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Antiseptické prostfedky, zplisoby a systémy
Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka antiseptickych prostfedki, zpliisobi a systému pro pouzZiti
vraznych medicinskych aplikacich, stejné jako sanitdrnich aplikaci obecn&, vetné
primyslovych a environmentalnich sanitdrnich aplikaci. Prostiedky podle predkladaného
vynalezu maji antimikrobialni, antimykotické, protivirové a protiamébové vlastnosti a mohou
slouZit také jako antikoagulaini prostfedky. Jsou pouZity konkrétni soli a smési kyseliny
ethylen-diamin-tetraoctové (EDTA) (C;oH;2N2NasOs) v uvedenych koncentracich a pfi
uvedenych hodnotach pH. Mezi piiklady aplikaci patii inhibovani, redukce nebo eliminace
pfitomnosti mikrobidlnich a/nebo mykotickych organismi na povrsich, v roztocich nebo ve
formach komplexi, jako jsou biofilmy. Ptikladem zpisobl jsou antiseptické potahy povrchit
piedméth za udelem sniZeni incidence infekci, pokryti objekti a/nebo povrchii omytim,
ponofenim a/nebo vyplachnutim antiseptickym roztokem za tulelem inhibice proliferace,

redukce nebo eliminace mikrobialni populace.

Dosavadni stav techniky

Infekce jsou vyznamnym problémem v mnoha oblastech, ve kterych jsou hygienické
podminky vyznamné, jako je zdravotnictvi. Problematické infekce mohou zplsobovat
bakterialni, mykotické, amébové, protozoarni a/nebo virové organismy. Existuji potfeby jak
v prevenci infekci, tak v redukci nebo eliminaci infekci, kdyZ jiZ vzniknou. Infikovanym

prostiedim mohou byt povrchy objekta, kapaliny a rozvody kapalin a/nebo lidé &i zvifata.

K desinfekei povrehl se bé€Zné pouzZiva roztoki alkoholu a otirani isopropylalkoholem
a ukazalo se, Ze maji antibakteridlni aktivitu. Nejvyrazn&j§i inhibi¢ni antimikrobilni efekt
maji 70% roztoky isopropanolu. Roztoky alkoholu v této koncentraci jsou dosti nikladné a
rychle se odpaiuji, coZ vyznamné sniZuje jejich uéinnost a zvySuje naklady. Kromé toho,
ackoliv mohou byt roztoky isopropanclu pouZity na povrsich, véetné lidské kiZe, a v riznych
medicinskych aplikacich, nemohou byt alkoholové roztoky této koncentrace podaviny

¢lovéku pro medicinske ucely jinak nez lokalné.




Ve zdravotnictvi jsou infekce rliznych typit a pficin €asté a dasto vedou k deldim
hospitalizacim, coZ zvysuje naklady na nemocni&ni péci. Co je jesté hordi je to, Ze vice ne?
90 000 pacientii roéné zemfe v disledku nosokomialnich infekci — to znamena infekei, které
Jsou ziskiny v nemocnicich nebo jinde ve zdravotnictvi. Stald kontrola nosokomialnich
infekei se stala integralni sou¢asti nemocniéniho provozu. Studie provedené pied vice nez 20
lety v Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dokumentovaly tidinnost t&chto
kontrolnich aktivit pfi sniZovani Cetnosti nosokomialnich infekei. I pfes pozomost vénovanou
problematice nosokomialnich infekci se viak dramaticky nesniZil poget téchto infekci a

nosokomialni infekce stale predstavuji pro zdravotnictvi vyznamné riziko.

Jednim problematickym zdrojem infekci v medicin® a veterinirni medicing jsou
katetry, zejména dlouhodobé zavedené katetry. Katetry jsou nezbytné v pé&i o pacienty na
liZkich intenzivni péle, ale vnitfek katetru je Easto znalnym zdrojem infekce. Katetry jsou
pouZivany pro aplikaci kapalin, krevnich pfipravkd, 16kt a Zivin, stejné jako pro hemodialyzu,
hemofiltraci, peritonealni dialyzu, odb&r vzorkii krve, monitorovani stavu pacienta atd.
Transkutanni katetry se Zasto infikuji pfi priniku katetru pfes kazi. Bylo zjidténo, Ze
sedmdesat procent (70 %) viech nosokomialnich infekci krve se vyskytuje u pacienth
s centralnimi Zilnimi katetry. Daouicher et al. New Engl. J. Med. 340:1-8 (1999).

Konkrétn€ v nekterych situacich musi byt pacientim zaveden katetr, ktery musi byt
ponechan u pacientl po relativng dlouhou dobu, naptiklad vice ne? tficet dni. Katetry pro
intravenosni (IV) terapii a mofové Katetry obvykle zustavaji zavedené po zna&nou dobu.
V dusledku poranéni tkani b&hem zavadéni a bolesti spojené se zavadénim nemohou byt
takové katetry odstratiovany a zavadény piilis dasto. Predpoklada se, Ze bakterie pochazejici
z katetru jsou primamim zdrojem infekce mo&ového traktu. Také bylo zjidténo, Ze pacientky,
kterym byl periferné zaveden centrilni katetr b&hem t&hotenstvi, maji vyznamné riziko
infekénich komplikaci. Qgura et al., Am. J. Obstet. Gynecol. 188(5): 1223-5 (2003). Dile se
infekce z centralniho Zilniho katetru, které mohou zplsobit katedrovou sepsi, uvad&ji jako
nejCastéjsi komplikace b&hem parenteralni vyZivy v domacim prostfedi. Reimund et al.,
Clinical Nutrition, 21 (1):33-38 (2002). Vzhledem k riziktim infekce by katetrizace méla byt

omezena pouze na pfipady, kdy je absolutn& nezbytna. Tento zakrok vaZné ohroZuje zdravi

pacienta.




Po nejcasté)i indikovanych zékrocich zahrnujicich katetrizaci je katetr proplachnut
tyziologickym roztokem a potom je naplnén kapalinou, jako je fyziologicky roztok nebo
roztok heparinu, pro zabranéni sraZeni krve v katetru, aby se zabranilo zp&mému vtékani
pacientovi krve do katetru a aby se zabranilo vniknuti plynii do katetru. Kapalina, ktera je
pouZita pro proplachnuti katetru, se oznaduje jako “tekutinovy zamek™ a kapalina pouZita
k napinéni katetru po proplachnuti nebo béhem obdobi, kdy se katetr nepouZiva, se oznatuje

jako roztok pro vytvoieni “zamku”.

Tradi¢né se jako zamek pouZival normalni fyziologicky roztok nebo roztok heparinu,
které maji antikoagula€ni aktivitu. Heparin a fyziologicky roztok jsou né¢kdy pouzivany
v kombinaci. Normalni fyziologicky roztok se obylejné pouZiva pro kratkodobé uzaméeni
perifernich intravenosnich katetrl, ale nema antikoagula¢ni ani antimikrobidlni aktivitu.
Heparinové roztoky se obvykle pouZivaji pro uzaméeni cévnich katetri. Heparin ma
antikoaguladni aktivitu, ale nema aktivitu antimikrobidlni a nezabrafiuje ani nezmimiuje
infekce. Existuji také diivodné podezieni, Ze heparin v nepatinovych zamcich miZe piispivat
k heparinem-indukované trombocytopenii, coZ je zavaZna krvacivd komplikace, ke které

dochazi u pacientd, kterymn je aplikovan injek&ni heparin.

Byly navrZzeny roztoky pro uzamdeni katetrli obsahujici taurolidin, kyselinu citronovou a
citrat sodny. Nedavna publikace (Kidney International, Sept 2002) popisuje pouZiti 70%
alkoholového roztoku jako zamku pro podkoZni port. PouZiti alkoholu jako roztoku pro
vytvofeni zamku je sporné, protoZe nepisobi antikoagulatné a protoZe existuji rizika ph
vniknuti tohoto roztoku do ob&hu. PGvodci vynalezu dale neznaji Zadny dikaz o tom, Ze 70%
roztok alkoholu ma eradikaéni aktivitu pro biofilm.

Nyni se objevujicim trendem a doporu¢enim z Center for Infectious Disease (CID) je
1é¢it existujici katedrové infekce systémové specifickymi nebo Sirokospektrymi antibiotiky.
PouZiti antibiotik v roztocich pro zamky za ulelem zabran&ni infekce neni doporuceno.
PouZiti antibiotik pro 1é¢bu existujici katetrové infekce ma urditd rizika, véetn&: (1) rizika
vzniku kment resistentnich na antibiotika; (2) neschopnost antibiotik zahubit sesilni neboli
v hloubce biofilmu usazené bakterie, které mohou vyZadovat pouZiti antibiotik v toxickych
koncentracich; a (3) vysoké naklady na dlonhodobou antibiotickou terapii. Jsou dostupné

katetry potaZené antiseptickym nebo antibiotickym materidlem. Tyto potaZené katetry v3ak



mohou poskytnout pouze omezenou ochranu po relativné kratkou dobu.

Obecné mohou byt na antibiotika citlivé voln# cirkulujici organismy. Avsak bakterie a
houby se mohou stat odolnymi vii¢i antibiotikiim tim, Ze se agreguji na povrSich a produkuji
hlenovité protektivni substance, které jsou &asto oznacoviany jako extracelularni polymerni
substance (BPS), které vytvafeji biofilm. V pritb&hu proliferace mikrobii se mize vyskytnout
vice neZ padesat genetickych aktivaci nebo inaktivaci, co? vede ke vzniku mikrobialniho
biofilmu vice rezistentniho na antibiotika. Dvé& tietiny bakteridlnich infekci, se kterymi se

khinik setkava v praxi, se pfisuzuje biofilmim. Netting, Science News, 160:28 (2001).

Tvorba biofilmu je geneticky Ffizenym procesem v Zivotnim cyklu bakterii, kde tento
proces vyvolavad mnoho zmé&n v bun¥&né fyziologii organismu, &asto véetnd v&t¥ resistence
na antibiotika (az 100- aZ 1000-ndsobné), ve srovnani s ristem za podminek planktonu (volné
cirkulace). Jak organismy rostou, nuti je problémy s pfemnoZenim a nedostatkem Zivin
k déleni organismi hledani novych lokalit a zdrojt Zivin. Nové d&lenim vzniklé organismy se
rychle navraceji do své pivodni volng cirkulujici faze a stivaji se znovu citlivymi na
antibiotika. Volné cirkulujici organismy vak mohou vstupovat do krevniho ob&hu pacienta,
zplisobovat infekce v krevnim fediiti, které vyvolavaji klinické pfiznaky, naptiklad horecku, a
zavaZzngjsi ptiznaky spojené s infekei. Sesilni platy biofilmu se mohou odluovat a ulpivat na
povrchu tkéni, jako jsou srde¢ni chlopn&, coZ zpiisobuje proliferaci biofilmu a zivainé

problémy, jako je endokarditida.

V primyslovych zafizenich je tvorba biofilmu velmi b&*na a obecné se oznaduje jako
biologické znecisténi. Napfiklad rist biofilméi na strojnich konstrukcich, jako jsou filtra&ni
zafizeni, je primami pti¢inou biologické kontaminace systémd pro distribuci pitné vody.
Tvorba biologickych filmi v primyslovych zafizenich miZe vést k degradaci materiald,
kontaminaci produktii, mechanické blokad& a poruchim pienosu tepla ve zpracovatelskych
systémech. Tvorba biofilmu a nasledna kontaminace je také b&Znym problémem pfi pfipravé a

zpracovani potravin.

By byla situace je$t¢ komplikovangj§i, bé&iné testy sensitivity hodnoti pouze
antibiotickou citlivost organismd volné cirkulujicich, nikoli ve stavu biofilmu. V dasledku

toho je davka antibiotika podavana pacientovi, napiiklad katetrem, zfidkakdy takové, aby




meéla Zadouci efekt na organismus ve fizi biofilmu, ktery miZe byt ptitomen v katetru.
Biofilm mZe nadale odlutovat volné cirkulujici organi'smy nebo se miZze dostat do klidového

stadia a proliferovat pozdéji pod obrazem klinické infekce.

Pro eradikaci organismi biofilmu pomoci antibiotik musi laboratof urit koncentraci
antibiotika nutnou pro usmrceni specifické genetické faze organismu, kterou oznatujeme jako
biofilm. Pro stanoveni minimalni koncentrace pro eradikaci biofilmu je nutné vysoce
specializované vybaveni. Navic jsou soutasné diagnostické protokoly &asové néarotné a
vysledky Casto nejsou dostupné po dobu nékolika dnii, napfiklad péti dnt. Tato doba zjevné
neumoZiiuje rychlou 1é¢bu infekei. Tato prodleva a opravnény strach z infekci mohou vést
k naduZivani Sirokospektrych antibiotik a zbyte¢n& Castému vyjimani a znovuzavidéni
katetr. NaduZivani Sirokospektrych antibiotik miZe vést ke vzniku bakteridlnich kmeni
resistentnich na antibiotika, které nemohou byt efektivné léeny. Zbyte&né odstrafiovani a

zavadéni katetri je bolestivé, nakladné a mize veést k poranéni a poskozeni tkdn¥ v misté

zavadéni katetru.

Antibioticka rezistence biofilmi, spolu s komplikacemi pouZivani antibiotik, jako je
riziko vzniku kmeni rezistentnich na antibiotika, &ini z antibiotické 1é&¢by neatraktivni volbu.
V disledku tohoto je pouZiti antibiotik omezeno na symptomatické infekce a profylaktické
podavani antibiotik se k prevenci kontaminace obvykle nepouZivd. Vzhledem k tomu, Ze
biofilm miiZe u¢inkovat jako selektivni fenotypova piekaZka zplisobujici resistenci k v&t¥iné
antibiotik, musi byt katetr pro eradikaci katedrové infekce &asto odstran&n. Odstranéni a
vyména katetru je ¢asové naro¢nd, stresujici pro pacienta a komplikuje 1ékafské zakroky.
Proto existuje potieba u¢inné a pohodiné metody pro usmrcovani organismil, zejména

organismu osidlujicich katetry, bez nutnosti vyjmuti katetru z téla.

Kromé bakterialnich a mykotickych infekci mohou byt také velmi vaZné a bolestivé,
stejné jako potencialng Zivot ohroZujici, infekce amébové. Bylo napfiklad zji$téno, Ze Eloveka
infikuje né¢kolik kmenl Acanthamoeba. Acanthamoeba se vyskytuje po celém svété v hliné a
prachu a ve sladkovodnich vodnich zdrojich, stejng jako v brakické a moiské vods. Casto se
nachazi ve vytap&cich, ventilatnich a klimatizanich zafizenich, ve zvihXovadich vzduchu,
v dialyzaénich jednotkach a v pfisluSenstvi kontaktnich &o€ek. Acanthamébova infekce miiZe

byt také, kromé mikrobidlni a mykotické infekce, Castd v daldich lékatskych a zubatskych



nastrojich, véetné zubnich kartack®, zubnich protéz a daliho zubolékafského ptisludenstvi,
apod. Acanthamébova infekce je &asto diusledkem nespravného skladovani, uzivani a
desinfekce kontaktnich ¢ogek a jinych pomiicek, které prichazeji do kontaktu s lidskym télem,

kde mizZe tato infekce vstupovat do téla pfes Skrabnuti, rany, nosni dirky, oko apod.

