komponentin 1 ja komponentin 2 vuorovaikutuksen est&dmi-
seksi tabletti- ja jauhevalmistuksen ja myShemmin s&iilytyk-
sen aikana. Esimerkiksi voi joissakin tapauksissa olla
tarkoituksenmukaista valmistaa erikseen peroksidi ja
entsyymi siten, etti niiden vuorovaikutus tabletointi- ja
siti seuraavassa siilytysvaiheessa saadaan vihennetyksi

tai kokonaan estetyksi.

Lisiksi liuokset tai jauheet voivat sisiltdd aineosia
jainndsperoksidin myrkyn ja lopulta jddnntsperoksidin pois-

tamiseksi osana kokonaispuhdistusta ja desinfiointia. Ent-
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syymit, Jjotka katalysoivat peroksidien muuttumisen hapeksi
ja vedeksi voidaan sisillyttii ndihin koostumuksiin jEinnss-
peroksidin poistamiseksi ennen kuin linssi laitetaan takai-
sin silmi&n. Esimerkiksi katalaaseja, orgaanisia entsyymeji,
jotka katalysoivat peroksidien hajoamista, voidaan yhdistii
tabletteihin ja jauheisiin, etenkin ajoitetusti vapautuvassa
muodossa. Lisdksi voidaan metalleja, esim. raskasmetallisia
siirtymdaineita, jotka katalysoivat peroksidin muuttumisen
hapeksi ja vedeksi, sisillyttdi jauhe- tai tablettikoostu-
mukseen suositeltavasti jilleen hieman viivistyvissi
vapautumismuodossa sellaisen menetelmin tuottamiseksi, joka
alentaa liuoksessa tietyn ajanjakson jilkeen yhi olevan
jddnndsperoksidin myrkyttdmille tasolle. Siirtymsimetalli-
katalyyttien kiytts peroksidien hajottamiseksi piilolinssien
desinfiointiliuoksessa on esitetty US-patentissa 3 912 451,
jonka tiedot ja tekniikka on sisillytetty viitteenomaisesti
tdhdn hakemukseen aivan kuten se olisi kokonaan julkaistu

hakemuksessa.

Seuraavat esimerkit on tarkoitettu kuvaamaan, mutta ei

rajoittamaan, esilli olevan keksinndn mahdollisuuksia.

Esimerkki 1

Puhdistustehojen vertailu

Kaksikymmentd Hydrocurve® II, 55 % vesilinssii (Barnes-Hind,
Inc., Sunnyvale, California, USA) piillystettiin kuumadena-
turoidulla lysotsyymilli asettamalla linssit fosfaattipus-
kuroituun suolaliuockseen, johon sitten lisittiin riittivisti
lysotsyymid painon mukaan 0,1 % liuoksen aikaansaamiseksi:
lysotsyymi oli periisin munanvalkuaisesta. Yksittiisiin
ampulleihin laitettiin kuhunkin 5 ml lysotsyymiliuosta ja
yksi tdysin hydratoitunut linssi. Ampulleja kuumennettiin
sitten noin 30 minuutin ajan 95 asteessa C. Timin jilkeen

linssi poistettiin ja jHiihtymisen jilkeen se huuhdottiin
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tislatulla vedells, jonka jilkeen sitid tarkasteltiin lysot-

syymilietteen misrittdmiseksi.

Kerrostumaluokittelu: Ensin linssi kostutettiin normaalilla
suolaliuoksella, sitten siti hangattiin peukalolla ja sor-
mella, jonka jilkeen siihen tartuttiin reunoista muovi-
atuloilla ja se huuhdottiin j&lleen suolaliuoksella. Linssin
etummaista (kuperaa) pintaa tarkasteltiin mikroskoopilla
100-kertaisena suurennoksena. Niissi olosuhteissa havaittu
kalvo tai kerrostuma luokiteltiin sen mukaan, kuinka suuri

pinnan alue oli kalvon peittimi (%).

Ensimmiisessi kappaleessa kuvatun kisittelyn jdlkeen kaik-
kien linssien etummaisen pinnan havaittiin olevan 100-

prosenttisesti ohuen proteiinisakkakalvon peittdmi.

