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Licenéni smlouva

Fakultni nemocnice Hradec Krilové, se sidlem Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové — Novy Hradec
~ Kralové

IC: 00179906

DIC: CZ00179906

bankovni spojeni: ¢NB, 24639511/0710

zastoupena: prof. MUDr. Vladimirem Palickou, CSc., dr. h. c., feditelem

jméno osoby a emailova adresa pro komunikaci: || GcNINEIIIIIE

déle jen ,Poskytovatel® na strané jedné

GR - NANO a.s., se sidlem VojtéSska 211/6, Nové Mésto (Praha 1), 110 00 Praha

IC: 08056510

DIC: CZ08056510

Zapsana v obchodnim rejstfiku u Méstského soudu v Praze, oddil B, vlozka 24332,

bankovni spojeni: Fio banka a.s. ,pobotka Ceska Lipa, ¢islo tétu: 2801618942/2010
zastoupena: Dr. Janem Sarochem, statutarnim feditelem spoleénosti GR — NANO a.s.
jméno osoby a emailova adresa pro komunikaci: Dr. Jan Saroch, 1topnanofiltrl@gmail.com

dale jen ,Nabyvatel” na strané druhé

-

uzavirajl timto Licen¢ni smlouvu dle ustanoveni § 2358 a nasl. zékona ¢. 89/2012 Sh., obZansky
zakonik, v platném znéni.

Strany této smlouvy se nize mohou souhrnné oznacit té7 jako ,Smluvni strany”.

Smluvni strany, védomy si svych zavazk( v této smlouvé obsaZenych a s umyslem byt touto smlouvou
zavazany, dohodly se na nasledujicim znéni smlouvy.

1. Uvodni ustanoveni

1.1. Poskytovatel ma znalosti a dovednosti v oblasti vyzkumu, vyvoje a testovani dezinfek&nich
prostiedkd.
1.2, Poskytovatel vytvofil v ramci své Cinnosti dudevni vlastnictvi v rozsahu popsaném v €lanku

2.1. této smlouvy, na které touto smlouvou poskytuje Nabyvateli vyhradni licenci za
podminek v této smlouvé déle uvedenych.

1.3 Nabyvatel, predmétem jehoZ podnikani je:
- vyzkum, vyvoj novych produktil v oblasti primyslu, zdravotnictvi, ochrany Zivotniho
prostiedi atd.




1.4.

2.1.

2.2,
2:3.

31,

3.2

33

a)
b)

c)

- uvedeni novych vyrobki do vyroby v primyslovém méfitku

- uvedeni novych vyrobkl na svétovy trh

vyjadfuje timto sviij zamér dokonéit vyvo] a uvést na trh novy dezinfekénf prostfedek (dale
jen ,Licencovany produkt®), vyuZivajici duevni vlastnictvf Poskytovatele uvedené v ¢l 2.1.
této smlouvy (dale jen ,Licencovana technologie”).

Nabyvatel v plném rozsahu uzndva prdva Poskytovatele na dusevni vlastnictvi vymezené v €l
2.1. této smlouvy a zavazuje se uZivat tuto licenci v souladu s niZe uvedenymi podminkami.

2. Predmét licence

Pfedmétem licence dusevniho viastnictvi Poskytovatele je nésledujici:

souvisejici know how Poskytovatele specifikované v pfiloze €. |. této smlouvy

technické fedeni chranéné Patentem ¢. 307 717, platném od 1. 8. 2018, vydaném na zékladé
rozhodnuti Ufadu prdmyslového vlastnictvi o udéleni patentu ze dne 30. 1. 2019 (kopie
patentu je uvedena v pfiloze Il. této smlouvy),

technické Feseni, které je predmétem uZitného vzoru €. 32359, platném od 1. 8. 2018,
vydaném na zakladé osvédéeni UFadu primyslového vlastnictvi ze dne 26. 11. 2018 (kopie
uzitného vzoru je uvedena v pfiloze Ill. této smlouvy),

Licence je poskytovana jako vyhradni, s celosvétovou platnosti.

Za poskytnuti licence nélezi Poskytovateli odména uvedena v ¢lanku Ill. této smlouvy.

3. Odmeéna, platby Nabyvatele a platebni podminky

Nabyvatel se vsouladu sustanovenim ¢lanku . a Il. této smlouvy zavazuje platit
Poskytovateli odménu za poskytnutou licenci v podobé jednordzového licengniho poplatku
uvedeného v bodu 3. 2. této smlouvy a zdroven v podobé pravidelnych rocnich licencnich
poplatkd, vyplacenych od data uvedeni Licencovaného produktu na trh dle podminek v bodu
3.3. této smlouvy.

Jednorazovy licencni poplatek &ini 180 000 K¢ (sto osmdesat tisic korun ceskych) a je splatny
do tficeti dnil od Gcinnosti této smlouvy na bankovni G¢et Poskytovatele uvedeny v zahlavi
této smlouvy na zakladé danového dokladu vystaveného nabyvatelem navyseného o DPH v
zakanné vysi.

Vyse pravidelnych rotnich licengnich poplatk( od data uvedeni Licencovaného produktu na
trh bude vypo&itdvana z istého obratu Nabyvatele za prodej Licencovaného produktu,
pfi¢em? minimalni vySe téchto pravidelnych roénich licenénich poplatkl za podminek
uvedenych dale bude ¢init 150 000 K¢ (sto padesét tisic korun Eeskych) - tzv. Minimalni
licen¢ni poplatek. Vyse pravidelnych rognich licenénich poplatkd bude odpovidat 6,5% (Sest a
pll procenta) hodnoty €istého obratu piné uhrazeného odbératelem (tj. z trzeb za prodej
Licencovaného produktu ze zdvodu Nabyvatele prvnimu odbérateli, jez nebude propecjenou
osobou s Nabyvatelem, vde bude vypocitdvano zcen bez DPH, dopravy a pfip. daldich
zakonnych poplatk(). Do hodnoty Cistého obratu se nezahrnuji poskytnuté demo vzorky,
vzorky na testovani a pro jiné acely neprodavané se ziskem tfetim osobam. Nabyvatel je
povinen zaplatit Poskytovateli Minimalni licenéni poplatek v pfislusné vy3i namisto licencniho
poplatku vypotteného z Cistého obratu vidy v pfipadé, Ze takovy vypocteny licencni poplatek
nedosahne vyse sjednaného minimalniho licenéniho poplatku.
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3.4.

3.5

3.6.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

Nabyvatel je povinen vést prikaznou evidenci o vyrobé a prodeji Licencovaného preduktu a
vidy do 28. 2. po skonceni kalendainiho roku, jehoz obrat je pfedmétem vypoctu, zaslat
Poskytovateli mailovou zpravou na kontakt uvedeny v zahlavi této smlouvy prehled prodejt
za dané obdobi svyéislenim vyde Cistého obratu, vyse plateb a ztoho vyplyvajiciho
pravidelného ro¢niho licenéniho poplatku. Poskytovatel na zékladé zaslaného prehledu
vystavi Nabyvateli dafiovy doklad navy$eny o DPH v zdkonné vysi. Pravidelny rocni licenéni
poplatek je splatny do 30 dnl od obdrzeni fadného daniového dokladu od Poskytovatele na
bankovni (cet uvedeny vzahlavi této smlouvy. Poskytovatel ma pravo na vyZadani
nahlédnout do Gcetnictvi Nabyvatele a pripadné do Uletnictvi viech propojenych osob
Nabyvatele, které by se do souvisejicich transakci zapojovaly, av3ak ne &astéji neZ jednou za
kalendafni rok, a to jen vrozsahu tykajicim se zji3téni objemu prodeje Licencovanych
produkt( a jejich prodejnich cen. Veskeré takto poskytnuté informace a zdznamy se povazuji
za dlvérné ve smyslu § 2366 odst. 2 cb¢anského zakoniku.
Nabyvatel se zavazuje platit Poskytovateli podil na odméné ze vsech pfijatych plnéni od
Nabyvatelll sublicence nad ramec licenénich poplatkl dle odst. 3.3, ve vysi 40 % (slovy
¢tyficet procent) ze viech takovych prijatych plnéni.
Nabyvatel bude ddle hradit nad ramec licenénich poplatkil udrZovaci poplatky licencovaného
patentu a poplatky za prodlouZeni licencovaného uZitného vzoru. Platby Nabyvatele budou
probihat na zdkladé wyzvy nebo faktury vystavené Poskytovatelem nebo patentovym
zastupcem, kterého zastupovanim Poskytovatel na zékladé pisemného souhlasu Nabyvatele
POVEFi.