Existuje mnoho riiznych druhti mikrobt, které zpisobuji problematické infekce, véetnd
odrid bakterii a hub. Soucasné metody pro eliminaci infekce viak obecn& vyuzivaji roztoky,
které jsou uginné proti omezenému poétu riznych mikrobii. Root et al. (Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 32:1627-1633 (1988)) popisuji in vitro pouZiti disodné soli EDTA in vitro

proti konkrétnimu izolatu patogenniho Staphylococcus epidermidis souvisejiciho s katetrovou

infekei.

EDTA byla tradi¢né pouzitelna jako &inidlo chelatujici kovy a pouZiva se, v kombinaci
s jinymi aktivnimi slou¢eninami, pro rizné ugely. EDTA je &asto pouZivana v nizkych
koncentracich jako in vitro antikoagulaéni &inidlo pro odb&r a testovani vzorki krve a jako
synergicke antioxida¢ni inidlo a také se pfidava do roztoki, napfiklad jako chelataéni
¢inidlo, stabilizator nebo jako konzervaéni &inidlo pro farmaceutické ptipravky. EDTA miiZe
existovat v riznych forméch, naptiklad ve form& sodné soli, jako je disodn4, trisodni a
tetrasodna sil, a dal3ich, jako jsou chality s kovy, jako je Zelezo, méd’, hotéik apod. Né&které
formy EDTA se pouZivaji spoletn& s daldimi substancemi jako pomocnymi ¢&inidly
v ptipravcich pro ofetfovani infikovanych katetrii. V klinickém pouZiti nebo v prostredcich

pouZivanych u lidi nebo zvifat jsou roztoky obvykle upraveny na fyziologické nebo neutralni
pH.

Kombinace alkoholu s pfisadou, jako je jina forma EDTA neZ sodna siil, je popsina ve
zvefejnéné PCT pfihlasce WO 02/05188. Zvefejnéna PCT piihlatka WO 00/72906 Al
popisuje lyofilizovanou smés antimikrobiadlniho ¢inidla, napfiklad antibiotika, a druhého
C¢inidla, kterym miZe byt jind forma EDTA neZ sodna sil, jako chelatadni &inidlo pro
proplachovani katetri. V US patentu & 5688 516 jsou popsany prostfedky obsahujici
antikoagulagni ¢inidlo, chelataéni ¢inidlo, jako je EDTA, a antimikrobialni &inidlo, jako je
minocyclin, pro potahovani lékafskych nastroji a pro inhibici katetrovych infekci.
V konkrétnich popsanych ptikladech je disodna-forma EDTA upravena na fyziologické pH
7,4 a pouZita v prostiedku. Zvefejn®nid PCT pfihldska WO 99/09997 popisuje 1é&bu



mykotické infekce kombinaci antimykotického &inidla a chelatagniho ¢inidla, jako je EDTA.

Dal8imi oblastmi, ve kterych pfedstavuje infekce problém, jsou lékafské nastroje a
materialy pouZivané v oich, jako jsou kontaktni &ocky, skleralni nahrady, Sici materialy,
nitrooéni ¢otky apod. Konkrétné byl kladen diraz na vyvoj metod pro desinfekci o&nich
protéz, napfiklad kontaktnich ¢ofek. Bakterialni biofilmy se mohou podilet na o&nich
infekcich a umoziiuji persistenci bakterii na abiotickych povrich, které ptichazeji do kontaktu
s okem nebo jsou do néj implantovany. Biofilmy se mohou vytvifet také na biotickych
povrsich oka. Zegans et al,, DNA Cell Biol., 21:415-20 (2002). Protozoarni amébou, ktera
muZe kontaminovat desinfekéni tekutiny pro ¢otky, miZe byt také vyvolana vaZna forma
keratitidy. O¢ni piipravek obsahujici tetrasodnou EDTA a alkalické soli, pufrované na pH 6-
8, pro desinfekci kontaktnich Colek, je popsan v US patentu &. 5300296, US patent &

5 998 488 popisuje ofni ptipravek obsahujici EDTA a dal3i substance, jako je cyklodextrin a
kyselina borita.

V oblasti dentalni museji byt pfedméty vkladané do ust, jako jsou dentdlni nastroje,
dentalni a ortodontické pomiicky, jako jsou nastavce, mistky, umély chrup apod., udrzovany
ve sterilnim stavu, zejména b&hem skladovéni a pfed vioZenim do vst. V opaéném pfipadé se
miiZe pienést infekce do krevniho fefi¥té a stit se zdvaZnou. US patent &. 6 077 501 popisuje

pouZiti EDTA v prostfedku pro ¢isténi dentalni protéz ve smési s dal$imi aktivnimi sloZkami.

Dodavky vody jsou také nachylné na mikrobidlni a jiné infekce. Zafizeni pro
skladovani vody, stejné jako potrubi a odpadni potrubi, jsou ¢asto infikovany. Vnitini povrchy
trubic vedoucich kapaliny v lékafskych a zubnich ordinacich pfedstavuji prostfedi, které je
vhodné pro usidleni a rist mikroorganismii, a adherence mikrobli a tvorba vysoce

protektivnich biofilmovych vrstev je &asto problémem pii skladovéani a dodavani kapalin.

Existuje tedy potfeba lepSich metod a prostiedki pro prevenci a niZeni infekci
v riznych prostfedich. Takové antiseptické roztoky by mély mit Siroké spektrum
antimikrobialnich vlastnosti. Konkrétng by mél mit roztok schopnost penetrovat biofilmem za
uCelem eradikace organismi v biofilmech. Metody a roztoky by mély byt dostatedng
bezpetné pro to, aby mohly byt pouZity pro prevenci infekci, stejné jako pro lécbu jiz
existujicich infekei.



Podstata vynalezu

Pfedkladany vyndlez poskytuje antiseptické roztoky zahmujici, v podstaté sestavajici
nebo sestavajici z jedné nebo vice soli EDTA pti pH, které je vy$3i ne? fyziologické pH, a pfi
pfedepsané koncentraci. Piivodci vynalezu zjistili, Ze nékteré prostfedky obsahujici EDTA
maji icinné antiseptické aktivity a funguji jako Sirokospektré antimikrobialni prostiedky,
jakoZ i funguji jako fungicidni prostfedky proti mnoha kmenim patogennich kvasinek.
Piipravky EDTA podle predkiiadaného vynédlezu jsou také vysoce u&inné pi usmrcovani
patogennich organismi v biofilmu a eliminaci existujicich biofilm, stejné jako pfi prevenci
tvorby biofilmu. Pfipravky a kombinace EDTA podle vynilezu dile vykazuji jak anti-
protozodmi, tak protiamébovou aktivitu. Na zakladé publikovanych zprav se dile
piedpoklada, Ze pfipravky EDTA podle vynalezu budou mit protivirovou aktivitu.

Ptipravky EDTA podle vynélezu jsou bezpené pro podani &lovéku a jsou biologicky
kompatibilni a nekorosivni. Mohou mit také antikoagulaéni vlastnosti a jsou proto pouZitelné
pro prevenci a/nebo 1€€bu riznych infekci souvisejicich s katetry. Antiseptické roztoky podle
vynalezu maji mnoho pouZiti, vEetn& pouZiti pfi tvorb& zamkovych roztokd pro riizné typy
katetrli, pouZiti jako antiseptickych inidel nebo roztokd pro desinfekei raznych Iékatskych,
dentalnich a veterinarich pfistroj, nistroji a jinych pfedmétd, povrchii apod. Dile jsou

pouZitelné k desinfekci v primyslu a ve vyrob& a zpracovani potravin.

Antiseptické prostfedky podle vynidlezu mohou byt pouZity profylakticky pro
zabranéni infekci nebo pro redukci a/nebo eliminaci existujici nebo rozvinuté infekce.
Vynalez poskytuje zpiisoby pro prevenci nebo 1é¢bu infekce nezadouciho mikroorganismu na
pfedmétu nebo povrchu, pficemZ se kontaktuje povrch nebo pfedmét s piipravkem podle
vynalezu. Pfipravky podle vynalezu mohou byt tedy pouZity pro inhibici ristu a proliferace
mikrobialnich populaci a/nebo mykotickych patogent, vietné inhibice tvorby a proliferace
biofilmi; pro inhibici ristu a proliferace protozoamich populaci; pro inhibici ristu a
proliferace amébovych populaci a pro prevenci amébovych infekci, zejména infekce

zpusobené Acanthamoeba.

Vynalez poskytuje také metody pro podstatnou eradikaci mikrobialnich populaci,




véetné jak planktonickych mikrobidlnich populaci, tak mikrobialnich populaci ve formé
biofilmi, spoleéné s metodami pro eradikaci populace Acanthamoeba. Tyto metody zahmmuji
kontaktovani infikovaného objektu nebo povrchu nebo objektu nebo povrchu s podezienim na
infekci s prostfedkem podle vynalezu. V zavislosti na typu antiseptického prostiedku
pouZitého v riiznych metodach je pro inhibici tvorby a proliferace riiznych populaci a/nebo
pro podstatnou eradikaci riznych populaci nutna nizné doba kontaktu. Vhodné doby kontaktu

pro rizné prostiedky jsou uvedeny v piikladech provedeni vynalezu a mohou byt téZ uréeny

rutinnimi pokusy.

V jednom provedeni maji antiseptické prostiedky podle vynalezu alesponi &tyfi, vyhodng
alespofi pét z nasledujicich vlastnosti: antikoagulaéni vlastnosti; inhibiéni a/nebo baktericidni
aktivita proti Sirokému spektru bakterii v planktonické formé; inhibi¢ni a/nebo fungicidni
aktivita proti spektru mykotickych patogenti; inhibiéni a/nebo baktericidni aktivita proti
Strokému spektru bakterii v sesilni form& neboli form& biofilmu; inhibi¢ni aktivita proti
protozoarni infekci; inhibiéni aktivita proti acanthamébové infekci; bezpednost a biologicka
kompatibilita, alespori stfedni urovné&, pii kontaktu s pacientem; bezpe&nost a biologicka
kompatibilita, alespoii stfedni urovné, pfi kontaktu s krvi pacienta a bezpe€nost a biologicka
kompatibilita pfi kontaktu s primystovymi objekty a povrchy.

V prostfedeich podle vynalezu jsou pouZity rozpustné soli EDTA. Sodné soli EDTA
jsou b&Zn¢ dostupné a vieobecné pouzivané, véetné disodné, trisodné a tetrasodné soli, i kdyZ
mohou byt pouZity i dal¥i soli EDTA, jako jsou amonné, diamonné, draselné, didraselné,
disodné-méd’naté, disodné-hofe€naté, sodné-Zelezité soli, a jejich kombinace, pod
podminkou, Ze mayi poZadované antibakteridlni, fungicidni, anti-protozoarni a/nebo
protiamébové vlastnosti, a Ze jsou dostatené rozpustné v poZzadovaném rozpou$tédle. Mohou
byt pouzity riizné kombinace EDTA soli a tyto mohou byt vyhodné pro urdité aplikace.
Dulezité je, ze ve veétSin€ provedeni prostfedky a zplsoby podle vynilezu nevyuZivaji
tradi¢nich antibiotickych ¢inidel a tak nepfispivaji ke vzniku organismul resistentnich na

antibiotika.

Antiseptické prostfedky podle vynalezu zahmuji, sestavaji nebo v podstaté sestivaji
z jedné nebo vice soli EDTA vroztoku pfi pH vy$§im neZ je fyziologickd hodnota pH.
Vyhodné maji takové prostfedky pH alespon 8,0, Zejména maji prostiedky podle vynalezu pH
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v rozmezi mezi 8,5 a 12,5, mezi 9,5 a 11,5 nebo mezi 10,5 a 11,5. Sil EDTA je obvykle
pfitomna v mnoZstvi alespoii 0,01 % hmot./obj. Ve vyhodnych provedenich obsahuji
prostiedky podle vyndlezu alespori jednu sil EDTA v mnoZstvi od 0,2 do 10 % hmot./obj.,
vyhodnéji 0,2 aZ 6,0 % hmot./obj. a zejména 0,2 aZ 4,0 % hmot./obj.

V' konkrétnich provedenich piipravky podle vynéalezu zahmuji nebo v podstaté
sestavaji zrozpoustédla a alespoii jedné soli EDTA v koncentraci mezi 0,01 a 10 %
hmot./obj., kde roztok ma pH alespoii 9,0 a méa baktericidni aktivitu proti Sirokému spektru
bakterii. Vyhodné je alespofi jednou soli EDTA trisodnd nebo tetrasodna sil EDTA.
Rozpoustédlo je obvykle vybrano ze skupiny zahmujici: vodu, fyziologicky roztok, alkoholy

a jejich kombinace. V jednom provedeni je rozpoustédlem kombinace vody a ethanolu.

Antiseptické prostfedky podle vynilezu mohou byt pouZity jako zidmkové nebo
proplachovaci roztoky pro rizné typy permanentnich katetri, v&etné cévnich katetri
uZivanych pro aplikaci kapalin, krevnich produktii, 16kt a vyZivy, odbéry kapalin nebo krve,
dialyzu, monitorovéani stavu pacienta apod. Antiseptické roztoky podle vynalezu mohou byt
také pouZivény jako zamkové a proplachovaci roztoky pro mo&ové katetry, nasalni sondy,
trachealni sondy apod. Pro tyto ticely jsou vhodné roztoky majici obecné parametry popsané
dale. V jednom provedeni se antisepticky roztok zahrujici, sestivajici nebo v podstaté
sestavajici z jedné nebo vice sodnych soli EDTA pti pH vy$§im neZ je fyziologické pH
pouziva pro udrZovani priichodnosti zavedenych intravaskulamich katetrii. Vynalez poskytuje
rovnéZ zpisoby pro desinfekci katetrd a jinych lékatskych trubic, jako jsou nasalni sondy,
trachedlni sondy apod., které zahrnuji kontaktovani katetru nebo jiné trubice s desinfekénim

prosttedkem podle vynalezu,

V jiném provedeni jsou poskytnuty antiseptické prostfedky podle vynalezu zahmujici,
sestdvajici nebo v podstaté sestavajici z jedné nebo vice sodnych soli EDTA pii pH vys§im
neZ je fyziologické pH jako desinfek&ni roztoky pro 1ékafské prostiedky, jako jsou zubni
protézy a jiné dentélni, orthodontické a/nebo periodontélni prostiedky, kontaktni ¢o¢ky a jiné
optické prostfedky, pro lékafské a veterinami nastroje, zafizeni apod., a jako desinfekéni
roztoky pro desinfekci povrchil a pfedméti. Vynalez dale poskytuje zplisoby pro desinfekei
takovych zafizeni, které zahruji kontaktovani zafizeni s antiseptickym prostfedkem podle

vynalezu. Obecné mohou byt antiseptické prostfedky podle vynalezu pouzity jako roztoky pro
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ukladani dentalnich, orthodontickych a periodontélnich prostiedkd, véetng zubnich kartadkd,
a mohou byt pouZity téZ jako roztoky pro ukladini kontaktnich dolek a jinych optickych
zafizeni, stejné jako dalSich lékafskych a veterinimich néstroji, zafizeni apod. Pro tyto
aplikace jsou antiseptické prostfedky podle vynilezu obecné ptipravovany jako roztoky, nebo
dodany v suché forme, ktera po piidani vhodného rozpoustédla vytvofi roztok.