Timin jilkeen linsseji kisiteltiin peroksidia ja seuraavia

entsyymikoostumuksia sisiltsdvidlld liuoksella:

Papaiinitabletti
Aineosa prosentti (paino/paino)
Natriumboraatti, dihydraatti 13,03 ¢
Natriumkarbonaatti 21,25 %
polyetyleeniglykoli 3350 2,74 %
Papaiini 6,28 %
viinihappo 13,71 %
L-kysteiini HCL 6,86 %
EDTA 5,04 %
Natriumkloridi 30.64 2
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Subtilisiini A -tabletti

Aineosa Prosentti (paino/paino)
Sorbitoli 29,99 ¢
N-asetyylikysteiini 22,49 %
Natriumkarbonaatti 38,98 %
Polyetyleeniglykoli 3350 3,00 %
Subtilisiini A 0,30 ¢
Viinihappo 5,24 %

Subtilisiini A oli saatu Novo Industries of Denmarkilta.

Linssit jaetaan nelj4in viiden linssin ryhmiin. Ensimmiaists
ryhmdd k&siteltiin 3 § vetyperoksidilla. Toinen ryhmi kisi-
teltiin subtilisiini A:1la, joka sisilsi koostumuksen

(133,4 mg, 0,4 mg subtilisiini A) 10 ml:ssa kaupallista
suolaliuosta (Lensrins®, Allergan Pharmaceuticals Inc.:in
valmistama ja myymi). Kolmas ryhmi kisiteltiin subtilisiini
A -tabletilla, joka liuotettiin 10 millilitraan 3 % vety-
peroksidia, ja neljis ryhmi k&isiteltiin 3 § vetyperoksidilla
(10 ml), joka sisilsi yhden papaiinitabletin (146,8 mg).

Linssien annettiin liota 3,5 tunnin ajan. Sitten kukin
linssiryhmi k&isiteltiin tarkoituksenmukaisesti koeliuoksen
poistamiseksi, ja ryhmii tarkasteltiin mikroskoopilla
proteiinipoiston suuruuden miirittimiseksi. Puhdistunut
pinta vastasi prosenttimiiriltisn pintaa, joka ei 100-
kertaisessa suurennoksessa ollut proteiinikalvon peitossa.

Tulokset ovat nihtidvissi j&ljempsni.
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Tulokset olivat seuraavat:

*
3 § vetyperoksidi

Linssi Puhdistunut pinta (%)
Al 0
A2 1
A3 0
A4 0
A5 1
*
Subtilisiini A/suolaliuos Subtilisiini A/3 & H 92
Linssi Puhd.pinta (%) Linssi Puhd.pinta (%)
Bl 30 Cl 50
B2 20 c2 60
B3 25 C3 70
B4 15 c4 60
B5 30 C5 50

*

Papaiini/3 % Hzg

2

Linssi Puhdistunut pinta (%)

El
E2
E3
E4
ES

o O O O O
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*)

Oxysept® - 3 § vetyperoksidiliuos (markkinoi Allergan

Pharmaceuticals, Inc.)

Vetyperoksidin ja papaiini/vetyperoksidin puhdistusteho oli
miltei olematon; subtilisiini A yhdessi 3 § vetyperoksidin
kanssa puhdisti 50 - 70 ¢ piilolinssien pinnasta. Subtili-
siini A iiman peroksidia puhdisti 15 - 30 § linssien pin-
nasta kun taas subtilisiini A yhdessdi 3 $§ vetyperoksidin
kanssa puhdisti 50 - 70 % linssipinnasta. Subtilisiini A ja
peroksidi olivat yhdistelminid puhdistusominasuuksiltaan
noin kaksi kertaa tehokkaampia kuin subtilisiini yksindin

ilman peroksidia.

Esimerkki 2

Peroksidi/entsyymiaktiivisuus

15 Hydrocurve II® -linssii (Barnes-Hind) asetettiin lysot-
syymin alaiseksi, ja IV-tyyppisen proteiinin lietteen

esiintyminen todettiin esimerkin 1 mukaisesti.

Viittd linssii liotettiin kutakin 8 tuntia seuraavissa
liuoksissa: 3 $ vetyperoksidi (Oxysept 1, Allergan Pharma-
ceuticals Inc.); kaupallisesti saatavilla oleva pankreatii-
nia sisiltivi entsyymitabletti (Opti-Zyme® -tabletit liuo-
tettiin 10 ml:aan suolaliuosta (Boil—’n~Soak®, tavallinen
Alconin tuottama suolaliuos); ja pankreatiinientsyymiliuos
(Oopti-Zyme®), 2 tablettia 10 ml:ssa 3 § vetyperoksidia
(oxysept® 1).