4. Prdava a povinnosti Poskytovatele

Poskytovatel se zavazuje poskytnout Nabyvateli veSkeré informace o dosavadnich vysledcich
vyzkumu licencované technologie véetné zprav a vysledk( testovani, zprdv a dokumentl
popisujicich prabéh vyzkumnych praci, které Poskytovatel pfedd Nabyvateli do 10 dnl po
Uhradé jednordzového licenéniho poplatku. O predani bude sepsan preddvaci protokol.
Poskytovatel poskytne Nabyvateli pfiméfenou soucinnost, kterou po ném lIze raciondlné
poZadovat, potfebnou pro vykon prav Nabyvatele plynoucich z této Smlouvy. Tato soucinnost
vdak nezahrnuje povinnost Poskytovatele spolupracovat pii vyvoji a zavadéni wvyroby
Licencované technologie, vyvojovou a vyzkumnou c¢innost na drovni poloprovoznich a
provoznich podminek ani technické poradenstvi souvisejici s vyrcbou Licencované
technologie.

Pokud se na tom Strany dohodnou, Poskytovatel s Nabyvatelem bude spolupracovat pfi
vyvoji a vyrobé Licencovanych produktil na zékladé zvlastni dohody, pficemz data a konkrétni
podminky poskytovani takové spoluprace, véetné pfislusné odmény, budou dohodnuty mezi
Stranami samostatnou smlouvou.

Poskytovatel bude mit nadale prévo publikovat a prezentovat vysledky tykajici se
pfedmétného technického feSeni na odbornych seminafich, konferencich a setkanich a v
odbornych casopisech. Poskytovatel je povinen o téchto publikacich a prezentacich
informovat Nabyvatele, ktery je opravnén je dale pouZivat pro marketingové tcely.
Poskytovatel Nabyvateli nezarucuje ani neodpovida za prodejnost, bezpeénost, uZitnost nebo
komer¢ni vyuzitelnost licencované technologie nebo licencovaného produktu. Poskytovatel
prohlasuje, ze pfedmét licencované technologie a prava k ni fadné nabyl vyzkumnou &innosti,
Poskytovatel je k datu uzavieni této smlouvy samostatné opravnén k vykonu prav z
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4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

5.3

5.4.

5.5.

5.6.

pfedmétného patentu a uZitného vzoru jako jeho jediny majitel, véetné prava k poskytnuti
licence dle § 11 odst. 1 zakona ¢. 527/1990 Sh., o vynélezech a zlepSovacich navrzich, v
platném znéni a dle § 12 odst. 2 zdkona ¢. 478/1992 Sh., o uzitnych vzorech v platném znéni.
Poskytnuti licence nebréni Zadné pravni zdvazky Poskytovatele viaci tfetim osobam.
Poskytovatel ddle prohlasuje, Ze na poskytnuti licence nevaznou #adné pravni vady. V
pfipadé, Ze patentova prdava Poskytovatele budou porudovéna treti stranou, zavazuje se
Poskytovatel neprodlené poskytnout soucinnost a priméfenou reakci k jejich ochrané a
napravé, ktera se od néj dé rozumné ocekévat.

Poskytovatel je povinen udrZovat préva z patentu a uZitného vzoru v platnosti po dobu
platnosti smlouvy v souladu s § 2359 odst. 2 obcanského zékoniku. Takto vzniklé naklady je
Poskytovatel ¢i jim povéreny patentovy zastupce ndsledné opravnén preuctovat Nabyvateli, a
to v souladu s odst. 3.6. této smlouvy.

Poskytovatel je povinen zajistit zapsani licenéni smlouvy do pfislu$ného rejstiiku Ufadu
pramyslového viastnictvi dle § 14 odst. 2 a § 69 zédkona ¢. 527/1990 Sb., o vynalezech a
zlepsovacich névrzich, v platném znéni a dle § 20 odst. 2 zakona ¢. 478/1992 Sh., o uZitnych
vzorech.

Poskytovatel je povinen zajistit zvefejnéni této smlouvy v registru smluv vedeném
Ministerstvem vnitra CR v souladu se zdkonem & 340/2015 Sb., vyZaduji-li to ustanoveni
tohoto zdkona. Poskytovatel je povinen Nabyvatele o zvefejnéni této smlouvy v registru
neprodlené pisemné informovat.

5. Prava a povinnosti Nabyvatele

Nabyvatel se zavazuje vyvinout pfimérené Usili vedouci k prodeji Licencovanych produktd,
které je popsané v pfiloZzeném harmonogramu planovanych aktivit s konkrétnimi méfitelnymi
milniky Nabyvatele. Harmonogram tvofi pfilohu IV, této smlouvy.

Nabyvatel se zavazuje nejpozdéji do 18 mésicli od podpisu licencni smlouvy, v souladu s vyse
uvedenym harmonogramem, zajistit uvedeni Licencovanych produktt na trh.

Pokud nebude dodrzena lhita pro uvedeni Licencovanych produktd na trh dle bodu 5.2. této
smlouvy bez objektivniho dolozitelného divodu, ktery musi byt ze strany Poskytovatele
vyslovné akceptovan jako opravnény, vySe Minimalniho licencniho poplatku pro rok
bezprostfedné nasledujici po dvouleté lh(té od nabyti G¢innosti smlouvy bude Cinit 250 000
K& (dvé sté padesat tisic korun ceskych).

Nabyvatel se zavazuje poskytnout Poskytovateli bezplatné pro védecké dcely vysledky
zkous$ek Licencovaného produktu realizovanych Nahyvatelem.

Nabyvatel je opravnén za icelem Zadosti o ziskani dotace ¢i jiné financni podpory zpfistupnit
poskytovateli dotace informace o obsahu této smlouvy a planu svych zamyslenych aktivit,
oboji pouze v rozsahu nezbytném pro dany ucel Zadosti a s ohledem na opravnéné zajmy
Poskytovatele.

Nabyvatelposkytne uhradu a odSkodnéni Poskytovateli v souvislosti se viemi ndroky,
pozadavky, zavazky, vydaji (vCetné naklad(l pravniho zastoupeni), které Poskytovateli
vzniknou z dlvodu nebo ve spojeni s jakymkoliv osobnim zranénim (véetné smrti) a
poskozenim majetku, které zplsobi nebo k nimz zcela nebo z ¢asti prispéje Nabyvatel, s nim
Propojena osoba, Nabyvatel podlicence, jejich smluvni partnefi nebo zastupci pfi
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2.7

5.8.

5.9,

6.1.

6.2

6:3.