V dalsim provedeni jsou antiseptické prostfedky podle vynalezu piipraveny pro
pouZiti v roztocich, gelech, krémech nebo jinych piipraveich uréenych pro lokélni pouZiti
jako antisepticka €inidla, roztoky, antibakteridlni 1é¢iva apod. Antiseptické prostiedky podle
vynilezu mohou byt také pouZity jako antibakteridlni &inidla ve spojeni s obvazy, obklady,
prostiedky a ptipravky pro hojeni ran apod. V piibuznych provedenich vynalez poskytuje
kryti pro pouZiti pfi hojeni ran, jako jsou obvazy a néplasti, které jsou impregnovany jednim
nebo vice prostiedky podle vynalezu.

Antiseptické prostfedky podle vynilezu mohou byt pouZity také v primyslovych
aplikacich jako jsou systémy pro skladovani a distribuci vody, &&téni vody, zvih&ovaci a
vysoudeci zafizeni, a pfi pfipravé, baleni a manipulaci s potravinami, pro inhibici, sniZeni
nebo podstatnou eliminaci mikrobialnich populaci jak ve voln& cirkulujici, tak v sesilni form,
jakoZ i mnohych mykotickych, amébovych a protozoamich populaci. Primyslova zatizeni a
povrchy mohou byt kontaktovany, oplachovany nebo ponofoviny do antiseptickych
prostiedki podle vynilezu. Vynélez také poskytuje antiseptické pripravky s naasovanym
uvolfiovanim, které plsobi b&hem urtité doby, coZ je vhodné zejména pro mista, do kterych je

obtiZny &asty ptistup.
Podrobny popis vynilezu

EDTA se pouziva v nizkych koncentracich v mnoha p¥ipravcich v kombinaci s jinymi
aktivnimi sloZkami jako stabilizaini nebo konzervatni prostfedek. Antiseptické prostredky
podle vynalezu obsahuji obecné vy3si koncentrace EDTA a vyhodné obsahuji alespoi 0,01 %
soli nebo soli EDTA, vyjadieno jako hmotnost na objem roztoku (hmot./obj.), a mohou
obsahovat aZz 15 % (hmot./obj.) soli EDTA. Pro mnohé aplikace obsahuji antiseptické
prostfedky podle vynalezu vyhodné alespori 0,1 % (hmot./obj.) soli EDTA a méné nez 10 %
(hmot./obj.} soli EDTA, vyhodng&ji mezi 0,1 % (hmot./obj.) soli EDTA a 8,0 % (hmot./obj.)
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soli EDTA, a nejvyhodn&ji mezi 0,1 a 6,0 % soli EDTA. Piikladné prostfedky, popsané dale,
obsahuji 3,6 az 4,4 % (hmot./obj.) soli EDTA ve vodném roztoku nebo 0,01 az 0,2 %
(hmot./obj.) soli EDTA ve smési vody a ethanolu.

Zadouci koncentrace soli EDTA pro riizné aplikace miZe zaviset na pouZité EDTA
soli nebo kombinaci soli, na typu 1étené infekce a v uréité mite na rozpoustédle pouzitém pro
antiseptické prostfedky. KdyZ se napfiklad pouZije vodnych rozpouitédel obsahujicich
ethanol, miiZe byt koncentrace soli EDTA nutné pro dosaZeni poZadované aktivity ni&i nez je
koucentrace soli EDTA pouZitd v prostfedcich obsahujicich jako rozpoustédlo vodu.
Antiseptické prostfedky obsahujici jednu nebo vice soli EDTA maji prokézanou inhibiéni
a/nebo baktericidni u€innost v rozsahu koncentraci 0,01 aZ 30 % nebo vice, jak je doloZeno
vdatech zpokust uvedenych dale. “Uinné” koncentrace poZzadovanych soli EDTA
v antiseptickych prostfedcich podle vynalezu pro ulely inhibi¢ni, baktericidni, fungicidni
ucinek, pro eradikaci biofilmu a jiné mohou byt stanoveny rutinnim experimentovanim, které

Jje popsano v déle uvedenych ptikladech. -

Britsky Lékopis (BP) specifikuje, Ze 5% roztok disodné soli EDTA mé pH 4,0 a2 5,5.
BP také specifikuje rozsah pH 7,0 aZ 8,0 pro roztoky trisodné soli EDTA. Hodnoty pH pro
daldi soli EDTA ve vodném roztoku jsou uvedeny déle v pfikladu 10. PH fyziologickém pH
existuji sodné soli EDTA jako kombinace disodné a trisodné soli EDTA, s tim, Ze prevlada
trisodna sil EDTA. V USA je farmaceutické “disodna sal” EDTA pripravena pro injekce
obvykle titrovana hydroxidem sodnym tak, aby méla pH 6,5 aZ 7,5. PH tomto pH obsahuje
roztok EDTA ve skutecnosti primarné trisodnou sal EDTA, s mendim podilem disodné soli
EDTA. Dalsi piipravky obsahujici sodné soli EDTA, které jsou pouivany v 1ékaiskych nebo
zdravotnickych aplikacich, maji obvykle pH upravené tak, Ze je v podstaté fyziologické.

V nékterych provedenich antiseptické prostfedky podle vynalezu zahrnuji, v podstatd
sestavaji nebo sestévaji ze sodné soli EDTA (nebo kombinace sodnych soli EDTA) v roztoku
pii pH vy38im ne? je fyziologické pH, vyhodn& pti pH vy3$im neZ 8,0, pHi pH vy33im nezZ 8,5,
pii pH vyS8im neZ 9, pii pH vy3&im nez 9,5 nebo pti pH vy$$im nez 10. V jinych provedenich
antiseptické prosttedky podle vynalezu zahrnuji, v podstat¥ sestavaji nebo sestavaji ze sodné
soli EDTA (nebo kombinace sodnych soli EDTA) v roztoku pti pH v rozmezi mezi 8,5 a 12,5,
pfi pH mezi 9,5 a 11,5 nebo pii pH mezi 10,5 a 11,5. Termin “sil EDTA?”, je-li zde pouZivan,
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miZe oznafovat jedinou sil, jako je disodnd, trisodna nebo tetrasodn4 sil, nebo jinou formu
EDTA soli, nebo miZe ozna€ovat kombinaci takovych soli. SloZeni soli EDTA zavisi jak na
EDTA solich pouzitych v prosttedku, tak na pH prosttedku. Pro antiseptické prostfedky podle
vynalezu obsahujici sodné soli EDTA pfi pozadovaném pH (uvedeném vyse) jsou sodné soli

EDTA piitomny pfedeviim jako trisodna a tetrasodné forma.

V jednom provedeni antiseptické prostfedky podle vynilezu zahmuji nebo v podstats
sestdvaji z kombinace alespoii trisodné a tetrasodné soli EDTA. V jiném provedeni
antiseptické prosttedky podle vynalezu zahmuji nebo v podstaté sestavaji z kombinace
alespoii trisodné a tetrasodné soli EDTA, kde alespoii 10 % EDTA v prostiedku je pfitomno
ve formée tetrasodné soli. V daldich provedenich antiseptické prostfedky podle vynalezu
zahrnuji nebo v podstaté sestavaji z kombinace alespoti trisodné a tetrasodné soli EDTA, kde
alespofi 50 % nebo alespoii 60 % EDTA v prostiedku je ptitomno ve formé trisodné soli.
V jiném provedeni antiseptické prostiedky podle vynalezu zahmuji nebo v podstaté sestavaji
z kombinace disodné, trisodné a tetrasodné EDTA, kde alespoii 10 % EDTA v prostfedku je

pfitomno ve formé disodné soli.

Antiseptické prostfedky zahmujici, v podstat® sestivajici nebo sestavajici ze soli
EDTA jinych neZ sodné soli EDTA nebo navic k nim maji odli$né “efektivni” rozmezi pH.
“Efektivni” rozmezi pH pro pozadované soli EDTA v antiseptickych prostiedcich podle
vynalezu pro d€ely inhibi¢ni, baktericidni, fungicidni, pro eradikaci biofilmu a jiné tidely

miiZe byt stanoveno rutinnimi pokusy.

V né&kterych provedenich sestivaji antiseptické prostfedky podle vynilezu ze soli
EDTA, jak bylo popsino vy3e, a antiseptické roztoky sestavaji ze soli EDTA rozpuiténych
v rozpoustédlu, obvykie ve vodném rozpoustédlu jako je voda nebo salinicky roztok. V jinych
provedenich sestavaji antiseptické prostfedky podle vynilezu v podstat® ze soli EDTA, jak
Jjsou popsany vySe, obvykle ve vodném rozpoustédle, jako je voda nebo fyziologicky roztok.
Antiseptické prostfedky podle vynalezu sestavajici v podstaté ze soli EDTA nebo kombinace
soli EDTA, v podstaté neobsahuji jiné (i¢inné latky majici podstatnou antimikrobilni a/nebo
antimykotickou aktivitu. Podstatnd antimikrobidlni a/nebo antimykoticka aktivita v tomto
kontextu znamené antimikrobialni a/nebo antimykotickou aktivitu, ktera je alespoii 50% ve

srovnani s antimikrobidlni a/nebo antimykotickou aktivitou prosttedku na bazi sodné soli
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EDTA ve vodném roztoku pfi koncentraci 4,0 % (hmot./obj.) pti pH 10,5,

V nékterych provedenich zahrnuji antiseptické prostiedky podle vynalezu soli EDTA
soli v uvedenych koncentracich s uvedenym rozmezim pH, a mohou obsahovat kromé soli
EDTA popsanych vye dal3i latky, veetnd aktivnich sloZek. Antiseptické prostfedky podle
vynidlezu mohou obsahovat daldi antimikrobiilni nebo biocidni slozky, ackoliv pouZiti
tradi¢nich antibiotickych a biocidnich &inidel se obecng nedoporu¢uje kvili hrozivym
disledkim vzniku organismil resistentnich na antibiotika a biocidni latky. V nékterych
provedenich antiseptické prostiedky podle vynalezu obsahujici soli EDTA v danych
rozmezich koncentraci a pH v podstaté neobsahuji jiné uinné latky majici podstatnou

antimikrobialni a/nebo antimykotickou aktivitu.

Antiseptické prostfedky podle vynalezu mohou obsahovat daldi aktivni nebo inaktivni
slozky, pokud nemaji 8kodlivy vliv na aktivitu a/nebo stabilitu soli EDTA. Pro nékteré
aplikace mohou antiseptické prosttedky obsahovat proteolyticka &inidla. Antiseptické
prostiedky pfipravené pro lokaini aplikace mohou zahrnovat napiiklad krémy, emoliencia a
pfipravky pro péci o plet, jako je aloe vera apod. Antiseptické prostifedky podle vynalezu
pfipravené ve formé roztoku mohou také obsahovat dal¥i aktivni nebo neaktivni sloZky,
pokud neinterferuji negativné s aktivitou a/nebo stabilitou soli EDTA.

Prostfedky podle vynédlezu mohou byt pouZiviny ve formé& roztoku nebo v suché
formé. V roztoku jsou soli EDTA vyhodné& rozpustény v rozpoustédle, které miZe zahmovat
vodny roztok, jako je voda nebo fyziologicky roztok, nebo jiny biologicky kompatibilni
roztok, ve kterém jsou soli EDTA rozpustné. Mohou byt pouZita i dal#i rozpoustédla, veetné
roztokd alkoholu. V jednom provedeni jsou ptipravky soli EDTA podle vynilezu
plipravovany ve smési vody a ethanolu. Takové roztoky jsou vysoce u¢inné a mohou byt
pfipraveny tak, Ze se vyrobi zasobni koncentrovany roztok soli EDTA ve vodg a potom se
phida poZadovana koncentrace ethanolu. Vhodné jsou koncentrace soli EDTA od asi 0,01 do
10 % hmot./obj. a koncentrace ethanolu mezi asi 0,1 a asi 10 % obj./obj. vedou k ziskani
uginnych antiseptickych prostfedkd. V nékterych provedenich jsou koncentrace soli EDTA
soli asi 2 mg/mi (0,2 % hmot./obj.) ve vodé s koncentraci ethanolu asi 1 % (obj./obj.) vysoce
ucinne proti Sirokému spektru bakterialnich kmeni. Kdy? se pouzije sodnych soli EDTA, jsou
rozmezi pH takovych antiseptickych prostfedkd, jak bylo uvedeno vy$e. Mohou byt také
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pouzita biologicky kompatibilni nevodna rozpouitédla, s podminkou, %e soli EDTA jsou

v takovych rozpoustédlech rozpustné a ziistavaji v roztoku b&hem skiadovani a pouZiti.

EDTA roztoky podle pfedkladaného vynalezu jsou vyhodné poskytovany ve sterilni a
nepyrogenni form& a mohou byt baleny jakymkoli vhodnym zplisobem. V nékterych
provedenich mohou byt antiseptické EDTA prosttedky podle vynalezu dodany spoleén& nebo
Jako soutast lékafského nastroje, jako je napfiklad pfedem plnén4 injekéni stiikatka nebo jiny
lékafsky prostfedek. Prostiedky mohou byt pfipravovény za sterilnich, aseptickych podminek,
nebo mohou byt sterilizovany po dokon&eni piipravy a/ncbo baleni za pouZiti riznych
vhodnych sterilizalnich technik. Pro roztoky EDTA miZe byt pouZito lahvidek, injek&nich
stiikatek nebo nadobek na jedno nebo opakované pouziti. Systémy podle vynéilezu zahmuji
takovéto lahviCky, injek¢ni stfikatky nebo nadobky obsahujici roztoky EDTA podle
vynalezu.

Prostfedky podle vynalezu mohou byt také poskytovany ve v podstaté “suché” formg,
napfiklad jako v podstaté suchy potah povrchi trubic nebo vedeni, nebo lékafskych nebo
pramyslovych pfistrojii a nastroji, jako jsou katetry nebo vedeni nmebo zasobniky apod.
Takové v podstaté suché formy ptipravkih EDTA podle vynalezu mohou byt poskytovany
v praSkové nebo lyofilizované formé, ktera mizZe byt rekonstituovina na roztok pfidanim
rozpoustédla. V podstaté suché formy pfipravki EDTA mohou byt alternativng ve formé
potahu nebo mohou byt zapracovany do gelu nebo jiného typu nosite, nebo mohou byt
obsaZeny v kapslich, nebo mohou byt baleny jinak, a mohou byt poskytnuty na povr$ich ve
form& potahu nebo vniddobce. Takové v podstaté suché formy EDTA pfipravki podle
vynalezu se piipravuji tak, e za pfitomnosti roztoku v podstat® suchy prostfedek tvofi roztok
EDTA majici sloZeni a vlastnosti popsané vy$e. V nékterych provedenich mohou byt pouZity
odliSné techniky enkapsulace nebo skladovani, takZe se dosihne u&inného nadasovaného
uvoliovani EDTA pii dlouhodobém pisobeni roztokli, V tomto provedeni mohou mit
v podstaté suché roztoky EDTA antiseptickou aktivitn po dlouhou dobu a/nebo pfi

opakovaném plsobeni roztoku.