8 tunnin liotuksen jilkeen linsseji kisiteltiin jiHEljells
olevan liotusliuoksen poistamiseksi, ja proteiinin poiston
miird (%) misriteltiin kuten esimerkissi 1. Tulokset olivat

seuraavat:
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3 § vetyperoksidi

Linssi Puhdistunut pinta (%)

Al 0

A2 0

A3 0

A4 0

A5 0

Pankreatiini/peroksidiliuos Pankreatiini/tavallinen
suolaliuos

Linssi puhd.pinta (%) Linssi Puhd.pinta (%)

Bl 90 Cl 0

B2 85 Cc2 0

B3 85 C3 0

B4 90 C4 0

B5 80 C5 0

Pankreatiinia sisiltivin entsyymitabletin ja 3 % peroksidin

yhdiste sai aikaan oleellisen puhdistumisen, kun taas perok-
sidilla yksiniin ja entsyymilld yksinidin ei ollut havaitta-

vaa proteiinia poistavaa vaikutusta kokeessa kdytettynd 8

tunnin liotusaikana.

Esimerkki 3

Peroksidipitoisuuden vaikutus

Hydrocurve® -linssit p&&llystettiin lysotsyymilli kuten
esimerkissi 1. Tdssi kokeessa kiytetty subtilisiinitabletti
on koostumukseltaan samanlainen kuin esimerkissi 1 lukuun-

ottamatta sitsd, etti N-asetyylikysteiini poistettiin.
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Kokeessa kdytettiin viitti eri peroksidiarvoa alkaen 0,5 &
paino/tilavuus-pitoisuudesta. Vertailukohtana oli tabletti,
joka ei sisdltidnyt peroksidia ja jonka jintevyysarvo oli
sovitettu vastaamaan suunnilleen 0,5 % natriumkloridia
sisdltdvin peroksidi/entsyymiliuoksen jintevyysarvoa. pH
sovitettiin 9,0 ja 9,03 vilille jokaisessa suolahappoa
sisdltavissd liuoksessa. Viittd linssii pidettiin huoneen-
ladmmm&ssd 10 ml:ssa kutakin liuosta kolmen tunnin ajan.
Poistuneen proteiinin miiri (prosentteina) linssin pinnalta

on ndhtivissa taulukossa I.
Taulukko I

Peroksidipitoisuuden vaikutus puhdistustehokkuuteen

Entsyymi- pPH Jianteys % Peroksidi % Linssi

pitoisuus paino/tilav. puhd.
A 0,04 mg/ml 9,025 318 mOsm/kg 4] 9,0 (5,5)
B 0,04 mg/ml 9,086 330 mOsm/kg 3 44,0 (8,9)
C 0,04 mg/ml 9,016 390 mOsm/kg 1,0 & 78,0 (2,7)
D 0,04 mg/ml 9,022 643 mOsm/kg 1,5 % 87,0 (2,7)
E 0,04 mg/ml 9,023 796 mOsm/kg 2,0 % 94,0 (4,2)
F 0,04 mg/ml 9,016 932 mOsm/kg 2,5 % 97,0 (2,7)

Esimerkki 4
3 % vetyperoksidissa olevan subtilisiinin antimikrobisen

toiminnan arviointi

Subtilisiini A:ta (esim. 1) sisiltivin tabletoidun koostu-
muksen vaikutus vetyperoksidin antimikrobiseen toimintaan
liuotettaessa subtilisiinia A 3 % vetyperoksidissa (Lensan
A, Allergan Pharmaceuticals, Inc.) milriteltiin kokeelli-

sesti USA:n elintarvike- ja liikeaineministeri®dn vaatimalla
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mikro-organismialustalla piilolinssiliuosten desinfiointi-
tehokkuuden arvioimiseksi. Kokeessa kdytettiin vakio-~
viljely-, tulostus- ja kvantitatiivista mikrobiologista

analyysitekniikka. Kiytetyt organismit olivat:

S. marcescens, ATCC 14756 tai 14041; S. aureus, ATCC 6538;
P. aeruginosa, ATCC 9027 tai 15442; E. coli, ATCC 8739,

C. albicans, ATCC 10231 ja A. niger, ATCC 16404. 133,4 mg
subtilisiini A -tabletin esimerkin 1 mukaista koostumusta

(0,4 mg subtilisiinia/tabletti) kdytettiin kokeessa.
Kokeen tulokset ovat nihtivissd taulukossa I.
Taulukko I

*
Ekstrapoloitujen D arvojen ' vertailu minuutissa

Koe I Koe II
Organismit 3 % HO 3§ HO 3 $HO 3 & HO
22 + sub% g 22 + subg g

S. marcescens 2,5 1,7 3,5 1,3

S. aureus 4,0 3,0 4,0 2,0

P. aeruginosa 0,3 0,5 0,3 0,1

E- C'Oli 2'5 019 1}7 0'2

C. albicans 36,5 13,0 15,0 9,0

A. niger 9,5 11,6 6,0 6,0

*)

D-arvo on se aika, joka tarvitaan mikrobisen kuorman
5 x 105 organismia/ml vihentimiseen 90 % tai 1

logaritmilla.
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vVertailukohta, suolaliuoksessa oleva entsyymitabletti ei
osoittanut minki&nlaista antimikrobista toimintaa 24 tunnin

jakson aikana.

Suoritettiin toinen, ensimmiisen kaltainen koe. Tulokset

ovat mySs ndhtivissi taulukossa I.

Taulukossa II ovat nihtivissi taulukon I aineille lasketut

keskiarvoiset bakteerien tuhoamisarvot.

Taulukko II

Huoneenldmmdssd minuutissa tapahtuvien tuhoutumisarvojen

(D-arvojen) keskiarvo

Organismit 3 3 H202 3 % Hzoz/sub. A
S. marcescens 3,0 1,5
E. coli 2,1 0,6
P. aeruginosa 0,3 0,3
S. aureus 4,0 2,5
C. albicans 26,0 11,0
A. niger 8,0 9,0

Mitd alhaisempi D-arvo, sitj tehokkaampi antimikrobinen
toiminta on. Kukin niisti kokeista osoittaa, etti 3 % vety-
peroksidi ja subtilisiini A yhdessi ovat oleellisesti
tehokkaampi desinfiointikoostumus kuin jos kumpikin aine

toimisi erikseen.
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Esimerkki 5

Suojatehokkuuden mddrittely

Kolmea organismialustaa kidytettiin mi&rittidmiddn ero 3 %
vetyperoksidin (Oxysept I, Allergan Pharmaceuticals, Inc.)
ja subtilisiini A:ta sisiltivin 3 % vetyperoksidin ekstrapo-
loitujen D-arvojen vililli. Ensimmdinen organismialusta
perustuu USP XXI-levyyn, toinen sisdltdd FDA:n vaatimia
tuotteita piilolinssien desinfiointiaineiden antimikrobisen
tehokkuuden miirittimiseksi ja kolmas levy on valikoituja
organismeja sisiltivid levy; nditd organismeja pidetdsn joko
ihmisruumiin tai ympiristdn luonnolliseen kasvistoon kuulu-
vina ja niitd voidaan laskea piilolinsseihin tai ruiskuttaa
piilolinssiliuocksiin. Kokeessa kiytetyt organismit ovat

nihtivissi liitteend olevissa taulukoissa.

Mikro-organismit valmistettiin normaaleilla mikrobiologi-
silla tekniikoilla. Jokainen nidyte tutkittiin kahdesti.
Koke=n ensimmiisessi vaiheessa 10 ml 3 % vetyperoksidia
laitettiin pipetilli kierrekorkkisiin koeputkiin. valikoi-
tuihin putkiin lisittiin 1 subtilisiini A -tabletti, jonka
koostumus on sama kuin esimerkissi 1. Subtilisiinia sisdltd-
vii putkia ravistettiin noin 2 minuutin ajan subtilisiini-
tabletin liuottamiseksi. Heti tidmidn jilkeen vastaorganismi
lisgttiin koeputkeen. Ennalta miidritetyn ajanjakson jdlkeen

yhid elossa oleva proteiini midriteltiin CFU/ml:aa kohti.