74,

7.2,

Komercializaci, nebo oznafovani libovolného Licencovaného produktu nebo pouZivani
Licencovanych patent( a Licencované technologie v praxi.

Nabyvatel je ddle povinen zajistit, Ze vyroba, prodej a vedkeré dals! Cinnosti souvisejici s
Komercializaci dle této Smlouvy budou probihat na pracovisti certifikovaném pro takovou
¢innost, po obdrieni prislusnych povoleni a za dodrieni pfislusnych pravnich pfedpisq,
bezpetnostnich i odbornych standardill. Poskytovatelé nenesou odpovédnost za jakékoliv
poruseni pfislusnych pravnich predpisi, prav tretich osob ani za pfipadnou Ujmu vzniklou v
souvislosti s éinnosti Nabyvatele pfi komercializaci.

V ptipadé, Ze bude mit Nabyvatel zdjem poskytnout tieti osobé sublicenéni opravnéni k
vyuZiti Licencované technologie, popfipadé zménit podminky dfive poskytnuté a schvalené
sublicence, pfedloiZi Poskytovateli ke schvéleni ndvrh sublicenéni smlouvy véetné viech jejich
podminek, popf. zmén ¢i dodatk(, pred jejim uzavienm. Pokud ve lhaté 3 (tfi) tydnil od
poskytnuti ndvrhu sublicenéni smlouvy Poskytovatel pisemné nesdéli Nabyvateli sviij
nesouhlas nebo se nevyjadfi, ma se za to, Ze Poskytovatel souhlasi s uzavienim sublicenéni
smlouvy nebo jeji Upravou za uvedenych podminek. Nabyvatel poskytne Poskytovateli vidy
jedno vyhotoveni kaZidé uzaviené sublicenéni smlouvy véetné vsech jejich pfiloh.
Poskytovatel se zavazuje, ze nebude Nabyvateli bezd{ivodné branit v poskytovani sublicence,
pokud sublicence bude umoZriovat kontrolu, vypocet a stanoveni vyse uplaty stejnym
zplisobem jako je tomu u této Smlouvy, a pokud bude obsahovat zdkaz udéleni dalsi
sublicence Nabyvatelem sublicence tfeti osobé.

VySe uvedené povinnosti Nabyvatele se tykaji v8ech personalné nebo ekonomicky
propejenych nebo ovlddanych spolecnosti ¢i Nabyvatele ovlddajicich spolecnosti, jako by byly
tcastniky této smlouvy sami. Pro Gcely definice propojenych osob bude pouZito ustanoveni
§ 23 odst. 7 zakona ¢. 586/1992 Sb., o danich z pfijm{, ve znéni pozdéjsich predpisa.

6. Ostatni ustanoveni

Smluvni strany jsou povinny vzdjemné jedna druhou informovat o vSech skute¢nostech, které
maji &i mohou mit vyznamny vliv na pIinéni pfedmétu této smlouvy.

Smluvni strany se zavazuji uchovavat v tajnosti veskeré divérné informace, které ziskaji od
druhé Smluvni strany v rdmci plnéni pfedmeétu této smlouvy véetné informaci o daldich
vyvojovych, vyrobnich a obchodnich zémérech Nabyvatele. Tato povinnost trva neomezené i
po ukongeni této smlouvy.

V pfipadé, Ze jedna ze Smluvnich stran zvefejni informace, které byla povinna uchovavat
v tajnosti, je druhé strana opréavnéna poZadovat zaplaceni skody, kterd ji zverejnénim téchto
informaci vznikla.

7. Platnost smlouvy a moZnosti jejiho ukongeni

Tato smlouva se uzavird do 31. 7. 2038. V pfipadé Ze Nabyvatel nejpozdéji jeden rok pred
uplynutim této doby pisemné neprojevi vili ukondit tuto smlouvu, dojde k prodicuZeni doby
platnosti této smlouvy na dobu neurcitou.

Platnost této Smlouvy mizZe byt ukoncena pisemnou dohodou stran, pisemnou vypovédi,
pisemnym odstoupenim jedné ze stran nebo dle ¢lanku 7.1..
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7.3.

7.4.

7.0

8.1.

9:1.

9.2.

9.3

9.4.

Poskytovatel je opravnén od této Smlouvy pisemné odstoupit pouze v pfipadé, Ze Nabyvatel
porusi hrubym zplsobem podminky této smlouvy a nedojde k jejich ndpravé ani do 90 dndi
od pisemného upozornéni Poskytovatele prokazatelné doruceného Nabyvateli. Porugeni
podminek hrubym zplGsobem se rozumi poruseni povinnosti uhradit jednordzovy licen¢ni
poplatek dle bodu 3.2. této smlouvy a dale povinnost hradit pravidelné licenéni poplatky
definované v bodu 3.3. této smlouvy, déle povinnost uvedeni Licencovanych produktii na trh
dle bodu 5.2 této smlouvy a dale téZ vyuZivani pfedmétu licence zplsobem, ktery po3kozuje
¢i ohroZuje dobré jméno Poskytovatele. Skonci-li platnost Smlouvy odstoupenim ze strany
Poskytovatele, neni Poskytovatel povinen vratit Nabyvateli pomérnou &&st ndkladd na
patentovou ochranu dle odst. 3.6. této Smlouvy zaplacenou dopredu.

Nabyvatel je oprdvnén od této Smlouvy pisemné odstoupit pouze v pfiipadé, Ze Poskytovatel
porusi hrubym zpGsobem podminky této Smlouvy a k ndpravé tohoto porudeni nedojde ani
do 90 dnii od pisemného upozornéni Nabyvatele prokazatelné doru¢eného Poskytovateli.
Platnost této Smlouvy muZe byt pisemné vypovézena ze strany Nabyvatele, a to pouze v
pfipadé, Ze jiZ nebude mit dale zdjem uvadét Licencovany produkt coby vyrobce na trh.
Vypovédni doba €ini Sest mésici a zaling bézet od prvniho dne mésice nésledujiciho po
mésici, ve kterém byla vypovéd prokazatelné dorucena Poskytovateli,

8. Vyssimoc

Zadnd ze stran neni odpovédnd druhé strané nebo nenese odpovédnost za porudeni svych
povinnosti ze smlouvy, pokud jsou tato poruseni disledkem vélky, vale¢ného stavu,
terorismu, revoluce, obcanského povstani, stavky, epidemie, nehody, poZaru, vétru, povodné
nebo jiného zésahu vy33i moci nebo jiného divodu mimo béZnou kontrolu ovlivnéné strany,
které nemohla strana ovlivnéna takovymi okolnostmi rozumné predpokladat. Strana
ovlivnéna takovymi okolnostmi musi bez prodleni pisemné informovat druhou stranu o
divodech poruseni nebo zpoZdéni pinéni svych povinnosti (“ZpoZd&ni”) a o skonéeni téchto
okolnosti. V pfipadé Zpozdéni trvajictho déle neZ 4 tydny ma druha strana pravo ukonit
smlouvu okamfZité pisemnym oznamenim.

9, Zavérecna ustanoveni

Tuto smlouvu lze ménit a dopliovat pouze pisemnymi dodatky, které jsou oboustranné
podepsany.

Ostatni zéleZitosti vySe neuvedené se fidi ustanovenim § 2358 a nésl. zdkona ¢. 89/2012 Sh.,
obcanského zakoniku, v platném znéni, a ostatnimi pravnimi predpisy Ceské republiky.
Pfipadné spory vzeslé z této smlouvy nebo souvisejici s otdzkami jeji platnosti, Gcinnosti ¢i
vymahatelnosti se ob& smluvni strany budou snaZit vyfesit smirné. Jestlize se smluvni strany
neshodnou na oboustranné pfijatelném smirném Fedeni do tficeti dni od data, kdy spor
vznikl, je kterdkoli ze smluvnich stran oprdvnéna takovy spor pfedlo?it k Fedeni vécné a
mistné pfislugnému soudu Ceské republiky.