Ptipravky obsahujici EDTA maji dobfe ové&feny profil bezpenosti pii lékarském
pouZiti a pfi podavani ¢loveku. Pro 1éEbu hyperkalcemie u lidi se podavaji davky disodné soli

EDTA do 3000 mg infusi béhem 3 hodin denné a jsou dobfe tolerovany. Soli EDTA jsou



pfitomny, spolu s daldimi sloZkami, také v mnoha roztocich pouzivanych v mediciné a u
¢lovéka, a in vitro i in vivo bylo ov&ieno, e jsou bezpetné pro humanni aplikaci. Soli EDTA

Jsou snadno dostupné a cenové pijatelné a jsou v roztoku stabilni v &ase.

Priprava a produkce antiseptickych prostfedkil podie vynalezu je obecnd snadna.
V jednom provedeni jsou pozadované antiseptické prosttedky podle vynalezu pfipravovany
rozpudténim alespofi jedné soli EDTA ve vodném rozpoustédle, jako je pfedisténa voda, do
poZzadovane koncentrace 2 upravenim pH roztoku EDTA na poZadované pH. V alternativnich
provedenich jsou poZadované antiseptické prostfedky podle ptedkladaného vynalezu
rozpusténim alesponi jedné soli EDTA v rozpouitédle, ve kterém je EDTA sil nebo
kombinace soli rozpustn, za vzniku koncentrovaného roztoku solubilizované EDTA soli. Pak
mohou byt pfidana dal¥i rozpoudtédla nebo sloZky. Alternativn® mohou byt pkipravky
solubilizované soli EDTA ptipravovany v jiné form& neZ ve formé roztoku, jako napiiklad ve
formé lokalniho piipravku. Antisepticky roztok miiZe byt potom sterilizovin za pouZiti
be¢Znych zplsobl, jako je autoklavovani, UV ozafeni, filtrace, ultrafiltrace a/nebo jiné
metody. Vyhodné rozmezi osmolarity pro roztoky EDTA je 240 aZ 500 mOsm/kg, vyhodn&ji
300 az 420 mOsm/kg. Roztoky se vyhodn pfipravuji za pouZiti materiala USP.

Antiseptické prostfedky zahmujici, sestavajici nebo v podstat® sestavajici z trisodné nebo
tetrasodné soli nebo jejich smési, jsou vyhodné pro mnohé aplikace a mohou byt pfipraveny
za pouZiti sodnych soli EDTA jinych neZ je trisodna a tetrasodna sil, jako je disodna sl
EDTA, ktera je snadno dostupnd. Roztoky disodné stil EDTA maji niz&i pH v roztoku ne% je
poZadované pH pro prostfedky podle vynalezu. Aviak po tipravé pH na pozadované rozmezi
hodnot za pouziti materiald pro \pravu pH, jako je hydroxid sodny, octan sodny nebo jiny
znamy prostfedek pro tpravu pH, jsou roztoky EDTA pfipravené za pouZiti disodné soli
pfeménény na vyhodnou kombinaci di-, tri- a/nebo tetrasodné soli EDTA podle vynalezu. Tak
mohou byt pfi ptipravé EDTA piipravkil podle vynalezu pouzity riizné formy a kombinace
EDTA soli, s podminkou, %¢ se pH prostfedki pfed pouZitim upravi na poZadované pH.
V jednom provedeni jsou antiseptické prostiedky obsahujici smés tri- a tetrasodnou sil EDTA
pfipravovany rozpuitdnim disodné soli EDTA ve vodném roztoku v mnoZstvi 3 aZ 5 %
hmot./obj. a pfidanim hydroxidu sodného v mnoZstvi dostateéném pro dosaZeni

poZadované¢ho pH mezi 8,52 12,0.
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Antiseptické prostfedky podle vynilezu zahmnujici, v podstat® sestivajici nebo
sestavajici z alespoti jedné soli EDTA, jak jsou popsany vyse, jsou pouZitelné také pro mnohé
dalsi aplikace. EDTA roztoky mohou byt pouZity jako antiseptické roztoky pro namadeni,
oplachovani nebo kontaktovani Iékafskych, dentilnich nebo veterindmich povrchil a objekti.
EDTA roztoky podle vynilezu mohou byt pouZiviny naptiklad pro skladovani a/nebo
desinfikovani kontaktnich Colek a jinych optickych prostfedki; pro skladovani a/nebo
desinfikovani dentéalnich prostfedkd, jako je umély chrup, mistky, zubni kartacky apod. a pro
skladovani a/nebo desinfikovani lékafskych, dentdlnich a veterinarnich nastrojit a pfistrojt.
V téchto aplikacich mohou byt nastroje nebo povrchy kontaktovany nebo ponoteny do EDTA
roztokil podle vynilezu na dobu dostate¢nou pro podstatnou eliminaci mikrobialni a/nebo
fungicidni infekce. EDTA pfipravky podle vynalezu mohou byt dile pouZiviny pro
desinfikovani potrubi pro dodévku vody a jinych kapalin. Desinfekce potrubi miZe byt
provedena ob&asnym proplachnutim potrubi EDTA pfipravky podle vynalezu. Obdobné
mohou byt EDTA pfipravky podle vynalezu pouZity pro eradikaci biofilmd a mikrobialnich
(véetné nékterych virovych a protozoarnich) a mykotickych populaci v zatizenich pro

dodavku a uskladnéni vody.

S ptipravky obsahujicimi EDTA podle vynilezu bylo provedeno mnoho testii a pokusii,
JjejichZ cilem bylo stanovit jejich vlastnosti a jejich G€innost jako antiseptickych piipravk.
Dile je podrobnéji popsano nékolik experimentalnich postupil. Tyto postupy a experimentalni

vysledky jsou uvedeny pouze pro dokresleni a nijak neomezuji rozsah vynalezu.
Piehled obrazki na vvkresech

Obr. 1A-1D ukazuji minimélni inhibiéni koncentraci (MIC) a minimalni baktericidni
koncentraci (MBC) pro nizné gram-pozitivni a gram-negativni bakteridlni organismy u
roztokil soli EDTA, sestavajicich v podstaté z: didraselné soli EDTA; diamonné soli EDTA,;
disodné soli EDTA,; trisodné soli EDTA a tetrasodné soli EDTA, za pouZiti metody fedéni na
agaru. Bakteridlni organismy byly izolovany z infekci souvisejicich s katetry od lidskych

pacientl. Experimentalni metody jsou popsany v piikladu 1.

Obr. 2 ukazuje koncentrace MIC a MBC pro rizné mykotické organismy u riznych

piipravkiit EDTA metodou fedéni na agaru. Experimentalni metody jsou popsany v piikladu 1.
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Mykoticke organismy byly ziskany ze vzorki od lidskych pacienti.

Obr. 3A a 3B ukazuji MIC a MBC data pro gram-pozitivni a gram-negativni
bakterialni organismy u roztokd soli EDTA soli, sestavajicich v podstaté z: disodné-méd’naté
soli EDTA; disodné-hofe¢naté soli EDTA a sodné-Zelezité soli EDTA. Bakterialni organismy
byly 1zolovany z infekci souvisejicich s katetry od lidskych pacienti. Experimentalni metody

jsou popsany v piikladu 1.

Obr. 4A-4C ukazuji MIC a MBC data pro rizné gram-pozitivni a gram-negativni
bakteridlni organismy u kombinovanych roztokt soli EDTA sestavajicich v podstaté z:
disodné-méd’naté a tetrasodné soli EDTA; disodné-m&d'naté a didraselné soli EDTA a
disodné-méd’naté a diamonné soli EDTA. Bakterialni organismy byly izolovany z infekci
souvisejicich s katetry od lidskych pacientii. Experimentalni metody jsou popsany v pfikladu
1.

Obr. 5A-5C ukazuji MIC a MBC data pro rizné gram-pozitivni a gram-negativni
bakterialni organismy u kombinovanych roztoki soli EDTA sestavajicich v podstaté z:
tetrasodné a diamonné soli EDTA; tetrasodné a didraselné soli EDTA a diamonnné a
didraselné soli EDTA. Bakteridlni organismy byly izolovany z infekci souvisejicich s katetry
od lidskych pacientl. Experimentalni metody jsou popsany v piikladu 1.

Obr. 6 ukazuje hodnoty minimalni koncentrace pro eradikaci biofilmu (MBEC) pro
rizné organismy, vyjadfené v mg/ml tetrasodné soli EDTA (hmot./obj.) za pouziti metody
popsané v piikladu 2.

Obr. 7 ukazuje experimentélni vysledky z o$etfovani infikovanych katetri pro rendlni
hemodialyzu za pouZiti antiseptického prostredku v podstaté sestavajiciho z tetrasodné soli
EDTA v koncentraci 40 mg/ml (hmot./obj.).

Obr. 8 ukazuje experimentilni vysledky z odetfovéni infikovanych katetrii pro renalni
hemodialyzu, jakoZ i jednoho arteridlnjho a jednoho venosniho katetru, za pouzZiti
antiseptického prostfedku v podstaté sestavajiciho z tetrasodné soli EDTA v koncentracich 20
az 100 mg/ml (hmot./obj.).
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Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Data minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni

koncentrace (MBC) pro organismy u riiznych pripravki EDTA, stanovenid metodou
fedéni na agaru

Pro n€kolik riznych formulaci EDTA se stanovily minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) pro rizné gram-pozitivni a gram-
negativni bakteridlni a kvasinkové organismy, za pouziti metody fed&ni na agaru popsané

niZze. MIC a MBC pro rizné organismy se také testovaly pro rizné kombinace soli EDTA.

Gram-pozitivni a gram-negativni bakteridlni organismy se izolovaly od lidskych
pacientll s infekcemi souvisejicimi s katetry, aby bylo jisté, Ze bakteridlni kmeny jsou aktivné
patogenni a Ze se jedna o kmeny b&Zné pfi katetrovych infekcich u &lovéka. Kvasinkové
organismy se odebraly od pacienti majicich zidvaZné septikemické infekce. Organismy se

katalogizovaly a uloZily v laboratofi, kterou vede Peter Kite na University of Leeds.

Riizné roztoky soli EDTA a kombinaci soli EDTA se pfipravily rozpusténim
relevantnich soli EDTA reakéni &istoty v destilované vodé na poZadovanou koncentraci soli
EDTA (hmot./obj.). Pro kazdou stl EDTA nebo kombinaci soli EDTA se pfipravil
koncentrovany zasobni roztok soli EDTA a byl poutit pro stanoveni MIC a MBC pro rizné
organismy. Roztoky tetra- a trisodné soli EDTA se pfipravily za pouZiti tetra- a trisodné soli
EDTA misto pouziti disodné soli EDTA a tupravy pH roztoku na poZadované rozmezi pH.

Roztoky soli EDTA se pfed pouZitim sterilizovaly a uchovavaly se pti 4 °C.
Protokol metody fedéni na agaru

Ptiprava agaru

« 2 litry Zivného agaru se vloZi do pami lazné a ponechaji se v ni po dobu 1 hodiny (do
roztaveni)

* Agar se necha vychladnout na 50 °C .

* Do kazdé z 20 sterilnich (125ml) sklenénych lahviéek se vieZi 100 ml Zivného agaru. Do



20

agaru se pfida 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100
mg/ml tetrasodné soli EDTA (nebo jiné testované soli EDTA nebo kombinace soli
EDTA), za pouZiti zasobniho roztoku s koncentraci 200 mg/ml.

20 ml agaru se nalije do sterilni Petriho misky a necha se usadit. TotéZ se provede pro
dal8i 3 misky. Na miskach se oznaéi, jakou koncentraci EDTA obsahuji. Toto se provede

pro kazdou koncentraci.

Tyto plotny mohou byt potom uskladn&ny do pouZiti v lednici pfi 4 °C.

Naockovani ploten

Pfes noc se kultivuje v Zivném mediu 23 Gram-pozitivnich organismt a 19 Gram-
negativnich organismi.

Kazda kultura se nafedi na 10° cf/ml za pouziti fosfitem pufrovaného fyziologického
roztoku (PBS).

PouZije se automatické zafizeni pro inokulaci ploten pro naotkovéani kazdé plotny 21
organismy.

Plotny se inkubuji pfes noc pii 37 °C.

Nésledujici den se provede skérovani riistu: + nebo -.

Pomoci sterilniho filtragniho papiru se kultury ptenesou z pivodnich ploten na Cerstvé
agarove plotny Cled, kde se stanovi MBC.

Tyto plotny se inkubuji pfes noc pfi 37 °C.

Nasledujici den se provede hodnoceni (+ nebo -) riistu. MIC a MBC se stanovi jako

nejniZi koncentrace, pti které neni patrny Zadny rist.

Vysledky jsou uvedeny na obr. 1A-5C. Obr. 1A-1D ukazuji data MIC a MBC

(prezentovana jako mg/ml EDTA roztoku, hmot./obj.) pro mnoho gram-pozitivnich a gram-

negativnich organismi u roztok soli EDTA sestavajicich v podstaté z: didraselné soli EDTA;

diamonné soli EDTA; disodné soli EDTA; trisodné soli EDTA a tetrasodné soli EDTA.

Obr. 2 ukazuje data MIC a MDC (prezentovana jako mg/ml EDTA roztoku,

hmot./obj.) pro kvasinky u roztokt soli EDTA v podstaté sestavajici z: tetrasodné soli EDTA;
didraselné soli EDTA a diamonné soli EDTA.

Obr. 3A a 3B ukazuji data MIC a MDC (prezentovana jako mg/ml EDTA roztoku,
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hmot./obj.) pro gram-pozitivni a gram-negativni organismy u roztokt soli EDTA v podstaté
sestavajici z: disodné-méd'naté soli EDTA,; disodné-hofe¢naté soli EDTA a sodné-Zelezité
soli EDTA.

Obr. 4A-4C ukazuji data MIC a MDC (prezentovana jako mg/ml EDTA roztoku,
hmot./obj.) pro gram-pozitivni a gram-negativni organismy u kombinaci roztoku soli EDTA
v podstaté sestavajici z: disodné-méd'naté a tetrasodné soli EDTA; disodné médnaté a

didraselné soli EDTA a disodné-méd’naté a diamonné soli EDTA.

Obr. 5A-5C ukazuji data MIC a MDC (prezentovana jako mg/ml EDTA roztoku,
hmot./obj.) pro gram-pozitivni a gram-negativni organismy u kombinaci roztokd soli EDTA
v podstaté sestavajici z: tetrasodné a diamonné soli EDTA; tetrasodné a didraselné soli EDTA

a diamonné a didraselné soli EDTA.