p-arvo laskettiin ekstrapoloinnin avulla tuhoutumiskidyrista
kiyttidmilld aerobista alustalaskumenetelm&dd. T&md menetelmd
toimii oleellisesti seuraavasti: puolet testiliuoksesta
poistettiin vilittdmisti ennalta midritellyn ajanjakson
jdlkeen, jaettiin kahtia ja jaettiin sen jilkeen kahteen
neutralisoivaa ainetta sisiltiviin koeputkeen. Neutrali-
soivan aineen kymmenkertaisia laimennoksia valmistettiin

siten, etti ne tasapainottivat odotetun tulostason. Alhai-
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sessa tulosasteessa pieni miiri liuosta siirrettiin suoraan
neutralisoivalle agar-agar-alustalle. Kolmen seuraavan
laimennosputken kohdalla sama niytem&ddri asetettiin
neutralisoivalle agar-agar -alustalle. Kaikkia alustoja
pidettiin lsmptkaapissa 35 - 37 asteessa C 2 -~ 7 piivisi tai
tarvittaessa pidempdin. Bakteerirykelmit miiriteltiin t&min
jdlkeen ja D-arvot laskettiin seuraavasti: kunkin aikavilin
alustalaskelmista otettiin keskiarvo. Keskiarvotieto esi-
tettiin graafisesti puolilogaritmipaperilla, jossa eloon-
jddneet bakteerit kuvattiin Y-akselille ja kosketuksissa
oloaika X-akselille. Alkupiste (inoculum-taso) yhdistettiin
suoralla viivalla pisteeseen, jossa oli vihemmin kuin 10
organismia millilitraa kohden. Kiyrin jyrkkyys ekstrapoloi-
tuna nollaan ilmaisee D-arvon. Tdtd voidaan myds kutsua

"pidtepisteanalyysiksi"”.

Taulukko III

3 % vetyperoksidin (Oxysept I) ekstrapoloidut bakteerien

tuhoamisarvot

D-arvot ilman subtilisiinia ja sen kanssa

Organismi ja Ilman Subtilisiinin
tunnusnumero subtilisiinia kanssa

(1) USP XXI -alusta

Serratia marcescens,

ATCC 14756 1,4 min. 1,0 min.

Staphylococcus aureus,

ATCC 6538 3,4 min. 2,1 min.
3,2 min. 2,6 min.

Pseudomonas aeruginosa,

ATCC 9027 0,2 min. 0,2 min.
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Escherichia coli,
ATCC 8739 1,0 min.
Candida albicans,
ATCC 10231 20,0 min.
Aspergillus niger,
ATCC 16404 10,0 min.
(2) “"pehmei linssi" -alusta (FDA)
Serratia marcescens,
ATCC 14041 1,7 min.
Staphylococcus epidermidis,
ATCC 17917 0,8 min.
0,4 min.
Pseudomonas aeruginosa,
ATCC 15442 0,6 min.
Aspergillus fumigatus,
ATCC 10894 13,5 min.
Candida albicans,
ATCC 10231 20,0 min.
(3) Eri organismeja
Klebsiella pneumoniae,
ATCC 13883 1,1 min.
Pseudomonas cepacia,
ATCC 17765 0,4 min.
Proteus mirabilis
CSULB/VA 1,2 min.
1,3 min.
Proteus vulgaris,
ATCC 17313 0,4 min.
Candida parapsilosis,
PM 4064 63,0 min.
Penicillium sp.,
(AquaTar isolate II) 2,5 min.
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min.

min.

min.

min.

5 min.

13,0

min.

min.

min.

min.

min.

min.

0 min.

9 min.

min.

min.

min.
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Esimerkki 6

Peroksidin ja peroksidia sisiltivin entsyymin tehokkuuden

lisddntymisen vertailu

Eri 3 & vetyperoksidiliuosten subtilisiinientsyymin lisii-
misestd johtuva antimikrobisen bakteerien tuhoamistoiminnan
lisdys. Taulukon IV luvut edustavat prosentteina sellaisten
eri peroksidiliuosten D-arvon laskua, joihin oli lisitty
esimerkin 1 mukainen subtilisiinitabletti verrattuna pelkin
peroksidiliuoksen kiyttsdn. AO-Septin kohdalla kidytettiin
raskasmetallikatalyyttia (platinalla pdillystettyid levyd)
ampulleissa alentamassa peroksidia kuten US-patentissa

3 912 451.