Tato smlouva je sepsana ve Ctyfech stejnopisech, z nichz kazda strana obdrii po jednom
vyhotoven, a dva stejnopisy budou Poskytovatelem pfedény Ufadu primyslového vlastnictvi
ke spInéni povinnosti dle ¢lanku 4.10.
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9.5. Tato smlouva nabyva platnosti okamzikem jejiho podpisu obé&ma smluvnimi stranami a
Géinnosti k datu jejiho zvefejnéniv registru smluv dle élanku 4.11. této smlouvy.

9.6. Pokud bude nebo se stane nékteré ustanoveni této smlouvy neucinné nebo neplatné, bude
nahrazeno jinou uinnou Upravou a to tak, aby se nejvice shodovalo se zamyslenym
vyznamem pavodniho ustanoveni. Ostatni ustanoveni smlouvy tim nejsou dotéena.

9.7. Obé& smluvni strany prohladuji, e tato smlouva je projevem jejich pravé a svobodné vile a na
dlikaz dohody o viech élancich této smlouvy pfipojujf sve podpisy.
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1-Alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid jako dezinfekéni Cinidlo a dezinfek{ni
kompozice, ktera jej obsahuje

Oblast techniky

Vynélez se tyka latky typu amoniové soli 1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium- halogenidu
jako dezinfekéniho ¢inidla, dezinfekéni kompozice, kterd tuto siil obsahuje a jejich pouziti.

Dosavadni stav techniky

Odolnost vi¢i bakteridlnim kmeniim piedstavuje v soucasné dobé jeden z nejvétSich problémi v
oblasti dezinfek¢nich piipravki. Netyka se to jen odolnosti vii€i antibiotikiim, ale také obecné i
odolnosti viiéi bézné pouzivanym dezinfekénim pfipravkiim. Mluvi se o tzv. multi-rezistentnich
kmenech, které jsou odolné vii¢i obéma skupindm antimikrobidlnich ¢inidel. Tento trend je
vysledkem dlouhodobého pouZivani antibiotik a dezinfekénich pfipravki, zvl4ste v nemocnicich,
ve kterych jsou bakterie neustdle vystaveny selekinimu tlaku antibiotik a jsou schopné se stat
viigi béznym dezinfekénim piipravkim rezistentnimi,

Odolnost vaéi antimikrobidlnim slou¢eninam je bud’ priméarni, vyjédfend absenci (nebo
nedostupnosti) cilové struktury pro dezinfekéni pripravek, nebo sekundérni, kterd se postupné
vytvoii v pivodné citlivém kmeni. Pfi¢inou nemocni¢nich infekei je celd fada bakterii a hub,
piitomnych v nemocni¢nim prostiedi. Pravdépodobnost jejich propuknuti se zvySuje zvla$té u
pacientll s oslabenym imunitnim systémem. Minimalizace rizika infekce muze byt dosazeno
uplatilovanim raciondlni metodiky pro poddvani antibiotik a v piipadé dezinfekenich piipravki
piisnym dodrzovanim kompletnich dezinfekénich programii. Klicovym aspektem je pravidelné
obméfovani antibiotik a dezinfek&nich pfipravki, aby se zamezilo vystavovani kmeni bakterii a
hub jednomu produktu déle, neZ je kritickd doba, po niz se riziko vzniku odolnosti zvySuje.

Kvartérni amoniové slouceniny maji §iroké pouZiti. Pouzivaji se jako dezinfekéni latky, tenzidy,
zmékdovade textilu nebo antistatickd c¢inidla. Benzalkoniové soli (N-alkyl, N-benzyl, N N-
dimethylamin, BAC) s délkou alkylového fetdzce C10-C18 se mj. b&zn¢ pouzivaji v
potravinaiském primyslu, protoze chréni pfed kontaminaci potravin, léki a jinych produktd
riiznymi mikroorganismy, véetné plisni. Prodluzuji dobu trvanlivosti a zvySuji bezpecnost
(Grillitsch, Gans a kol., 2006). Benzalkoniové soli s CI2 fetézcem jsou obvykle velmi tcinné
proti plisnim, s C14 fetézcem zase vi¢i Gram pozitivnim bakteriim a s C16 fetézcem vii€i Gram
negativaim bakteriim (Daoud, Dickinson a kol., 1983). V CR je b&zn& pouzivany pfipravek
benzalkonium bromid (resp. smés benzalkoniovych soli s riznou délkou fetézce, Ajatin) pro
dezinfekcei kize.

Dalsi skupinou slougenin, kterd je benzalkoniovym solim strukturné podobnd, jsou slouCeniny
obsahujici heterocyklicky kruh majici jako heteroatom dusik ¢i vice dusiki. V porovnani s
benzalkoniovymi solemi, nejsou tyto latky tak Siroce pouzivany. Nicméné napfiklad
cetylpyridinium je znam jako GSinny dezinfekéni a ochranny pripravek, a proto je soucasti cele
Fady l6¢ivych piipravkii Mize vytvafet micely a ma pouZiti v celé fad¢ jinych odvétvi, napfiklad
se pouziva k odstrafiovani nedistot, v kombinaci s barvivem se pouziva k barveni textilif atd.

Syntéza ¢i biologickd U¢innost sloucenin obsahujici jiné heterocykly (napf. chinolin, nebo

isochinolin), jsou v literatufe také popsany. V literatufe byly popsany také substituovan¢ N,N-
alkyl derivéaty imidazolu (Kleyi PE a kol 2016).
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Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je novd kvartérni amoniova sdl, vyvinutd jako dezinfekéni &inidlo
aplikovatelné vici Siroké skale pavodet nemocni¢nich bakteridlnich a plistiovych infekei a
zarovefl omezujici vznik rezistence viiéi dezinfekénim pripravkim.

K tomuto ucelu byla proto vyvinuta nova sloucenina typu kvartérni amoniové sole, jmenovité 1-
alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle obecného vzorce I

OH

e
G,

(1),

kde R je Ci2-Cis alkyl, X" je anion vybrany ze skupiny obsahujici Cl', Br nebo I, ptipadné jiny
vhodny anion, zajisfujici dostateCnou rozpustnost pro potieby aplikace. Kvartérni amoniové soli
obecného vzorce I podle vyndlezu jsou uCinnymi dezinfekénimi ¢inidly proti celé fadé
mikroorganismii a virll, tedy Gram-negativnim, Gram-pozitivnim bakteriim obalenym virim
nebo patogennim houbdm, vybranym ze skupiny zahrnujici Clostridium dificille, Candida
parapsilosis sensu stricto, Rhodotorula mucilaginosa, Aureobasidium melanogenum, Aspergitlus
Jumigatus, Aspergilus versicolor, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus, s vyhodou
Staphylococcus aureus Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., s
vyhodou Vankomycin rezistentni Enterococcus, Escherichia coli, Klebsiella spp. s vyhodou
Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase negativni, Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase pozitivni,
Pseudomonas aeruginosa, s vyhodou Pseudomonas aeruginosa, multirezistentni Yersinia
bercovieri, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia nebo obalené viry, s
vyhodou varicella-zoster vir.