Nékteré EDTA soli a kombinace EDTA soli byly v pfiméfenych koncentracich u¢inné
pii inhibici a/nebo eliminovani $irokého spektra bakterialnich kmeni. Pfedchozi 1ékafské
testovani a pouZivani ovéfilo dobré profily biokompatibility pro pouZiti sodnych soli EDTA u
tlovéka a u zvifat, zatimco biologickd kompatibilita jinych soli EDTA nebyla doposud
stanovena. Tetra- a trisodna siil EDTA se zdaji byt neji¢innéj§imi proti Sirokému spektru
patogennich bakterii. Navic bylo, nebo snadno muZe byt, ovéfeno, Ze jsou bioclogicky
kompatibilni pro pouZiti u &lov&ka a zvifat, a jsou levné a stabilni. Tetrasodné sl EDTA je
navic aktivni jako antikoagulacni ¢inidlo a je vysoce rozpustna ve vodnych rozpoustédlech.
Na zékladé téchto faktorii a vysledkli uvedenych vySe byly tetra- a trisodnd siil EDTA
vybréany jako nejslibnéjsi slou€eniny pro antiseptické prostiedky podle vynalezu.

Pfiklad 2: Data minimalni koncentrace pro eradikaci biofilmu (MBEC) pro organismy a

tetrasodnou sil EDTA, stanovena za pouZiti modifikované metody Calgary

Tvorba biofilmu je dilezitym faktorem pH bakteridlni kontaminaci. Uginny
antisepticky pfipravek ma vyhodné schopnost redukovat proliferaci biofilmu nebo branit nebo
inhibovat tvorbu biofilmu. Proto jsme testovali vybrany antisepticky roztok tetrasodné soli
EDTA, zda mtZe branit nebo mhibovat tvorbu biofilmG. Minimalni koncentrace pro eradikaci

biofilmu (MBEC) u tetrasodné soli EDTA pro rizné organismy se stanovily pomoci
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modifikované metody Calgary. Metoda Calgary je popsina v Olsen et al., Canadian Journal of
Veterinary Research, 66:86-92 (2002) a v US patentu 6 599 714. Metoda a vysledky jsou
popsany déle.

Roztoky tetrasodné soli EDTA se pfipravily rozpuiténim tetrasodné soli EDTA reakéni

Cistoty v destilované vod® na poZadovanou koncentraci soli EDTA (hmot./obj.). Byly

pfipraveny koncentrované zasobni roztoky tetrasodné soli EDTA pro stanoveni MBEC pro

rizné organismy v sesilni formé nebo ve formé biofilmu. Roztoky tetrasodné soli EDTA se

pfed pouZitim sterilizovaly a uchovévaly se pti 4 °C.

Metoda

Vytvorieni biofilmu:

PouZilo se 100 ml media Muller Hinton pro kultivaci pozadovaného organismu pres
noc.

Pipetou se pfeneslo 200 pl do kaZdé jamky 96jamkové mikrotitra&ni plotny. Plotna se
pfikryla vitkem s 96 hroty. Provedla se inkubace na orbitalni tfepacce po dobu 24
hodin pti 37 °C a rychlosti 200 rpm.

Test citlivosti:

Pouzil se biofilm pfipraveny vyse.

Vigko s hroty se umistilo na novou 96-jamkovou mikrotitraéni plotnu obsahujici 250
pl testovancho Cinidla v poZadované koncentraci. Provedla se inkubace po dobu 1 aZ
24 hodin pfi 37 °C. (Ne na tfepacce).

Vintervalech 1, 3, 6 a 24 hodin se z vitka odebraly 4 hroty pro kazdou koncentraci
tak, Ze se hrot Srouboviakem odlomil do jamky.

3 hroty pro kazdou koncentraci se pfemistily do 5§ m! promyvaciho PBS a jednou se
otoily.

3 hroty se umistily do 3 ml PBS a provedla se sonifikace po dobu 15 minut. 2 pl
roztoku se umistilo na plotny 3X CLED a rozetfelo se sterilni plastovou stérkou.
Provedla se inkubace pfes noc pfi 37 °C. Dalsi den se ode&et! po&et kolonii.

Zbyly volny hrot (pro kadou koncentraci) se vloZil do 600 pl 4% formalniho

salinického roztoku pro urteni SEM.
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Hodnoty MBEC pro rizné organismy, vyjadiené v mg/ml tetrasodné soli EDTA
(hmot./obj.), uréené za pouZiti této metody, jsou uvedeny na obr. 6. Tyto vysledky ukazuji, Ze
40 mg/ml tetrasodné soli EDTA (4 % hmot./obj.) je u¢innd koncentrace pro eradikaci

biofilmu pro viechny testované mikrobialni populace.
Dile jsou uvedena exemplarni data ziskanA v MBEC pokusech pro rizné
mikroorganismy. Pro viechny pokusy, které byly provadény trojmo, byla pouZita tetrasodna

stl EDTA.

Tabulka 1: Organismus: 250 E. coli

Koncentrace | Podet kolonii/ Pocet kolonii/ Pocet kolonii/ Poéet kolonii/
EDTA mg/ml | ml po 1 hodin& | ml po 3 hodinach | ml po 6 hodinich | ml po 24 hodinich
0 40152 53285 64234 6133
48175 62044 56934 4960
43796 61314 76642 5120
5 0 520 80 0
0 540 80 0
0 620 133 730
10 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
15 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
20 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

Pro 250 E. coli je MBEC = 10 mg/ml tetrasodné soli EDTA.
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Tabulka 2: Organismus: 126 Pseudomonas aeruginosa

Koncentrace | Pocet kolonii/ Pocet kolonii/ Pocet kolonii/ Pocet kolomi/
EDTA mg/ml | m! po 1 hoding | ml po 3 hodinach | ml po 6 hodinach | ml po 24 hodinach
0 86861 4400 92701 66667
89781 3060 79562 35036
94891 3080 83212 41606
5 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
10 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
15 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
20 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

Pro 126 Pseudomonas aeruginosa je MBEC < 5 mg/ml tetrasodné soli EDTA.
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Tabulka 3: Organismus: 292 Enterobacter cloacae

Pocet kolonii/ |

Koncentrace Pocet kolonii/ Poget kolonii/ “Poket kolonii/
EDTA mg/ml | ml po 1 hoding { ml po 3 hodinich | ml po 6 hodinach | ml po 24 hodinich
b 1,00E + 06 103704 94444 91241
1,00E + 06 118519 131481 116667
1,00E + 06 107407 100000 131481
5 69343 35036 36496 0
67153 15974 32197 0
67153 19697 39416 0
10 38686 12035 80 0
42336 17803 219 0
40909 18561 0 0
15 8000 8133 379 0
8533 8133 219 0
7467 8267 133 0
20 137896 2840 0 0
12473 2820 0 0
14661 2600 0 0

Pro 292 Enterobacter cloacae je MBEC < 5 mg/ml tetrasodné soli EDTA.
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Tabulka 4: Organismus: H. Enterococcus sp.

Koncentrace | Pocet kolonii/ | Poéet kolonii/ Pocet kolonii/ Pocet kolonii/
EDTA mg/ml | ml po 1 hoding | ml po 3 hodinach | ml po 6 hodinich | ml po 24 hodinach
0 5600 3520 4000 6133
8133 3980 3440 4720
6800 3920 3760 4640
5 1380 780 80 0
1160 580 100 0
1140 500 120 0
10 40 0 0 0
100 0 0
20 0 0
15 40 0 20 0
0 0 0 0
80 0 20 0
20 1480 730 160 0
1560 379 160 0
2000 320 140 0

Pro H. Enterococcus sp. je MBEC < 5 mg/ml tetrasodné soli EDTA.
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Tabulka 5: Organismus: J22 Enterobacter cloacae

Koncentrace | Pocet kolonii/ | Pocet kolonii/ Pocet kolonii/ Pocet kolonii/
EDTA mg/ml | ml po 1 hodiné | ml po 3 hodinach | ml po 6 hodinach | ml po 24 hodinach
0 124074 107407 105556 101852
116667 91241 105556 120370
112963 98540 92701 100000
5 6400 267 2040 0
5200 133 2160 0
8933 379 1820 0
10 3540 1920 267 80
3040 2900 160 1532
3760 2340 219 800
15 2620 1560 740 0
2100 1740 720 0
2720 1580 920 0
20 2040 80 960 0
2360 1460 840 0
1620 133 560 0

Pro J22 Enterobacter cloacae je MBEC = 15 mg/ml tetrasodné soli EDTA.
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Tabulka 6: Organismus: R81 Proteus vulgaris

Koncentrace | Pocet kolonii/ | Pocet kolonii/ Pocet kolonii/ Pocet kolonii/
EDTA mg/ml | ml po 1 hoding | ml po 3 hodinach | ml po 6 hodinach | ml po 24 hodinich
0 62044 81752 112963 59259
55474 73723 103704 68519
54015 78832 107407 59124
5 3160 160 3460 0
4000 400 3120 0
4000 160 3140 0
10 1520 730 400 0
1920 533 1460 0
1900 438 160 0
15 2960 379 1100 ¢
2580 80 780 0
2560 400 1220 0
20 4560 400 1520 0
4480 320 1280 0
2820 240 720 0

Pro R81 Proteus vulgaris je MBEC < 5 mg/ml tetrasodné soli EDTA.

Priklad 3: In vitro postup pro ofetfovani katetrii na pozitivnich katetrech od pacienti

Byl vyvinut postup pro oSetfovani katetrii za pouziti testovaného roztoku tetrasodné
soli EDTA o koncentraci 40 mg/ml (4 % hmot./obj.) a pouzit pro hemodialyzaéni katetry od
pacienti, které byly pozitivni na rizné mikrobilni infekce. Katetry, u kterych byla potvrzena
mikrobialni infekce, se oSetiily tetrasodnou soli EDTA a zjist'oval se polet kolonii za riznou
dobu. V prvnim pokusu se viechny katetry o3etfily 4% roztokem (hmot./obj.) tetrasodné soli
EDTA, zatimco ve druhém pokusu se katetry ofetfovaly roztokem tetrasodné soli EDTA o
riznych koncentracich. Roztoky tetrasodné soli EDTA se pfipravily a skladovaly zplisobem

popsanym v pfikladech 1 a 2. Postup a vysledky jsou popsané dale.

Metoda:

« Katetry pro hemodialyzu odstranéné pfi podezieni na infekei se vySetiovaly pomoci
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vyplachu lumen 1 ml sterilniho fosfatem pufrovaného salinického roztoku. Provedla se
kvantitativni kultivace za pouZiti alikvotnich podilii 1 a 10 pl, které se naotkovaly na
plotny obsahujici krevni agar a inkubovaly.

* Katetry se nejprve uskladnily pfi 4 °C do dokoné&eni vySetieni a zevni lumen katetru se
sterilizoval otérem alkoholem.

*+ Pfed testovanim roztokd pro zamky se testované pozitivni katetry naplnily Zivnym
mediem pomoci 5 ml injekéni stiikacky a provedla se inkubace pies noc pti 37 °C, aby
se zajistila Zivotaschopnost biofilmu a aby se zajistila iplna kolonizace viech vnitinich
povrchi infikujicim organismem.

* Po kultivaci pfes noc se lumen kaZdého katetru proplichlo 5 ml sterilniho
fyziologickeho roztoku a z distilniho konce se odstfihly dva 1 ¢cm kousky a kazdy se
vlozil do 1 ml 1M sterilniho chloridu vépenatého (pro neutralizaci &inidla), pro
skenovani elektronovou mikroskopii (SEM) a druhy pro kultivaci, ve sterilnich
univerzalnich nadobkach.

* Pro kultivact se zésobnik umistil na dobu 15 minut pfi pokojové teploté do sonifika&ni
14zn¢ a potom se po dobu 20 sekund provitil.

* Provedla se kvantitativni kultivace za pouZiti alikvotnich podilii 1 pl a 10 pl, které se
vnesly na plotny s krevnim agarem a rozetiely se sterilnimi plastovymi tyckami tvaru
L, inkubovaly ptes noc pfi 37 °C a nasledujici den se spoé&italy kolonie.

* Katetr se proplachl a uzamkl se pfislu¥nou koncentraci tetrasodné soli EDTA a
provedla se inkubace pfi 37 °C po dobu 18 hodin.

* Po 3., 6. a 18. hoding inkubace se odstfihly dva 1 cm kousky z distalniho konce katetru
a neutralizovaly se 1 ml sterilniho roztoku chloridu sodného.

* Pro kaZdou dobu se provedlo kvantitativni vy3etteni, jak bylo popsano vyse, a jeden
z kouska se ponechal pro SEM.

Antiseptickym prostfedkem obsahujicim tetrasodnou sl EDTA v koncentraci 40
mg/ml (4 % hmot./obj.) se o3etfilo sedmnact (17) infikovanych katetrd pro hemodialyzu.
Vysledky jsou uvedeny na obr. 7. Deset dal3ich infikovanych hemodialyzaénich katetri, jakoz
1 jeden arteridlni a jeden venosni katetr, se o3etfilo antiseptickym ptipravkem obsahujicim

tetrasodnou sil EDTA v koncentraci 20 a% 100 mg/ml (2 az 10 % hmot./obj.). Vysledky jsou

uvedeny na obr. 8.
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Vysledky ukazuji, Ze koncentrace 40 mg/ml (4 % hmot./obj.) tetrasodné soli EDTA je
i¢inna pfi usmrcovani nebo dramatické redukci populace vét§iny organismi po 24 hodinové
inkubaci. Tato koncentrace tetrasodné soli EDTA je bezpend pro pouZiti ve spojeni
s Clovekem a zvifaty a je povaZovana za w&innou, a jde tedy o Zadouci koncentraci pro

antiseptické prostfedky a zplsoby podle vynalezu.

Priklad 4: Efekt tetrasodné soli EDTA na Acanthamoeba a efekt tetrasodnou soli EDTA

oSetfenych Klebsiella na Acanthamoeba

Clovéka je schopno infikovat n&olik druhéi Acanthamoeba. Acanthamébové infekce
Jsou lasto disledkem nesprivného uskladnni kontaktnich ofek a jinych Iékafskych
pomiicek, které pfichdzeji do kontaktu s lidskym t&lem. Acanthaméby se Zivi na bakterilnich
populacich a jsou resistentni na mnohou 1é&bu. Efekt tetrasodné soli EDTA, piipravené
zpisobem popsanym vySe, na populace Acanthamoeba se testoval nasledujicim zpiisobem.
Byly pfipraveny pfipravky tetrasodné soli EDTA také za pouZiti Pagesova solného roztoku a
fyziologického roztoku jako rozpouitédel. Experimentilné byl rovnéZz testovan efekt

Klebsiella, oSetfené tetrasodnou soli EDTA, na Acanthamoeba za pouziti dile uvedené

metody.,

Efekt tetrasodné soli EDTA na Acanthamoeba

Metoda:

* Pfed testovanim se plotny s erstvym krevnim agarem s Klebsiella edwardsii inkubovaly
pii 37 °C po dobu 18 hodin.

* PouZil se zasobni roztok tetrasodné soli EDTA (100 mg/ml) pro pkipravu roztoku
s koncentraci 22 a 44 mg/ml v Pagesové solném roztoku.

* 9 ml kaZzdé¢ koncentrace se vneslo do sterilni sklenéné zkumavky. 9 ml sterilniho Pagesova
solného roztoku se vneslo do dal3i sterilni sklen&né zkumavky a pouZilo se jako kontrola.