Taulukko 1V

Organismi Lensan A Oxysept I AO-Sept
(taulukon 1II (taulukon IIIX
tiedot) tiedot)
Serratia marcescens 50 & 29 % 88 %
Escherichia coli 71 % 70 % 90 %
Pseudomonas aeruginosa 0 % 0 % 20 %
Staphylococcus aureus 38 % 28 % 60 %
Candida albicans 58 % 35 % 33 8
Aspergillus niger 0 % 20 % 32 &

Luvut osoittavat, etti kukin 3 % vetyperoksidiliuos on pal-
jon tehokkaampi desinfiointiaine silloin, kun subtilisiini

A on mukana yhdisteessi. Vaikutus on etenkin huomattavissa

AO-Septin kohdalla.
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Esimerkki 7

Peroksidipitoisuuden vaikutus entsyymitoimintaan

Esimerkissid 1 kuvatun subtilisiini A -tabletin ja trypsiinin
entsymaattinen toiminta miiritettiin eri vetyperoksidi-
pitoisuuksissa kdyttidmills muunneltua Azocollin menetelm&d
(sigma Catalog). Kokeessa kiytettiin Baker Chemical Companyn
3 $ vetyperoksidia. Tarkoituksenmukaiset laimennokset teh-
tiin 0,02 M boraattipuskurcintiaineella pH:n ollessa n. 8,4.
Azocollin substraatti ja trypsiini saatiin Sigma Corpora-

tionilta.

Peroksidi laimennettiin ensin puskurointiaineen avulla
tarkoituksenmukaisiin pitoisuuksiin. Yksi subtilisiini-
entsyymitabletti liuotettiin 10 ml:aan puskuriainetta, johon
oli lisitty 50 mg Azocoll-substraattia. 1 ml tdtd liuosta
lissittiin sitten kuhunkin peroksidipitoisuuteen entsyymi/
substraattipuskuriaineen toimiessa vertailukohtana.
Sekovittamisen jilkeen reaktion annettiin tapahtua huoneen-
1immdsssi 2 minuutin ajan, jonka jilkeen liuos j&ihdytettiin
2 ml:lla entsyymin saostavaa 10 % trikloorietikkahappoa.
Jiljelle jsineet virimittaukset suoritettiin 520 nm:sti.
Subtilisiinitulokset ovat nihtivissi taulukossa 1V, tryp-

siinitulokset taulukossa V.

Taulukko IV

Vetyperoksidin subtilisiinitoiminta

T HO oD 520
2 2
0 0,27
1 0.39
2 0,57
3 0,56
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0,66
¢ 5 0,56
0,68
0,68
0,90
30 0,91

o o0 b

Taulukko V

*)

Trypsiinin toiminta vetyperoksidissa

$ HO oD 520
2 2
03 '
30 0,6

*)

10 mg trypsiinijauhetta lisdttiin Hzozgeen,

Taulukko IV osoittaa, ettd subtilisiini A on aktiivinen
Azocollin kokeessa monissa eri peroksidipitoisuuksissa.
Toiminta 30 % vetyperoksidissa oli suunnilleen sama Xkuin

8 % pitoisuudessa. Subtilisiini A:n entsyymitoiminta niyttdi
saturoituneen 2 - 6 % vetyperoksidipitoisuuksissa. Taulukko

V osoittaa, etti trypsiini on aktiivinen vetyperoksidissa.

Esimerkki 7

Perboraattien vaikutus entsyymitoimintaan

Hydrocurve II® -linssit psillystettiin kuumadenaturoidulla
lysotsyymilli kuten esimerkissi 1. Seuraavat subtilisiini
A:han (Novo Industries, Tanska) ja natriumperboraattiin

perustuvat liuokset valmistettiin peroksidin lihteeni
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toimivan perboraatin yhdistetyn vaikutuksen toteamiseksi
subtilisiini A:n proteolyyttiseen toimintaan. Liuos A -

0,04 mg/ml subtilisiini A:ta, bikarbonaattipuskuriainetta
pH:n sovittamiseksi 8,307:8&n; liuos B - 0,02 % (paino/
tilavuus) natriumperboraattia, bikarbonaattipuskuriainetta,
pH 8,533; ja liuos C - 0,04 mg/ml subtilisiini A:ta , 0,02 %
(paino/tilavuus) natriumperboraattia, bikarbonaattipuskuri-
ainetta, pH 8,532. Jokainen k&#sittely oli tilavuudeltaan

10 ml.

viittid proteiinilli p#allystettysd linssid liotettiin kussa-
kin liuoksessa (10 ml) 3 tunnin ajan huoneenldmmdssd. Taman
jilkeen kaikki linssit huuhdottiin ja j&ljelle jd&neen pro-
teiinin miars miasritettiin. Taulukko VI osoittaa puhdistu-

neen pinnan keskiarvon kisittelyn j&dlkeen.