Kvartérni amoniové soli obecného vzorce I podle vyndlezu maji vyraznou virucidni aktivitu proti
obalenym virtim, s vyhodou varicela-zoster viru.

Termin ,,obaleny vir* znamend oznaceni viru, ktery kromé& kapsidy ma jesté dalsi, lipoproteinovy
obal, odvozeny od membrany hostitelské butiky, v niz se virus replikoval. Mize jit o membranu
Jjadra, organely nebo membranu cytoplasmatickou. Obalené viry jsou citlivé na ether a obecné
Jjsou méné odolné k zevnimu prostiedi. Obaleny vir je vybrdn ze skupiny obsahujici herpesviry,
ortomyxoviry, paramyxoviry, koronaviry.

Kvartérni amoniova stl podle vyndlezu, kde R je s vyhodou Ci4 alkyl, s vyhodou 1-(2-
hydroxyethyl)-3-tetradecylimidazolium bromid vykazuji srovnatelnou nebo lep$i dezinfekéni
afinnost  ve  srovndni s bézné  dostupnou a  hojné  pouzivanou soli -
benzyldodecyldimethylamonium (BAC) bromidem. Nicméné¢ vyznamnym rozdilem a vyhodou
od zndmych, komer¢né dostupnych dezinfek¢nich smési uZivanych v soucasnosti, je potvrzena
ucinnost proti varicella-zoster viru (VZV neboli lidsky serpesvirus 3 (HHV-3)).

Dal$im provedenim podle vyndlezu je dezinfekéni kompozice obsahujici kvartérni amoniové soli,
jejiz podstatou je, Ze bud’ obsahuje l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle
obecného vzorce I, s vyhodou kvartérni sl 1-tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-
halogenid, vyhodnéji 1-tetradecyl-3-(2-hydroxy ethyl)imidazolium-bromid podle vyndlezu, nebo
jeho kombinaci s alespon jednou kvartérni amoniovou soli vybranou ze skupiny zahrnujici N-

R



10

20

25

30

35

40

45

CZ 307717 B6

dodecyl-N-(2-hydroxyethyl)morfolinium-halogenid obecného vzorce II,

y N*/_\O
it & Nd

(1),

kde R je Cyz alkyl a X" je anion vybrany ze skupiny obsahujici Cl, Br' nebo I pFipadné jiny
vhodny anion, zajidt'ujici dostatecnou rozpustnost pro poteby aplikace;

a/nebo [-hexadecyl-2-methylpyridinium-halogenid obecného vzorce III,

eead’ B

(II),

kde R' je C16 alkyl a X~ je anion vybrany ze skupiny obsahujici CI, Br" nebo I, popripadé jiny
vhodny anion, zajistujici dostate¢nou rozpustnost pro potieby aplikace.

Koncentrace 1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu podle obecného vzorce I, s
vyhodou I-tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu, vyhodnéji |-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium-bromidu v dezinfekéni kompozici podle vynédlezu je v rozsahu
0,001 % hmotn. az 1 % hmotn., s vyhodou 0,01 % hmotn. az 0,1 % hmotn..

V  pripadé, Ze dezinfekéni kompozice podle vyndlezu obsahuje  l-alkyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle obecného vzorce I, s vyhodou I-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium-halogenid, vyhodn&ji -tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-
bromid a déle alespori jednu z kvartérnich amoniovych soli obecnych vzorcti II nebo III nebo
Jejich kombinaci je celkovéa koncentrace kvartérnich amoniovych soli v rozsahu 0,001 % hmotn.
az | % hmotn., s vvhodou 0,01 % hmotn. az 0,1 % hmotn.

Hmotn. % kvart¢rnich amoniovych soli podle vynalezu jsou vztazena k celkové hmotnosti
dezinfekcni kompozice podle vyndlezu.

Také dezinfekéni kompozice podle vyndlezu vykézaly dle provedenych testd vysokou
dezinfek&ni O¢innost proti celé fadé mikroorganismi a vird, tedy Gram-negativnim, Gram-
pozitivnim bakteriim, obalenym viriim a vybranym patogennim plisnim vybranym ze skupiny
zahrnujici Clostridium dificille, Candida parapsilosis sensu stricto, Rhodotorula mucilaginosa,
Exophiala dermatitis, Aureobasidium melanogenum, Bifusaria dimerum, Aspergillus fumigatus,
Aspergilus  versicolor, Aspergilus niger, Candida krusei, Cryptococcus neoformans,
Enterococcus spp., s vyhodou Vankomycin rezistentni Enterococcus., Klebsiella pneumoniae,
Penicilium  chrysogenum, Staphylococcus  aureus, Staphylococcus aureus, s vyhodou
Staphylococcus aureus Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
spp., s vwhodou Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase negativni, Klebsiella Ext. Spectrum B-
lactamase pozitivni, Pseudomonas spp., s vyhodou Pseudomonas aeruginosa multirezistentni,
Yersinia bercovieri, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia nebo obalené viry,
s vyhodou varicella-zoster vir.

Kompozice také vykazala zvla$té vysokou aéinnost obalenym viriim, s vyhodou varicela-zoster
viru,
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Kompozice podle vynalezu jsou G¢inné proti vysoce odolnym mikroorganismim jako jsou
Asperigillus fumigatus i Clostridium dificille, které b&Zné zplsobuji nemocni¢ni infekce.
Dezinfekéni uéinnost piipravenych kompozic podle vynédlezu byla lep$i neZ standardné
pouzivany benzalkonium bromid (Ajatin) obsahujici benzalkoniové soli rizné délky fetézce pii
stejné koncentraci (0,1 % hmotn.). Navic, na rozdil od benzalkonium bromidu (Ajatinu) byla
pozorovana Gcinnost proti obalenému varicella-zoster viru (VZV) ze skupiny herpesvira a
prokdzala niz3i lokalni drézdivost na burikach lidského epidermu. Zékladni skelet slouéeniny mél
podstatny vliv na spektrum dezinfekéni uéinnosti. Siroké spektrum aktivity vidi béznym
nemocni¢nim patogenim miize byt proto dosaZeno kombinaci sloucenin s odlisnym zakladnim
skeletem.

Vyhodny hmotnostni pomér mezi jednotlivymi amoniovymi solemi v pEipraveich podle vyndlezu
Jje vrozsahu 1:4 az 4:1, s vyhodou 1:2 az 2:1. Prvni &islice v uvedenych rozsazich uddva hmotn.
dil I-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu podle vynélezu, s vyhodou 1-tetradecyl-3-
(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu, vyhodnéji I-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium-bromidu obecného vzorce | a druhd ¢islice soucet hmotn. dili
ostatnich slozek kompozice tedy N-dodecyl-N-(2-hydroxyethylymorfolinium-halogenidu
obecného vzorce II a 1-hexadecyl-2-methylpyridinium-halogenidu obecného vzorce III, nebo
hmotn. dily jednotlivych slozek kompozice tedy N-dodecyl-N-(2-hydroxyethyl)morfolinium-
halogenidu obecného vzorce II nebo I-hexadecyl-2-methylpyridinium-halogenidu obecného
vzorce IIL

Vznikly dezinfekéni roztok muze byt na povrch nané$en napi. rozpraSovadem, ponofenim nebo
potienim vhodnym materidlem, napu$ténym smési. Vhodné je napf. aplikaéni forma roztoku,
pény nebo gelu. Pro tyto ucely mohou byt pouzity pro konkrétni formulaci kompozice podle
vynalezu dalSi pomocné latky. Pomocné latky jsou vybrany ze skupiny obsahujici parfémy
(zlepSeni senzorickych vlastnosti), gelotvornd a adhezivni ¢inidla (zvySeni ulpivani na
nehorizontélnich povrSich modifikaci reologickych vlastnosti), barvici slozky (kontrola rozsahu
ofetfeného povrchu) nebo vhodnéd rozpoustédla (potenciace dezinfekéni udinnosti, prodlouzeni
nebo zkraceni doby zasychdni, moznost zvyseni koncentrace ac¢innych slozek). Jako rozpoustédlo
Je mozné pouZit vodu, alkoholy nebo jinad rozpoustédla, ve kterych jsou predmétné kvartérni
amoniové soli lépe rozpustné nez ve vodé. Takovéto kompozice je mozné pouZit k dezinfekei
skla, kovii nebo odolnych plasti, jako je PVC apod.