* Phipravila se suspenze Klebsiella edwardsii v 6 ml sterilniho Pagesova solného roztoku.
Suspenze se¢ upravila na McFarlandiv standard 5.

* 1 ml suspenze se piidalo do ka?dého sériového fedéni a kontroly. Vzhledem k fed&ni
klebsiellové suspenze byla nyni kazdi koncentrace 20 a 40 mg/ml. Kontrola stile
neobsahuje tetrasodnou siil EDTA. VSechny koncentrace se zopakovaly ve fyziologickém

roztoku.
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* Smés se promichala, Ka?di zkumavka nyni obsahovala suspenzi Klebsiella
v McFarlandové standardu 0,5.

* Povrch celé plotny s Acanthamoeba se seSkrabl a suspendoval se v 1,5 ml Pagesova
solného roztoku. Smés se promichala.

* Do kazdého sériového fedéni se ptidala 200 ul acanthamébové suspenze.

* Zkumavky se umistily do inkubétoru s teplotou 30 °C na dobu 24 hodin.

* Po inkubaci se kazda zkumavka odstfedila po dobu 10 minut p#i 3000 rpm.

= Supernatant se slil a peleta se resuspendovala.

* 10 pl kazdého fedéni a kontroly (dvojmo) se naneslo na plotnu bez Zivného agaru
s kulturou Klebsiella. Do centra kaZdé plotny se vyryla draka, aby se zabranilo migraci, a
na kaZdou stranu se naneslo 10 pl testovaného fedéni.

* KaZdé misto naofkovani se oznacilo E¢ernym znakovacim perem.

* Plotny se inkubovaly po dobu 72 hedin p#i 30 °C.

* Rast Acanthamoeba se zhodnotil vizualizaci ploten za pouziti svételného mikroskopu

s okuldrem s 10-nasobnym zvétSenim, po¢inaje kaZdym mistem nao&kovani.

Tabulka 7: Rist po 24 hodinové inkubaci s tetrasodnou soli EDTA

Koncentrace EDTA Rist Acanthamoeba

(mg/ml) v roztoku

0 (Pagestiv solny roztok) +++
0 (Pagesiv solny roztok) ++
20 (Pagesiv solny roztok) ++
20 (Pagesuv solny roztok) ++

40 (Pagestv solny roztok) -

40 (Pagesiiv solny roztok) -

0 (fyziologicky roztok) 4+
0 (fyziologicky roztok) -+
20 (fyziologicky roztok) ++
20 (fyziologicky roztok) T+
40 (fyziologicky roztok) -

40 (fyziologicky roztok) +




Tabulka 8: Rist po 24 hodinové inkubaci s tetrasodnou soli EDTA (opakovani)
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Koncentrace EDTA

(mg/ml) v roztoku

Rist Acanthamoeba

0 (Pagestv solny roztok) 4+
0 (Pagesiv solny roztok) +++
20 (Pagesiiv solny roztok) ++

20 (Pagesiiv solny roztok)

++ (pfitomni trofozoiti)

40 (Pagesuv solny roztok)

40 (Pagestlv solny roztok)

0 (fyziologicky roztok) ++
0 (fyziologicky roztok) +++
20 (fyziologicky roztok) -
20 (fyziologicky roztok) -
40 (fyziologicky roztok) +4++

49 (fyziologicky roztok)

++ (pfitomni trofozoiti)

Tabulka 9: Rist po 48 hodinové inkubaci s tetrasodnou soli EDTA

Koncentrace EDTA

(mg/ml) v roztoku

Rist Acanthamoeba

0 (Pagestv solny roztok)

+++ (pfitomni trofozoiti)

0 (Pagestv solny roztok)

+++ (pritomni trofozoiti}

20 (Pagestv solny roztok)

20 (Pagestv solny roztok)

40 {Pagesiv solny roztok)

40 (Pagestv solny roztok)

0 (fyziologicky roztok)

+++

0 (fyziologicky roztok)

Dy

20 (fyziologicky roztok)

20 (fyziologicky roztok)

40 (fyziologicky roztok)

40 (fyziologicky roztok)
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Vysledky ukazuji, Ze koncentrace 20 aZ 40 mg/ml (2 a2 4 % hmot./obj.) tetrasodné soli
EDTA v Pagesové a fyziologickém roztoku je i&inna pti redukci nebo podstatné eliminaci
acanthamébovych populaci po 48 hodinich expozice. Pripravky obsahujici tetrasodnou stil
EDTA pfipravené za pouZiti vody jako rozpoustédla byly také uginné (data nejsou uvedena).
Tyto vysledky naznacuji, Ze antiseptické prosttedky podle vynalezu jsou vhodné pro pouZiti
jako desinfekéni roztoky pro namaceni riiznych lékaiskych nastrojii a pomicek, vietné
kontaktnich ¢otek, a dentalnich, orthodontickych a/nebo periodontickych prostfedki.
Antiseptické  prostfedky podle vynilezu jsou uUlinné také pH podstatné eliminaci
acanthamebovych populaci v dalSich aplikacich, vEetné pouZiti pii skladovéni a distribuci

vody, vklimatizatnich a ventilatnich jednotkach, zvlh&ovatich vzduchu, dialyza¢nich

jednotkach apod.

Acanthamoeba se Zivi na bakteridlnich populacich. Proto jsme testovali, zda
bakterialni populace, ktera byla oetfena antiseptickymi EDTA prostiedky podle vynalezu,

bude mit né¢jaky vliv na riist Acanthamoeba na o¥ettené bakterialni populaci.

Efekt Klebsiella, o3etfenych tetrasodnou soli EDTA, na Acanthamoeba

Metoda:

* Plotna s erstvym krevnim agarem s Klebsiella edwardsii se pted testem inkubovala pii 37

°C po dobu 18 hodin.

* Zasobni roztok tetrasodné soli EDTA (100 mg/ml) se pouZil pro pfipravu roztoku
s koncentraci 22 a 44 mg/ml v Pagesové solném roztoku.

* 9 ml kazdé koncentrace se umistilo do sklen&nych sterilnich zkumavek. 9 mi sterilniho
Pagesova solného roztoku se umistilo do jiné sterilni sklenéné zkumavky a pouZilo se jako
kontrola.

* Pfipravila se suspenze Klebsiella edwardsii v 6 ml sterilniho Pagesova solného roztoku.
Suspenze se upravila na McFarland(v standard 5.

* 1 ml suspenze se pfidd do kaZdého sériového fed#ni a kontroly. Vzhledem k fedéni
klebsiellové suspenze bude nyni kazdi koncentrace 20 a 40 mg/ml. Kontrola stile
neobsahuje tetrasodnou sil EDTA. Viechny koncentrace se zopakuji ve fyziologickém
roztoku.

* Smés se promichala. Ka?da zkumavka nyni obsahovala suspenzi Klebsiella

v McFarlandové standardu 0,5.
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Zkumavky se inkubovaly pfes noc pii 37 °C.

Nasledujici den se zkumavky odsttedily p#i 300 rpm po dobu 10 minut. Odstranil se
supernatant; pfidalo se 10 ml Cerstvého fyziologického roztoku nebo Pagesova solného
roztoku, smés se resuspendovala a opét se odstfedila. Supernatant se odstranil a zbytek se
resuspendoval v 1 ml fyziologického roztoku nebo Pagesova solného roztoku.

Povrch celé acanthamébové plotny se seSkrabl a suspendoval se v 1,5 ml Pagesova
solneho roztoku. Smés se promichala.

Do 3 zkumavek obsahujicich 9 ml fyziologického roztoku a do 3 zkumavek obsahujicich 3
ml Pagesova solné¢ho roztoku se pfidalo 200 pl acanthamébové suspenze. KaZzda
zkumavka se oznadila stejné jako pfi znaleni koncentraci EDTA pouZitych pfi inkubaci
s Klebsiellou.

1 ml resuspendované klebsiellové suspenze se pfidalo do pfisluiné zkumavky obsahujici
acanthaméby.

Zkumavky se umistily do inkubatoru s teplotou 30 °C na dobu 24 hodin.

Pripravila se dal$i sada zkumavek pro inkubaci Klebsiella s EDTA pfi 37 °C pfes noc,
stejné jako predtim.

Po inkubaci se kaZda zkumavka odstfedila béhem 10 minut pfi 3000 rpm.

Supematant se slil a peleta se resuspendovala.

10 pl kazdého fedéni a kontroly (dvojmo) se naneslo na plotnu bez Zivného agaru
s kulturou Kliebsiella (neinkubovanou s EDTA). Do centra kaZdé plotny se vyryla draZka,
aby se zabranilo migraci, a na kazdou stranu se naneslo 10 pl testovaného fedéni.

Kazdé misto naotkovani se oznadilo ¢ernym znatkovacim perem.

Plotny se inkubovaly pfi 30 °C.

Rist Acanthamoeba se zhodnotil pfimym prohliZzenim ploten za pouZiti svételného
mikroskopu s 10-nasobnym zvétSenim okularu, po¢inaje v kazdém misté naockovani.
Zbytek acanthamébové suspenze se umistil do nové sady zkumavek obsahujicich bud’
Cerstvy fyziologicky roztok nebo Cerstvy Pagestv solny roztok.

Promyly a resuspendovaly se Klebsielly, které byly inkubovany pies noc s EDTA, stejné
jako pfedtim, a pfidaly se do pfisluiné zkumavky obsahujici Acanthamoeba.

Zkumavky se inkubovaly pies noc pii 30 °C.

Po inkubaci se viechny zkumavky odstfedily béhem 10 minut pfi 3000 rpm.

Supernatant se slil a peleta se resuspendovala.

10 pl kazdého fedéni a kontroly (dvojmo) se naneslo na plotnu bez Zivného agaru
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s kulturou Klebsiella (neinkubovanou s EDTA). Do centra kaZdé plotny se vyryla draZka,
aby se zabranilo mi graci, a na kazdou stranu se naneslo 10 pl testovaného fedéni.

* Kazd¢ misto naofkovani se oznagilo Eernym znatkovacim perem.

* Plotny se inkubovaly pti 30 °C.

Rust Acanthamoeba se zhodnotil pfimym prohlizenim ploten za pouZiti svételného

mikroskopu s 10-nasobnym zvét§enim okularu, potinaje v kazdém mist& naodkovani.

Tabulka 10: Rist Acanthamoeba po 24 hodinové inkubaci s Klebsiella (pfedem inkubovanou
s EDTA)

Koncentrace EDTA (mg/ml) | Rist Acanthamoeba

0 (Pagestv solny roztok)

0 (Pageslv solny roztok)

20 (Pagesuv solny roztok)

20 (Pagesiiv solny roztok)

40 (Pagesiv solny roztok)

40 (Pagestiv solny roztok)

0 (fyziologicky roztok)

20 (fyziologicky roztok)

20 (fyziologicky roztok)

40 (fyziologicky roztok)

+++

_’_*_

++

++

0 (fyziologicky roztok) +++
++

_H

H

40 (fyziologicky roztok)
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Tabulka 11: Riist Acanthamoeba po 48 hodinové inkubaci s Klebsiella (pfedem inkubovanou
s EDTA)

Koncentrace EDTA (mg/ml) | Rist Acanthamoeba

0 (Pagesuv solny roztok)

e
0 (Pagestv solny roztok) ++
+

20 (Pagestv solny roztok)

20 (Pagesuv solny roztok) -

40 (Pagestv solny roztok) -

40 (Pagestv solny roztok)

0 (fyziologicky roztok)

+++
0 (fyziologicky roztok) ++

20 (fyziologicky roztok)

20 (fyziologicky roztok) .

40 (fyziologicky roztok) -

40 (fyziologicky roztok) -

Tyto vysledky ukazuji, Ze rist Acanthamoeba miZe byt zastaven a acanthamébové
populace mohou byt podstatng eliminovany o3etfenim bakteridlnich populaci, na kterych
rostou, antiseptickymi pfipravky obsahujicimi EDTA podle vynalezu. Ukinné byly
antiseptické ptipravky obsahujici tetrasodnou sil EDTA v koncentraci 20 aZ 40 mg/ml (2 a2 4
% hmot./obj.). Tato skute€nost opodstatiiuje pouZitelnost antiseptickych prostfedki podle
vynalezu jako desinfek&ni roztoky pro namé€eni riznych lékafskych nastroji a pomicek,
véetné kontaktnich &olek, dentalnich, orthodontickych a/mebo periodontickych prostfedk,
jakoZ i v jinych aplikacich, v&etn& pouZiti pH skladovani a distribuci sladké i moiské vody,
v klimatizagnich a ventilaénich jednotkach, zvlh&ovadich vzduchu, dialyzaénich jednotkach

apod.
Priklad §

Byly provedeny pokusy pro stanoveni, zda p¥ipravky obsahujici tetrasodnou sil EDTA
brani uchycovani nebo ulpivani mikroorganismi na silikonovych trubicich. Pokud lze

zabranit uchycovani nebo ulpivani mikroorganismi na povrchu silikonovych trubic, miZe byt




37

redukovéna tvorba biofiimii. Déle je uveden protokol pokusu a ziskané vysledky.

Metoda:

1 em kousky silikonovych trubic se naplni roztavenym voskem aby se uzaviel vnitini
lumen, a vosk se necha ztuhnout pfi 4 °C. '

4 kousky se vloZi do 30 m! sterilniho fosfatem pufrovaného salinického roztoku (PBS)
a pouZiji se jako kontrola. 8 kouskt se vloZi do 30 ml 4% tetrasodné soli EDTA.

Po 30 minutach se 4 kousky z PBS a 4 kousky z 4% tetrasodné soli EDTA vlozi do
¢istych nadobek na horkém bloku a nechaji se uschnout.

Zbylé 4 kousky se pfenesou do 30 ml sterilniho PBS pro vyplachnuti a nechaji se
vyschnout na vzduchu stejné jako v pfedchozim kroku.

Po usu3eni se vSech 12 kouski umisti do smé&si organismi s 10° cfu/ml (kultury
Klebsiella pneumoniae a CNS kultivované pfes noc v Zivném mediu pti 37 °C) a
provede se inkubace pfi 37 °C.

Po 30 minutich se vyjmou 2 kousky kaZdého typu a proplachnou se v 2 X 30 ml
sterilniho PBS. Kousky se usudi na vzduchu jako v ptedchozich krocich. Pouziji se
separatni zkumavky pro vyplach a pro suseni, aby se zabranilo kontaminaci.

Kazdy kousek se vloZi do 1 ml PBS ve zkumavce pro odstfed&ni a provede se
sonifikace po dobu 15 minut v sonifikadni vodni 14zni.

KaZzdy kousek se naokuje, duplikovang, na automatickém inokuléatoru ploten, 50 plna
log fedéni.

Dvojmo se naotkuje kaZzdy kousek v fedéni 1/10.

Plotny se inkubuji pti 37 °C pfes noc. Po&et kolonii se odette na automatické &tedce
ploten ProtoCOL. Odeget se opakuje po 6 hodinach.