Taulukko VI

Entsyymin puhdistustehon vertailu peroksidin kanssa ja

ilman peroksidia

Keskiarvo %

Liuos Puhdistettu pinta
A 2,0 + 5,6
0
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd piilolinssien samanaikaiseksi puhdistamiseksi
ja desinfioimiseksi, t un n e t t u siiti, etti menetel-
m&dn kuuluu piilolinssien saattaminen kosketuksiin liuoksen
kanssa, joka sisdltdd oleellisesti desinfioivan miirin pe-
roksidia ja tehokkaan miirin peroksidiaktiivista proteo-
lyyttistd entsyymid riittivin pitkidksi ajaksi niin, etts
oleellisesti kaikki proteiiniliete saadaan poistetuksi ja

linssit desinfioiduiksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unn e t -
t u siitd, etti entsyymii on liuoksessa 0,0001 - 0,5 Anson-
yksikkod millilitraa kohti ja etti peroksidi on vetyperok-
sidia, jota on liuoksessa 0,05 - 10 % paino/tilavuuden

mukaan.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelms, t un n e t -
t u siitd, ettd liuos on puskuroitu 6 - 10 pH-arvon vilil-

L8,

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmi, t un ne t -
t u siitd, etti proteolyyttinen entsyymi on subtilisiini,
pankreatiini tai trypsiini ja ettd siti on liuoksessa

0,0003 - 0,05 Anson-yksikkti millilitraa kohti.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi, t un n e t -
t u siitd, etti liuoksessa on 3 % vetyperoksidia ja 0,0012
Anson-yksikkdid subtilisiini A:ta millilitraa kohti.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unn e t -
t u siitd, ettid peroksidi on perboraatin, persulfaatin tai
perkarbonaatin suola, diperisoftaalihappo, perocksidifos-

faatti tai alumiiniaminohydroperoksidisuola.
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7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettid entsyymii on liuoksessa 00,0001 - 0,5 Anson-
yksikkdd millilitraa kohti ja ettd peroksidia on 0,02 %

paino/tilavuuden mukaan tai enemmin.

8. Patenttivaatimuksen 7 1ukainen menetelmd, t unne t -
t u siiti, ettd liuos on puskuroitu 6 - 10 viliseen pH-
arvoon.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmi, t un n e t -

t u siitd, etti proteolyyttinen entsyymi on subtilisiini,
pankreatiini tai trypsiini ja ettd sitd on liuoksessa
0,0003 - 0,05 Anson-yksikkdd millilitraa kohti.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t unn e t -
t u siitid, etti peroksidi on natriumperboraatti, kalium-
persul faatti, natriumperkarbonaatti, diperisoftaalihappo,
peroksidifosfaattisuola tai natriumalumiiniaminohydro-
percksidi ja ettid entsyymi on subtilisiini A, jota on

livoksessa 0,0012 Anson-yksikkdd millilitraa kohti.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unn e t -
t u siiti, ettd liuos on valmistettu yhdistdmillid entsyymi
ja peroksidi silloin kun linssit ovat kosketuksissa liuoksen

kanssa.

12. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t unn e t -
t u siiti, ettd liuos on valmistettu liuottamalla kuiva

peroksidi ja kuiva entsyymi vesipitoiseen liuokseen.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, t un -
nettu siiti, etti entsyymi ja peroksidi on yhdistetty

jauheen tai tabletin muotoon.
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14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd piilolinsseilld on hydrofiilinen pinta.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd peroksidiaktiivinen proteolyyttinen
entsyymi on subtilisiini.

16. Patei.ctivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd entsyymi on subtilisiini A.

17. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd peroksidi on vetyperoksidi, jonka
mddrd on 0,02-10 % painon/tilavuuden mukaan.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd vetyperoksidin m8drd on noin 3 %

painon/tilavuuden mukaan.

19. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd peroksidiaktiivinen proteolyyttinen
entsyymi on subtilisiini A ja ettd peroksidi on vetyperok-

sidi.
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Patentkrav

1. Forfarande for samtidig reng®éring och desinficering

av kontaktlinser, kidnnetecknat av att forfarandet innefattar
att man fo&r kontaktlinserna i kontakt med en l6sning inne-
fattande en visentligt desinficerande mdngd peroxid och en
verksam m#ngd peroxidaktivt proteolytiskt enzym under till-
rdcklig tid f&r att avlégsna vésentligen alla proteinav-

lagringar och f8r att desinficera linserna.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av att
enzymet 4r nirvarande i ldsningen i en midngd mellan O,0001
och 0,5 Anson-enheter per ml och att peroxiden &r vidteper-
oxid, som 4r n#drvarande i l1ldsningen i en mangd mellan 0,05
och 10 vikt/volym-%.

3. Férfarande enligt patentkravet 2, kdnnetecknat av att
16sningen har buffrats till ett pH mellan 6 och 10.

4. Foérfarande enligt patentkravet 3, kidnnetecknat av att
det proteolytiska enzymet &r subtilisin, pankreatin eller
trypsin och att det #r narvarande i l&sningen i en m&ngd

mellan 0,0003 och 0,05 Anson-enheter per ml.

5. Foérfarande enligt patentkravet 4, k#énnetecknat av att
18sningen innefattar 3 % védteperoxid och 0,0012 Anson-enhe-

ter per ml subtilisin A.

6. Férfarande enligt patentkravet 1, k#nnetecknat av att
peroxiden &r saltet av ett perborat, persulfat eller perkar-
bonat, diperisoftalsyra, peroxidifosfat eller ett aluminium-

aminohydroperoxidsalt.

7. Férfarande enligt patentkravet 6, kdnnetecknat av att
enzymet 4r nirvarande i ldsningen i en méngd mellan O,0001
och 0,5 Anson-enheter per ml och att peroxiden &r ndrvarande

i en m#ngd av 0,02 vikt/volym-% eller mer.
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8. Forfarande enligt patentkravet 7, kdnnetecknat av att
18sningen har buffrats till ett pH mellan 6 och 10.

9. Forfarande enligt patentkravet 8, kdnnetecknat av att
det proteolytiska enzymet &dr subtilisin, pankreatin eller
trypsin och att det 4r ndrvarande i l1ldsningen i en m&ngd
mellan 0,0003 och 0,05 Anson-enheter per ml.

10. Forfarande enligt patentkravet 9, kdnnetecknat av att
peroxiden &r natriumperborat, kaliumpersulfat, natriumper-
karbonat, diperisoftalsyra, peroxidifosfatsalt eller nat-
riumaluminiumaminohydroperoxid och att enzymet &r subtilisin
A som dr ndrvarande 1 l4sningen i en mdngd av 0,0012 Anson-

enheter per ml.

11. Forfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av att
l6sningen har framstdllts genom att fdrena enzymet och
peroxiden vid den tidpunkt da linserna &r i kontakt med
18sningen.

12. Férfarande enligt patentkravet 6, kdnnetecknat av att
lsningen har framstdllts genom att uppldsa en torr peroxid

och ett torrt enzym i en vattenhaltig 1l8sning.

13. Forfarande enligt patentkravet 12, k&nnetecknat av
att enzymet och peroxiden har f&renats i form av ett pulver

eller en tablett.

l4. Foérfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av att
kontaktlinserna har en hydrofil yta.

15. Forfarande enligt patentkravet 14, k&nnetecknat av
att det peroxidaktiva proteolytiska enzymet 8r subtilisin.

16. Foérfarande enligt patentkravet 15, k#nnetecknat av
att enzymet &r subtilisin A.



84409

36

17. F®rfarande enligt patentkravet 14, k#nnetecknat av
att peroxiden #r vateperoxid som &r nirvarande i en méngd

av 0,02-10 vikt/volym-%.

18. F#rfarande enligt patentkravet 17, k3innetecknat av
att vateperoxiden 4r nérvarande i en midngd av cirka 3

vikt/volym-%.

19. Forfzr.nde enligt patentkravet 14, kinnetecknat av
att det peroxidaktiva proteolytiska enzymet 4r subtilisin

A och att peroxiden &r véateperoxid.
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