Kompozice podle vynilezu vykézaly v testech silnou dezinfekéni G&innost proti testovanym
mikrobfim ze skupiny gramnegativnich a grampozitivnich bakterii a patogennich hub, které jsou
¢astym plhvodcem nozokomidlnich onemocnéni. Dezinfekéni G¢innost byla testovdna na
kvasinkach (Candida krusei, Cryptococcus neoformans) a gram-pozitivnich (Methicillin-
resistentni Staphylococcus aureus (MRSA neboli Zlaty Staphylococcus), enterokoky) a gram-
negativnich (Klebsiellapneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) bakteriich pii koncentraci smési
0,1 % hmotn. za expoziéni ¢as 5 minut. Ve stejné koncentraci byly srovnatelnd uginné s
benzalkonium bromidem (Ajatinem), ktery byl zafazen v testu pro srovnéni. Po uvedené expozici
mikroba testované smési resp. benzalkonium bromidu (Ajatinu) nebyl pozorovadn Zadny ndrist
bakterii.

Na rozdil od této bézné uzivanému benzalkonium bromidu (Ajatinu) vykdzala dezinfek&ni
kompozice podle vyndlezu vysokou U¢innost proti herpetickym viriim (VZV) a sporulujicimu
Clostridum dificille. Zatimco dezinfekéni kompozice podle vynélezu sniZila titr viru o cca 4 fady
po 5 minutové expozici pii koncentraci 0,01 % hmotn., v pfipadé benzalkonium bromidu
(Ajatinu) byl pokles pouze cca 2 fady. V pripadeé zamysleného pouziti vynalezu v koncentraci 0,1
% hmotn. lze ocekévat je§té vy$§i Glinnost. Déle dezinfekéni kompozice podle vynalezu
prokdzala vy88i ucinnost proti sporulwjicimu Clostridum dificille po 10 min expozici pii
koncentraci 0,1 % hmotn. oproti benzalkonium bromidu (Ajatinu), ktery byl v tomto exprimentu
ne¢inny. Utinnost proti Aspergillus fumigatus byl v pripadé benzalkonium bromidu (Ajatinu)
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mirné lepsi. Dezinfekéni kompozice podle vyndlezu, viak redukovala vyskyt této houby oproti
kontrole pfi 5 minutové expozici a koncentraci 0,1 % hmotn.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1
Priprava l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium bromidu

OH OH

~ ~

" o />

45 h

R=Cy3, Cy4, Cyg R

(1) (2) (3)
Schéma 1. Piiprava 1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu (3).

1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidy ~ 3  byly  pfipraven  reakei  I-(2-
hydroxyethyl)imidazolu 1 s 1-halogenalkanem (napf. 1-bromdodekan, I-bromtetradekan nebo 1-
bromhexadekan 2 v dimethylformamidu (DMF), dle reakéniho schématu 1 vy3e. Reakéni smés,
1-(2-hydroxyethyl)imidazolu 1 a pfislusné halogenalkany 2 v DMF, byla michéna po dobu 48 h
za refluxu, Poté byla reakéni smés zchlazena na laboratorni teplotu a rozpoustédlo bylo odpafeno
na vakuové rotaéni odparce. Ze ziskaného odparku byl ziskan produkt krystalizaci z ethylacetitu
v podobé olejovité kapaliny ve vytézku asi 35 % (Tabulka 1).

Tabulka 1 Vytézek 1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidy 3)

Sloucenina Alkylovy Fetézec VytéZek (%) Bod tani (°C)

3n CHas 34 .
3b CisHag o 35 »

3¢ CisHss 35 -

Vychozi slougeniny byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (CZ) v nejvy$si dostupné Cistoté.
Rozpousedla, dimethylformamid a ethylacetat, byla koupena od Penta chemicals Co. Na
tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouzity hlinikové desticky potazené silikagelem Merck
silica gel 60 Frss analytical plates (mobilni féze: methanol:voda=10:1). Jednotlivé slouceniny
byly na TLC detekovany pod ultrafialovym svétlem o vinové délce 254 nm. Teplota tani
produktu nebyla mérena.

Priklad 2

Suroviny v mnoZstvich, uvedenych v tabulce 2 nize, byly rozpuStény za laboratorni teploty v
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| deionizované vodé za vzniku roztoku dezinfekéni kompozice [. Uvedené jsou také moZznosti
' vyuziti jako dvouslozkové kompozice.

5  Tabulka 2
surovina KompoziceI | MnoZstvi MnoZstvi
MnoZstvi {mg) (mg)
(mg)
1-(2-hydroxyethyl)-3- 50 50
tetradecylimidazolium bromid 33
N-dodecyl-N-(2- 50 -
hydroxyethyl)morfoliniumbromid =
1-hexadecyl-2-methylpyridinium- - 50
bromid 33
Voda 100000 100000 10660
10
Priklad 3

Mikrobiologické testovani 1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium bromid

15V tabulkédch 3 az 5 je shrnuta antimikrobidlni aktivita 1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl) imidazolovych
soli s délkou alkyla¢niho fetézce C12, C14 a C16. Z tabulky 3 nize je patrné, Zze vSechny derivéty
inhibovaly rast C. dificille. Zejména derivat C14 stoji za pozornost, protoze jako jediny po 5
minutové expozici snizil titr VZV o 5 fadu, coz vyrazné¢ predcilo komeréné dostupné
benzalkoniové soli. Obdobné, derivat C14 se jevil jako nejacinngjsi proti vldknitym houbdm (viz

20 tabulka 4), kvasinkim Gramm negativnim a s vyjimkou P. aeruginosa i Gramm pozitivnim
bakteriim. Ac¢koliv Gginnost nezaji$tovala Sirokospektré pouziti, pravé vhodnd kombinace s vyse
uvedenymi latkami struktury obecnych vzorcii IT a III zajisti Sirokospektry uc¢inek na v§echny
typy mikroorganismii. Utinek této smési je uveden nize v piikladu 4, kde je porovnan s
komer¢né dostupnym prostredkem.

Tabulka 3
Test. Test.
Yealkyl-3-(2- ¢, dificille  Koncentrace / VZV, 5 min Koncentrace/ |
hydroxyethylimidazolium- (8 min hmotn. % expoziee, hmotn.%
halogenid expozice) dezinfekes {(dTCID30) dezinfekce
i-dodecyl-3-(2- '
hydroxyethylimidazolinm- + 0.5 1,16 0,01
bromid
I-tetradecyl-3-(2- _
hydroxyethyBimidazolivm- + 0.1 5 0,01
bromid
1-hexadecyl-3-(2+
hydroxyethyl)imidazolinm- + 0,08 0 (3,605
brovmid
Kontrola (90% etanol) e ] 0 ]
Kontrola {voda) -+ 0
-6 -
e

|
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Kontrola (90% etanol) je narast C. difficile, kdy kultura byla vystavend pouze 90% etanolu po
dobu 40 min a poté kultivovana po dobu 24 hod. Kontrola (voda) kdy kultura byla vystavena
pouze destilované vodé poté kultivovdna po dobu 24 hod. Vyhodnoceni bylo semikvantitativni \
dle 8kaly predstavujici miru nariistu C. difficile na kultivaéni misce dle 3kaly: negativni,
ojedinéle, +, ++, +++.