Vysledky pro kontroly a fezy katetrli odetfené EDTA jsou uvedeny dale.
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Tabulka 12
Typ tezu katetru Doba Pocet fezll Pocet kolonii Pocet kolonii
inkubace katetru (cfu/ml) v 1/10 (cfu/ml)
Kontrola 30 min 1 240 0
220 0
Kontrola 30 min 2 280 1
140 0
Kontrola 6 hodin 1 1480 0
1120 0
Kontrola 6 hodin 2 5200 7800
5497 5800
Vzduchem suseny 30 min 1 240 1333
EDTA 400 800
Vzduchem suSeny 30 min 2 267 0
EDTA 720 0
Vzduchem suseny 6 hodin 1 1280 16800
EDTA 1120 8800
Vzduchem suSeny 6 hodin 2 2240 21333
EDTA 2340 16000
Vyplachnuty 30 min 1 267 0
EDTA 379 0
Vyplachnuty 30 min 2 1040 0
EDTA 0 0
Vyplachnuty 6 hodin 1 1980 9600
EDTA 1740 12800
Vyplachnuty 6 hodin 2 3600 19000
EDTA 3660 8600

Ukézalo se, Ze vysledky v &istém roztoku EDTA byly reprodukovateln&jéi a proto byly

na ml rovny poétim na fez katetru.

pouZzity pro dal$i analyzu. ProtoZe byly kousky katetru umistény do 1 ml roztoku, jsou polty
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Tabulka 13
Typ katetrového fezu Primémy pocet kolonii | Primémy poget kolonii
po 30 minutach (cfuftez) | po 6 hodinach (cfu/tez)
Kontrola 880 3317
Vzduchem suseny EDTA 407 1745
Vyplachnuty EDTA 421 2745
Tabulka 14
Typ katetrového Priimémé % sniZeni cfu/ffez Primérmé % sniZeni cfu/fez
fezu vzhledem ke kontrole po 30 vzhledem ke kontrole po 6
minutach hodinach
Vzduchem 53,8% 47,4%
suSeny EDTA
Vyplachnuty 52,2% 17,3%
EDTA
Opakovano po 24 hodinach pro Klebsiella + CNS:
Tabulka 15
Typ katetrového fezu Prim&my poget Primé&my podet Primémy pocet
kolonii kolonii kolonii
po 30 minutach po 6 hodinach po 24 hodinach
(cfu/fez) (cfu/fez) (cfu/tez)
Kontrola 377 9205 105806
Vzduchem suseny 273 3720 70370
EDTA
Vyplachnuty EDTA 474 9499 77051
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Tabulka 16
Typ katetroveho | Primémé % sniZeni Priiméme % Primémé %
fezu cfu/fez vzhledem ke sniZeni cfu/fez sniZeni cfu/fez vzhledem
kontrole po 30 vzhledem ke kontrole ke kontrole po 24
minutach po 6 hodinach hodinach
Vzduchem 27,4% 59,6% 33,5%
suseny/EDTA
Vyplachnuty/ +25,7% 31,9% 27,2%
EDTA
+ oznafuje zvyseni primémeého cfu/fez vzhledem ke kontrole
Vysledky pro Pseudomonas aeruginosa:
Tabulka 17
Typ katetroveho fezu Primémy pocet Primérny pocet Primémy podlet
kolonii kolonii kolonii
po 30 minutach po 6 hodinach po 24 hodinach
(cfuffez) (cfuffez) (cfu/fez)
Kontrola 6400 341194 1290000
Vzduchem suSeny 4108 30000 474494
EDTA
Vyplachnuty EDTA 5200 153758 1150000
Tabulka 18
Typ Primémé % sniZeni Primémé % sniZeni Primé&mé % sniZeni
katetrového cfu/fez vzhledem ke cfu/tez vzhledem ke cfu/fez vzhledem ke
fezu kontrole po 30 kontrole po 6 hodinach kontrole po 24
minutach hodinach
Vzduchem 35,8 91,2 63,2
suseny EDTA
Vyplachnuty 18,8 55,0 10,9
EDTA
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Tyto vysledky prokazuji alespoii kritkodobou redukci bakterislnich populaci na

vzduchem suSenych i proplachnutych katetrovych fezech.

Piiklad 6: Zménéné hodnoty MBC, jeli tetrasodna siil EDTA kombinovina s ethanolem

Byly piipraveny roztoky majici riizné koncentrace tetrasodné soli EDTA (0,0,1,0,5, 1,
2, 3, 4 a 8 mg/ml, hmot./obj.) za pouZiti vody a ethanolu (k dosaZeni kone&né koncentrace
ethanolu 0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 a 40 % ve vodé) za ucelem testovani uéinnosti samotnych
roztoki EDTA, samotnych roztok(i alkoholu a roztoki EDTA/alkohol. Byly pfipraveny
koncentrované zasobni roztoky tetrasodné soli EDTA v destilované vodé a byl k nim pfidan

ethanol tak, aby se doséhlo poZadované koncentrace ethanolu.

Metoda:

* Organismus se kultivuje v 2ivném mediu pfes noc pti 37 °C.

= PouZiti se zasobni roztoky alkoholu a tetrasodné soli EDTA pro naplnéni (stiidav&) 96
jamkovych ploten (jedné na kulturu), za pouZiti roztoki EDTA majicich koncentraci
tetrasodné soli 0, 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4 a 8 mg/ml, hmot./obj., v rozpoustédle isopropyl-
alkoholu o koncentraci alkoholu 0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 a 40 % obj./obj.,ve vod&.

* KaZda jamka obsahuje 150 pl kaZdého fedidla a 50 pl organismu v pottu 1x10% cfu/ml.

* Vintervalech 5 minut, 6 hodin a 24 hodin se kada jamka kultivuje tak, Ze se plotna
prikryje vitkem s 96 hroty a potom se vi€ko ptenese na 96-jamkové plotny obsahujici 300
ul Cerstvého Zivného media v kaZdé jamce. Plotny se inkubuji pfes noc pfi 37 °C. Kazda
naockovana plotna se inkubuje b&hem inkubaéni doby pti 37 °C.

* Po 24 hodinach se zhodnoti zékal kazdé jamky.

Vysledky pro nékolik organismi jsou uvedeny dile.
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Tabulka 19
Organismus MBC tetrasodna shi MBC alkohol (%) MBC tetrasodna sut
EDTA (mg/ml) EDTA (mg/ml) +
alkohol (%)
E. coli 3 10 0,5a0,5
Proteus sp. 3 10 2al
CNS (1) 8 10 2al
Klebsiella sp. 8 10 lal
Staphylococcus 0,1 0,1 0,1a0,1
aureus
Pseudomonas sp. 2 10 2al
CNS (1) 8 10 0,5a0,5

Roztoky tetrasodné soli EDTA ve vod€ byly G¢inn&si pfi usmrcovani testovanych
mikroorganismi neZ roztoky ethanolu (samotného). Kombinace tetrasodné soli EDTA
v alkoholickych roztocich zabijela mikroorganismy pii nejniZ§ich koncentracich. Roztok 2
mg/ml (0,2 hmot./obj.) tetrasodné soli EDTA v 1% alkoholu mél vynikajici vysledky a mél
baktericidni efekt na viechny testované organismy. Tento antisepticky roztok je u&inny pfi
niZ3i koncentraci tetrasodné soli EDTA a ethanolu neZ roztoky tetrasodné soli EDTA ve vod&
samotné nebo ethanol samotny. Déle je levny, bezpe&ny a jednoduse vyrobitelny a pouZitelny.
Antiseptické prostfedky podle vynalezu pro lokalni pouZiti proto obsahuji EDTA soli ve

smésném vodném rozpoustédle a ethanolu,
Priklad 7: Rozpustnost tetrasodné soli EDTA v ethanolu a vliv na pH

Testovala se solubilita tetrasodné soli EDTA v ethanolu a mé&filo se pH riznych

roztokl tetrasodné soli EDTA v alkoholovych rozpoustédlech.

Metoda:
* Tetrasodnd sil EDTA se navazila dvojmo vrozmezi 10 az 100 mg do 1,5 ml

Eppendorfovych zkumavek. Do kazdé zkumavky se piidal 1 ml 74% ethanolu a

provedlo se promichéani po dobu 30 sekund.

* Do dvojité sady navazené tetrasodné soli EDTA se ptidalo 0,5 ml sterilni destilované
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vody a smés se promichala a potom se ptidalo 0,5 ml 74% ethanolu.
* KaZzda zkumavka s tetrasodnou soli EDTA se testovala na pH, kdyz byla pozorovana

rozpustnost.

Vysledky pokusii ukazuji, Ze tetrasodna siil EDTA je zcela nerozpustnd v 74% roztoku
ethanolu. Vysledky dale ukazuji, ze kdyZ se tetrasodna sil EDTA rozpusti v destilované vodé
v koncentraci v rozmezi 10 a2 100 mg/ml hmot./obj., zistane tetrasodna sil EDTA po pfidéni
ethanolu v roztoku. Vyhodna technika tedy zahrnuje rozpuiténi soli EDTA nejprve ve
vodném roztoku a potom pfidani ethanolu nebo jiného rozpoustédla, ve kterém jsou soli
EDTA méné€ rozpustné nebo nerozpustné. Pii pfipravé timto zpiisobem se predpoklada, Ze

budou roztoky soli EDTA stabilni v &ase. Naméfené hodnoty pH pro rizné roztoky byly

nasledujici:

74%ethanol, samotny pH 7.8
voda pH 7,1

+ 10 mg tetrasodné soli EDTA pH 9,0

+ 20 mg tetrasodné soli EDTA pH 10,8
+ 40 mg tetrasodné soli EDTA pH11

+ 80 mg tetrasodné soli EDTA pH 11,15
+ 100 mg tetrasodné soli EDTA pH 11,25

Priklad 8: Efekt autoklivovéni pFi 121 °C na roztoky tetrasodné soli EDTA

Testovali jsme efekt autoklavovani na roztoky tetrasodné soli EDTA pro stanoveni, zda
miZe byt autoklavovani pouZito pro sterilizovani roztokii tetrasodné soli EDTA pied

pouZitim. PouzZité postupy a vysledky jsou popsany dale.

Metoda:

» Pripravily se (dvakrat) 0, 20, 80 a 100 mg/ml koncentrace tetrasodné soli EDTA ve sterilni
vodé a sterilnim, roztatém Zivném agaru pfi 50 °C.

* Jedna sada se ponechala pii teploté mistnosti (nezahfivala se) a druha se autoklivovala
(zahrala).

* Nasledujici den se viechny agarové lahvitky daly do parni 14zng, aby agar béhem 40
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minut roztal.

Meéfeni zén difuse:

* Pomoci korkovrtu se v 16 plotnich s Cerstvym krevnim agarem navrtaji dva otvory.

* Ptipravi se suspenze CNS v MacFarlandové standardu 0,5 a tato suspenze se naockuje
sterilnim o¢kem na plotny, aby se vytvofila kultura.

* Pipetou se odméfi 150 pl kazdého roztoku tetrasodné soli EDTA a roztok se umisti do
otvori a provede se inkubace pfi 37 °C pies noc.

= Nasledujici den se zméfi zény difuse a zaznamenaji se vysledky.

Vysledky, méfené jako velikosti zén (mm) jsou uvedeny dale. Velikosti zén pro
kontroly se vynesly do grafu v zavislosti na koncentraci, aby bylo moZno stanovit skute¢né
koncentrace EDTA v testovanych vzorcich, které jsou téZ uvedeny dile. Tyto vysledky
ukazuji, Ze autoklavovani piipravki tetrasodné soli EDTA, at’ ve sterilni vodé nebo v agaru,

podstatné neovliviiuje antimikrobialni aktivitu piipravki tetrasodné soli EDTA.

Tabulka 20: Velikosti z6n v mm

Koncentrace EDTA ve EDTA EDTA v agaru EDTA
EDTA mg/ml stenlni vodé v autoklavované v autoklavovaném
(kontrola) sterilni vodé agaru
0 0 0 0 0
0 0 0 0
20 13,2 11,6 13,5 12,7
13,2 11,6 13,5 12,7
80 16,1 15,2 17,2 15,3
16,1 15,2 17,2 15,3
100 17,1 17,0 17,1 16,4
17,1 17,0 17,1 16,4




45
Tabulka 21: Skute¢na koncentrace EDTA
Koncentrace EDTAve |  EDTA EDTA EDTA
EDTA mg/ml sterilni vodé v autoklavované v agaru v autoklavovaném

(kontrola) sterilni vodé& agaru

0 0 0 0 0

20 20 16 26 19

80 80 60 101 62

160 100 98 100 83

Pfiklad 9: Vliv autoklivovini p#i 121 °C na riizné formulace EDTA

Testovali jsme efekt autoklavovani na rizné formulace roztokti EDTA za tdelem

stanoveni, zda miiZe byt autoklavovani pouZito pro sterilizovani riznych roztoki EDTA pied

pouZitim. Postup a vysledky jsou uvedeny dale.

Metoda:

Pfiprava agaru:

L2

50 ml roztoku Zivného agaru se nalije do 7X 100 ml sterilnich sklengnych lahvizek.

Do prvni lahvitky (oznacené 0) se neptida praskova EDTA.

Do druhé lahvitky se pfida 2000 mg pra¥kové EDTA (oznadeno jako 40 mg/ml auto)

Do treti lahvigky se pfida 4000 mg praskové EDTA (ozna&eno jako 80 mg/ml auto)

Do &tvrté lahvicky se pfida 5000 mg praskové EDTA (oznageno jako 100 mg/m! auto)

Do lahvigek pét, Sest a sedm se nepfidd EDTA (ale tyto lahvitky se ozna&i Jako 40, 80 a
100 mg/ml neautokldvované), a tyto lahvi¢ky se ponechaji pfi teplot& mistnosti.

Toto se provede pro kazdy testovany ptipravek EDTA a viechny lahvicky oznacené jako
auto se autoklavuji po dobu 20 minut p#i 121 °C.

Nasledujici den se vechny lahvitky umisti do parni 14zné& pro roztaveni agaru.

Po roztati agaru se lahvitky nechaji zchladnout na 50 °C a potom se do lahvidek
oznacenych jako neautoklavované pfida ptislu¥né mnoZstvi EDTA. V3echny lahvicky jsou

nyni pfipraveny k testu.

Méfeni zon difuse

Pomoci korkovrtu se v 7 plotnach s &erstvym krevnim agarem navrtaji dva otvory.




46

+ Pfipravi se suspenze CNS v MacFarlandové standardu 0,5 a tato suspenze se naofkuje

sterilnim ofkem na plotny, aby se vytvoiila kultura.

* Nepipetuje se 150 pl z kazdé lahvicky zvlast' do kazdého ze 2 otvoril a provede se

inkubace pfi 37 °C pfes noc.

* Toto se provede pro kazdou formulaci EDTA.

* Nasledujici den se zméefi zony difuse a zaznamenaji se vysledky. PouZije se dvou otvori a

2 méfeni na zonu.

Roztoky méd’'naté a Zelezité soli EDTA neprodukuji Zadné zony. Efekt zahfivani na

tyto roztoky proto nemuZe byt touto metodou meéfen. Velikost zén méfend pro roztoky

diamonné soli EDTA, didraselné soli EDTA a hofefnaté soli EDTA je uvedena dale.