Tabulka 4

s e - Rhodotorula

hydroxyethyl)imidazolium- | parapsitosis Exophiala | Aureebasidinm
halogenid sensu G dermatitis | melanogenum
7 MIC (uM) SERlEtS mucilaginosa
1-dodecyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium- 1000 300 “ 300 -

bromid
1-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethyl)yimidazolium- 200 30 65 20 1000

bromid
1-hexadecyl-3-(2-
hydroxyethyDimidazelium- 300 100 30 53 1000
bromid "

Bifusaria

dirmeriin

Tabulka 4 (pokracovani)

1-alkyl-3-(2~ »
hydroxyethyDimidazolium- Penicilinm Aspergilus Aspergilus
halegenid chrysogenum versicolor niger
{ MIC (M)
1-dodeeyl-3-(2-
hydroxyethyljimidazolium- - 1000 -
bromid
t-tetradecyl-3-{2-
hydroxyethylimidazolium- 300 300 -
bromid
1-hexadeeyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium- 300 200 1000
bromid
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Tabulka 5
Klebsiella
L AkS0 Methicilin Ext.
-4 y... oo f ) 34 I3 » 3 -
hydroxyethylimidazolium- | Staphiylococcus rezistentni Vanfmmycm Esckenfbm Spectrum
halogenid awreus (C1947) Staphylococcu | rezistentni coli B-
/ MIC (M) § aureus Enterococeus| (AI235) |lactamase
(C1923) t:{ga;‘?g!’
1-dodecyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium- 3,91 9,77 46,88 3123 62,5
bromid
1-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethyhimidazolium- 0,98 2,93 11,72 15,63 15,63
bromid T
1-hexadecyl-3-(2-
hydroxyethylimidazolium- 0,74 147 3,91 391 7,81
bromid
Tabulka 5 (pokracovani)
Klebsiella
Ext. 05
1-alkyl-3-(2- Psendomonas | Yersiniu osiolioiil
hydroxyethyl)imidazelium- ap egmm aernginosa | bercovieri A;Z:;f:’::;f’ Sﬂ::a’zfp ggsnas
halogenid Fan tai;mse miudtivezist, | (CNCTC (J3474) (13552)
/ MIC (uM) pozitivni (A41245) 6230)
(C1934)
1-dodecyl-3-(2-
hydroxyethyDimidazolium- 125 1000 31 2s 46,88 125
bromid
1-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium-| 31,25 500 7,81 7,81 15,63
bromid
1-hexadecyl-3-(2~
hydroxyethyl)imidazolium-| 15,63 1000 1,95 3,91 7,81
bhromid

Piiklad 4

Mikrobiologické ovéfeni u¢innosti kompozice podle vynalezu a srovnani s komeréné dostupnym
ptipravkem ‘

Kompozice I pripravené dle pfikladu 2 vyse vykdzala v testech silnou dezinfek&ni G&innost proti
testovanym mikrobiim ze skupiny gramnegativnich a grampozitivnich bakterii a patogennich
hub, které jsou Castym plavodcem nozokomidlnich onemocnéni. Dezinfekéni G&innost byla
testovina na kvasinkdch (Candida krusei, Cryptococcus neoformans) a gram-pozitivnich
(Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, Enterococcus sp) a gram-negativnich (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) bakteriich pfi koncentraci smési 0,1% za expoziéni ¢as 5
minut. Ve stejné¢ koncentraci byly srovnatelné G¢inné s benzalkonium bromidem (Ajatinem),
ktery byl zafazen v testu pro srovnini. Po uvedené expozici mikroba testované smési resp.
benzalkonium bromidu (Ajatinu) nebyl pozorovén zadny narist bakterii.

Na rozdil od této bézné uZivanému benzalkonium bromidu (Ajatinu) vykédzala dezinfekéni
kompozice podle vyndlezu vysokou uéinnost proti herpetickym virim (VZV) a sporulujicimu

== |
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Clostridum dificille. Zatimco samotny derivat 1-(2-hydroxyethyl)-3-tetradecylimidazolium
bromid snizil titr viru o 5 fadii po 5 minutové expozici, dezinfekéni kompozice podle vynalezu
snizila titr viru o cca 4 fady, v piipadé standardniho benzalkonium bromidu (Ajatinu) byl pokles
pouze cca 2 fady, vie pii koncentraci 0,01 % hmotn. V pfipadé zamyslencho pouZiti vyndlezu v
koncentraci 0,1 % hmotn. lze oCekavat jesté vyssi G€innost. Déale dezinfekéni kompozice podle
vynélezu prokizala vy$si G&innost proti sporulujicimu Clostridum dificille po 10 min. expozici
pii koncentraci 0,1 % hmotn. oproti benzalkonium bromidu (Ajatinu), ktery byl v tomto
exprimentu netcinny. Uginnost proti Aspergillus fumigatus byl v pripadé benzalkonium bromidu
(Ajatinu) mirné lepsi. Dezinfekéni kompozice podle vynalezu, viak redukovala vyskyt této
houby oproti kontrole pfi 5 minutové expozici a koncentraci 0,1 % hmotn..

Dale byly déle provedeny testy kozni drazdivosti. Negativni vysledek kozni drazdivosti je
nezbytnou podminkou pro jejich praktické vyuziti. Dezinfekéni smési byly hodnoceny ve dvou
naslednych krocich, vyzadovanych platnou legislativou. Probéhlo testovani dle OECD 439 -
provedeni testu ,,/n vitro skin irritation® na koznim modelu lidské kiize Epiderm. Testuje se
stupeit poskozeni rekonstruovanych epidermalnim bunék po 60 min. expozici testované latky a
naslednému zhodnoceni viability téchto bunék pomoci bézného MTT testu. Kompozice I podle
prikladu 2 o koncentraci 0,1 % hmotn. neprokizala téméf Zadnou koZni toxicitu, ¢imz vykazala
lepsi bezpetnost nez komer&né dostupny standard benzalkonium bromidu (Ajatin) 0,1 % hmotn.,
ktery po 60 minutové expozici vedl k cca 50 % umrti koznich bun€k v tomto modelu.

PATENTOVE NAROKY

1. 1-Alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid pro pouziti jako dezinfekeni ¢inidlo
obecného vzorce I

N/—/
/ )
W

@,

kde R je Cs2- Crs alkyl, X je anion vybrany ze skupiny obsahujici Cl, Br nebo I,

jako dezinfekéni ¢inidlo proti virim a mikroorganismim vybranym ze skupiny sestavajici z
Clostridium dificille, Candida parapsilosis sensu  stricto, Rhodotorula mucilaginosa,
Aureobasidium melanogenum, Aspergillus fumigatus, Aspergilus versicolor, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus, s vyhodou Staphylococcus aureus Methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., s vyhodow Vankomycin rezistentni Enterococcus,
Escherichia coli, Klebsiella spp. s vyhodou Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase negativii,
Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase pozitivni, Pseudomonas aeruginosa, s vyhodou
Pseudomonas aeruginosa multirezistentni, Yersinia bercovieri, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia nebo obalené viry, s véhodou varicella-zoster vir.