Velikosti zén pro kontroly (bez zahfivani) se vynesly do grafu v zavislosti na koncentraci, aby

se umozZnilo stanoveni skutedné koncentrace EDTA v testovanych (zahfivanych) vzorcich.

Vysledky jsou uvedeny dale.

Tabulka 21. Velikosti zon (mm)

Koncentrace | Diamonnd | Diamonni | Didraselnid | Didraselna | Hofeénata | Hofeénata
EDTA sul EDTA | sul EDTA | sil EDTA | sal EDTA sul sal
{mg/ml) - bez — zahfivani —~bez zahfivani EDTA EDTA —
zahfivani zahfivani —bez zahtivani
zahfivani

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0
40 18,3 17,9 16,2 15,5 6,8 10,6
18,3 17,9 16,2 15,5 6,8 10,6
18,3 17,9 16,2 15,5 6,8 10,6
18,3 17,9 16,2 15,5 6,8 10,6
80 19,7 19,7 18,9 18,3 10,0 10,8
19,7 19,7 18,9 18,3 10,0 10,8
19,7 19,7 18,9 18,3 10,0 10,8
19,7 19,7 18,9 18,3 10,0 10,8
100 20,0 20,6 18,2 20,0 8,3 11,8
20,0 20,6 18,2 20,0 8.3 11,8
20,0 20,6 18,2 20,0 8,3 11,8
20,0 20,6 18,2 20,0 8,3 11,8
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Tabulka 22: Skute&né hodnoty autoklavované EDTA

Koncentrace EDTA | Diamonna stl EDTA Didraselna sil EDTA | Hote¢nata siil EDTA
{mg/ml) - zah¥ivani - zahfivéani zahfivani
0 0 0 0
40 39 38 >140
80 80 71 >140
100 150 >140 >140

Tyto vysledky ukazuji, Ze autoklivovani nesniZuje u&innost v&tdiny pripravki soli

EDTA. Autoklavovani antiseptickych prosttedki podle vynalezu miiZe byt proto provadéno

k ziskani sterilnich antiseptickych prostfedki.

Ptiklad 10: Hodnoty pH soli EDTA, chloridu sodného a citratu sodného

MEefily se hodnoty pH pro riizné roztoky soli EDTA, chloridu vapenatého a citratu

sodncho za pouZiti destilované vody jako rozpoustédla a pti danych koncentracich. Vysledky

Jsou uvedeny dale.

Volna kyselina EDTA, 10%
Diamonna sil EDTA 10%
Viépenatosodna siil EDTA 10%
Didraselna sil EDTA 10%

Med'na sil EDTA 10%

Tetrasodné sl EDTA 10%
Tetrasodna siil EDTA 2%

Tetrasodna siil EDTA neutralizovana

chloridem vapenatym

Chilorid vapenaty, 1 molarni

Citrat sodny 50%, 25%

pH4,7
pH 4,38
pH 6,68
pH 4,5
pH 6,15
pH 11,6
pH 11

pH 7,3
pH 3,8
pH 8,5

Priklad 11: Potvrzeni antikoagula&nich vlastnosti roztokii EDTA

Antikoagula¢ni vlastnosti roztokii EDTA se potvrdily za pouZiti nasledujicich postup.
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Metody:

* 100 pl alikvotni podily z koncentratniho rozmezi (0,5 az 100 mg/ml) roztokd
tetrasodné nebo disodné soli EDTA, upravené na pH 11,0 az 11,6, se umistily do
zkumavek s plastovou zatkou.

* Ke kazdému alikvotu roztoku EDTA bylo pfidano 900 pl ¢erstvé krve od zdravych

dobrovolnik a jemné promiseno obracenim zkumavky v pravidelnych intervalech.

Vysledky ukazaly, Ze kontrolni zkumavky obsahujici krev bez roztoku EDTA mély dobu
srazeni 10 aZ 23 minut. Zkumavky obsahujici roztoky EDTA mély viechny doby srazeni vétsi
neZ 5 dnil. Zkumavky s tetrasodnou soli EDTA v koncentraci vy$$i neZ 1 mg/ml mély dobu
sraZeni vy$§i neZ 5 dnii. Zkumavky obsahujici tetrasodnou sul EDTA v koncentraci 0,5 mg/ml
mély dobu sraZeni 28 minut. Tetrasodna sl EDTA je tedy v koncentraci vy$8i nez 1 mg/ml (1
% hmot./obj.) u¢inna jako antikoagulaéni &imidlo.

Piiklad 12: Osmolarita suspenzi tetrasodné soli EDTA

Byla testovana osmolarita a lyza erytrocytii v roztocich tetrasodné soli EDTA ve vodé
a fyziologickém roztoku majicim rizné koncentrace za pouZiti standardnich laboratornich
technik. Lyza erytrocytii se testovala pfidanim 50 pl krve s EDTA do 2 ml kaZdé koncentrace

kaZdého roztoku na dobu 2 hodin. Rozmezi osmolarity plasmy bylo 275 az 295 m/osmol.

Tabulka 23
Osmolarita {m/osmol) Lyza erytrocytt
2% Tet Sod EDTA 142 ++
v destilované vodé
4% Tet Sod EDTA 277 +
v destilované vodé
2% Tet Sod EDTA ve fyziol. 219 +/-
roztoku
4% Tet Sod EDTA ve fyziol. 588 -
roztoku
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Priklad 13: Vliv tfi soli EDTA na rozpou$téni umélych mo€ovych krystali (AUC)

Jednim problémem spojenym s mo&ovymi katetry je skute€nost, Ze na povrchu katetrii maji

tendenci se hromadit mo&ové krystaly. Ukladani mocCovych krystali miZe podpofit

mikrobialni kolonizaci a/nebo vznik biofilmu, stejn& jako miiZe snizovat pritok katetrem. Je

proto Zadouci pouzZit pro mocové Katetry desinfekéni pripravek, ktery by redukoval tvorbu

mocovych krystald. Byla testovana u¢innost tfi riznych roztoktt EDTA soli za pouZiti metody

popsané dale.

Matenialy:

* Umela mo¢ ve 25 ml plastovych universalnich nadobkach s ureasou, inkubovéna po

dobu 7 dnti pfi teploté 45°C.

Roztoky diamonné, didraselné a tetrasodné soli EDTA v koncentraci 100 mg/ml.

Metoda;

Krystaly v umélé mo¢i se odstiedily pti 4000 rpm b&hem 2 minut.
Supernatant se dekantoval a krystaly se promyly vodou, nade? se provedlo odstfedéni.

Krystaly se resuspendovaly v 1 ml vody a odebraly se alikvoty po 200 pl do &ty

universalnich nadobek.

Ke kaZd¢ universilni nidobee byly pfi teplotd mistnosti pfidany 4 ml 100 mg/ml
roztoku kazdé soli EDTA a vody jako kontrola.

Po 1, 2 a 3 hodindch se vizuiln& hodnotilo rozpousténi krystald ve srovnani
s kontrolou.

Vysledky jsou uvedeny dile. VSechny roztoky soli EDTA snizovaly ukladani

mo¢ovych krystalt ve srovnani s vodnym roztokem. Roztoky soli EDTA jsou tedy vhodné

pro pouZziti v mo&ovych katetrech.
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Tabulka 24
Roztok Ukladani krystall
Voda + AUC -+
Tetrasodna sil EDTA + AUC ++
Diamonna sul EDTA + AUC +
Didraselna sil EDTA + AUC +/-

Viechny citované odkazy, véetné patentovych i nepatentovych publikaci, jsou zde

odkazem zahrnuty ve své Gplnosti.

Ackoliv byl ptedkladany vynalez popsan ve vztahu k uréitym vvhodnym provedenim
a pro jeho ilustrovani bylo uvedeno mnoho detaildi, bude odbomikiim v oboru ziejmé, Ze

existuji daldi provedeni vynilezu a Ze urlité zde uvedené detaily mohou byt znalné

obmeérovany bez odchyleni se od zakladnich principh vynilezu.
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PV dwe¥ - C2

(

PATENTOVE NAROKY

1. Antiseptickd kompozice, zahrnujici alespoii jednu sl kyseliny ethylendiamintetraoctové
EDTA vroztoku,vyznadujici se tim, Ze tato alespofi jedna sil EDTA zahrnuje
tetrasodnou siil EDTA v koncentraci alespoti 0,01 % hmot./obj. a méné ne% 15 % hmot./obj.,
kde antisepticka kompozice ma baktericidni Giéinek proti irokému spektru bakterif, pfi¢emz
antiseptickd kompozice ma pH alespori 9,5 a pfitemz antiseptické kompozice je balena ve

sterilni apyrogenni form&.
2. Kompozice podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, ¢ mapHmezi 9,52 11,5.
3. Kompozice podle naroku 2, vyznaéujici se tim, e ma pH mezi 10,5a11,5.

4. Kompozice podle naroku I, vyznadujici se tim, Ze alespoit jedna stl EDTA je
pritomna v koncentraci 0,2 a 10,0 % hmot./obj.

5. Kompozice podle néroku 4, vyznadujici se tim, Ze alespoii jedna sil EDTA Je

pfitomna v koncentraci 0,2 aZ 6,0 % hmot./obj.

6. Roztok podle naroku S, vyznacdujici se tim, Ze alespofi jedna sl EDTA je
pfitomna v koncentraci 0,2 aZ 4,0 % hmot./obj.

7. Kompozice podle naroku 1, vyznacdujici se tim, e rozpoustédlo je vybrano ze

skupiny zahmujici vodu, fyziologicky roztok, alkoholy a jejich kombinace.

8. Kompozice podle niroku 7, vyzna&ujici se tim, Je rozpoustedlem je kombinace

vody a ethanolu.

9. Kompozice podle naroku 8, vyznadujici se tim, Ze zahmuje ethanol v mnoZstvi
0,1 aZ 10 % obj./obj..

10. Kompozice podle naroku 1, vyznaéujici se tim, e ma antibakterialni aktivitu

proti bakteriim v planktonické formé a v sesilni formé.
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11. Kompozice podle naroku I, vyznadujici se tim,Zze ma dale alespori jednu
vlastnost vybranou ze skupiny zahrmujici:

{a)  antikoagulaéni aktivitu;

(b)  fungicidni aktivitu proti mykotickym patogentim;

(c)  inhibiéni aktivitu proti protozoamim infekcim a

(d)  inhibi¢ni aktivitu proti amébové infekci.

12. Sucha forma antiseptické kompozice podle naroku 1, vyznac¢ujici se tim, Ze po

rekonstituci rozpoustédlem vytvoii kompozici podle naroku 1.

13. Formulace kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze je vhodna pro

lokalni aplikaci na povichy a objekty.

14. Formulace kompozice podle naroku 1 s ¢asovanym uvolfiovanim,vyznadujici se

t i m, Ze ma antiseptickou aktivitu béhem dlouhého &asového obdobi.

15. Uzaviraci proplachovaci kompozice, zahmujici alespori jednu sul kyseliny
ethylendiamintetraoctové EDTA vroztoku,vyznacdujici se tim, Ze tato alespoii jedna
sil EDTA zahrnuje tetrasodnou siil EDTA v koncentraci alespori 0,01 % hmot./obj. a méné
nez 15 % hmot./obj., kde uzaviraci proplachovaci kompozice ma pH alespoil 9,5, pfiemz
uzaviraci proplachovaci kompozice je balena ve sterilni apyrogenni formé a pfi€emz uzaviraci
proplachovaci je bickompatibilni pro pouZiti vtrvale zavedenych katetrech, mofovych

katetrech, nasainich sondach a trachealnich sondach.

16. Kompozice podle naroku 12, vyznacdujici se tim, Ze rozpoustédlo je vybrano ze

skupiny zahmujici vodu, fyziologicky roztok, alkoholy a jejich kombinace.

17. Antisepticka kompozice,vyznacujici se tim, Ze zahrnuje trisodnou a tetrasodnou
sul EDTA v roztoku v koncentraci alesponi 0,01 % hmot./obj. a men$i neZz 15 % hmot./obj.,
kde antiseptickd kompozice mé baktericidni uinek proti $irokému spektru bakteni, kde
antisepticka kompozice ma pH alespoii 9,5 a kde antisepticka kompozice je balena ve sterilni

apyrogenni formé.
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18. Kompozice podle naroku 17, vyznadujici se tim, Ze ma pH mezi 9,52 11,5.

19. Kompozice podle naroku 17, vyznadujici se tim, Ze ma pH mezi 10,5a 11,5.

20. Kompozice podle naroku 17, vyznaéujici se tim, ze alespori jedna sil EDTA je

pfitomna v koncentraci 0,02 az 10,0 % hmot./obj.

21. Kompozice podle niroku 20, vyznadujici se tim, Ze alespost jedna sil EDTA je

piitomna v koncentraci 0,2 az 6,0 % hmot./obj.

22. Kompozice podle naroku 21, vyznadujici se tim, %e alespoii jedna sil EDTA je

pfitomna v koncentraci 0,2 az 4,0 % hmot./obj.

23. Kompozice podle niroku 17, vyzna&ujici se tim, Ze rozpouitsdlo Je vybrano ze

skupiny zahrnujici vodu, fyziologicky roztok, alkoholy a jejich kombinace,

24. Kompozice podle naroku 23, vyznaéujici se tim, Je rozpous$tédlem je kombinace

vody a ethanolu.

25. Kompozice podle niroku 23, vyzna&ujici se tim, Ze kompozice zahmuje ethanol

v mnozstvi 0,1 az 10 % obj./obj..

26. Kompozice podle naroku 17, vyzna&ujici se tim, Ze ma antibakterialni aktivitu

proti bakteniim v planktonické formée a v sesilni formé.

27. Zpiusob inhibice ristu a proliferace populace alespofi jednoho neZadouciho
mikroorganismu na povrchu nebo vobjektu, vyznadujici se tim, Ze zahrmuje

kontaktovani povrchu nebo objektu s kompozici podle kteréhokoliv z naroki 1 aZ 26.

28. Zpusob podle ndroku 27, vyznadujici se tim, Ze ne?adouci mikroorganismus je
vybran ze skupiny zahmujici mikrobialni populace, mykotické patogeny, protozoarni

populace a amébové populace.
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29. Zpisob podle naroku 28, vyznacujici se tim, Ze nezadoucim mikroorganismem je

Acanthamoeba.

30. Zphsob podle naroku 27, vyznacdujici se tim, Ze povrch nebo objekt je vybran ze
skupiny zahmujici katetry, lékafské trubice a okruhy, intravaskulami prostredky,
implantované Iékaiské prostiedky, lékafské a veterinami nastroje, kontaktni &ocky, optické
implantaty, dentalni, orthodontické a periodontalni prostiedky, zatizeni pro skladovani,

distribuci a zpracovani vody, primyslova zafizeni a zatizeni pro pfipravu a zpracovani

potravin.

31. ZpAsob inhibice ristu a proliferace biofilmu, vyznadujici se tim, Ze zahmuje

kontaktovani biofilmu s kompozici podle kteréhokoliv z naroki 1 aZ 26.

32. Kryti pro pouZiti pii hojeni ran, kde uvedené kryti je impregnovano kompozici podle
kteréhokoliv z naroki 1 aZ 32.
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