2. 1-Alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle naroku 1, kterym je 1-tetradecyl-3-
(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid, s vihodou |-tetradecyl-3 -(2-hydroxyethyl)-

imidazolium-bromid.

3. Dezinfekéni kompozice proti virim a mikroorganismiim vybranym ze skupiny sestavajici z

ST
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Clostridium dificille, Candida parapsilosis sensu stricto, Rhodotorula mucilaginosa,
j Aureobasidium melanogenum, Aspergillus fumigatus, Aspergilus versicolor, Staphylococcus
J aureus, Staphylococcus aureus, s vwhodou Staphylococcus aureus Methicilin rezistentni

Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., s vyhodou Vankomycin rezistentni Enterococcus,

s Escherichia coli, Klebsiella spp. s vwhodou Klebsietla Ext. Spectrum B-lactamase negativni,
Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase pozitivni, Pseudomonas aeruginosa, s v¥hodou
Pseudomonas aeruginosa multirezistentni, Yersinia bercovieri, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia nebo obalené viry, s vihodou varicella-zoster vir, vyznatujici
se tim, e obsahuje 1-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle kteréhokoliv z

10 naroki 1 nebo 2.

4. Dezinfekéni kompozice podle néroku 3, vyznacujici se tim, ze koncentrace 1-alkyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu je v rozsahu 0,001 % hmotn. az | % hmotn., s vyhodou
0,01 % hmotn. az 0,1 % hmotn.

5. Dezinfek&ni kompozice podle ndroku 3 nebo néroku 4, vyznacujici se tim, Ze dale
obsahuje alespoii jednu kvartérni amoniovou siil vybranou ze skupiny zahrnujici N-dodecyl-N-
(2-hydroxyethyl)morfolinium-halogenid obecného vzorce I,

) wl o

(1),

‘ kde R je C;; alkyl a X" je anion vybrany ze skupiny obsahujici CI', Br  nebo I

25 a/nebo l-hexadecyl-2-methylpyridinium-halogenid obecného vzorce 111,

(1),

30 kde R! je Cspalkyl a X~ je anion vybrany ze skupiny obsahujici CI', Br- nebo I'.

6. Dezinfekéni kompozice podle néroku 5, vyznatujici se tim, ze hmotnostni pomér mezi
amoniovymi solemi je v rozsahu 1:4 az 4:1, s vyhodou 1:2 az2:1.

35 7. Dezinfekéni kompozice podle naroku 5 nebo néroku 6, vyznacujici se tim, ze celkova
koncentrace kvartérnich amoniovych soli je v rozsahu 0,001 % hmotn. az 1 % hmotn., s vyhodou
0,01 % hmotn. az 0,1 % hmotn.

8. Dezinfekéni kompozice podle kteréhokoliv z ndrokii 3 az 7, vyznacujici se tim, ze dale
40 zahrnuje alespoii jednu pomocnou latku vybranou ze skupiny obsahujici parfémy, gelotvorna
Sinidla, adhezivni ¢inidla, barviva, nebo rozpoustédla.

9. Dezinfek&ni kompozice podle niroku 8, vyznacujici se tim, ze je ve forme roztoku, pény

nebo gelu.
45

-10 -
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Kvarterni amoniova sul, dezinfekéni kompozice a jejich pouziti

Oblast techniky
Technické feSeni se tyka latky typu amoniové soli l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)-imidazolium-

halogenidu jako dezinfek&niho Cinidla, dezinfekéni kompozice, kterd tuto sil obsahuje a jejich
pouziti.

Dosavadni stav techniky

Odolnost viiéi bakteridlnim kmeniim piedstavuje v sou¢asné dobé jeden z nejvétiich problémi
v oblasti desinfek¢nich pripravki. Netyka se to jen odolnosti vi¢i antibiotikiim, ale také obecné
i odolnosti vi¢i bézné pouzivanym dezinfekénim piipravkim. Mluvi se o tzv. multi-rezistentnich
kmenech, které jsou odolné vici obéma skupindm antimikrobidlnich ¢inidel. Tento trend je
vysledkem dlouhodobého pouZivani antibiotik a dezinfekénich piipravki, zvla§té v nemocnicich,
ve kterych jsou bakterie neustile vystaveny selekénimu tlaku antibiotik a jsou schopné se stat
vuci béznym desinfekénim pripravkiim rezistentnimi.

Odolnost vi¢i antimikrobidlnim slou¢eninam je bud primarni, vyjddfena absenci (nebo
nedostupnosti) cilové struktury pro dezinfekéni ptipravek, nebo sekundérni, kterd se postupné
vytvoii v piivodné citlivém kmeni. Pfi¢inou nemocni¢nich infekei je celd rada bakterii a hub,
piitomnych v nemocni¢nim prostiedi. Pravdépodobnost jejich propuknuti se zvySuje zvIaste
u pacienta s oslabenym imunitnim systémem. Minimalizace rizika infekce mize byt dosazeno
uplatfiovanim racionalni metodiky pro podavani antibiotik a v pfipadé dezinfekénich pfipravku
prisnym dodrZzovanim kompletnich dezinfekénich programi. Klicovym aspektem je pravidelné
obménovani antibiotik a dezinfek&nich pfipravki, aby se zamezilo vystavovani kment bakterii
a hub jednomu produktu déle, neZ je kritickd doba, po niZ se riziko vzniku odolnosti zvySuje.

Kvartérni amoniové slouc¢eniny maji §iroké pouziti. Pouzivaji se jako dezinfekéni latky, tenzidy,
zmék&ovace textilu nebo antistatickd ¢inidla. Benzalkoniové soli  (N-alkyl, N-benzyl,
N.N,-dimethylamin, BAC) s délkou alkylového fetézce C10-CI8 se myj. bézné pouZivaji
v potravinafském pramyslu, protoZe chréni pfed kontaminaci potravin, 1€kl a jinych produkti
raznymi mikroorganismy, véetné plisni. Prodluzwi dobu trvanlivosti a zvySuji bezpe¢nost
(Grillitsch, Gans a kol., 2006). Benzalkoniové soli s C12 fetézcem jsou obvykle velmi a¢inné
proti plisnim, s C14 fetézcem zase vic¢i Gram pozitivnim bakteriim a s C16 fetézcem vii¢i Gram
negativnim bakteriim (Daoud, Dickinson a kol 1983). V CR je bézné pouzivany piipravek
benzalkonium bromid (resp. smés benzalkoniovych soli s raznou délkou fetézce, Ajatin) pro
dezinfekei kize.

Dalsi skupinou sloutenin, kterd je benzalkoniovym solim strukturné podobn4, jsou slouceniny
obsahujici heterocyklicky kruh majici jako heteroatom dusik €1 vice dusikii V porovnani
s benzalkoniovymi solemi, nejsou tyto latky tak Siroce pouzivany. Nicméné napriklad
cetylpyridinium je zndm jako U¢inny desinfekéni a ochranny pfipravek, a proto je soucasti celé
fady 1éCivych pripravku. Muze vytvaret micely a mé pouziti v celé fadé jinych odvétvi, napriklad
se pouzivé k odstrafiovdni ne¢istot, v kombinaci s barvivém se pouziva k barveni textilii atd.

Syntéza ¢i biologickd ucinnost sloucenin obsahujici jiné heterocykly (napf. chinolin, nebo
isochinolin), jsou v literatufe také popsany. V literatufe byly popsany také substituované
N,N-alkyl derivaty imidazolu (Kleyi PE a kol 2016).
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Podstata technického feSeni

Predmeétem technického feSeni je nova kvarterni amoniova stl, vyvinuta jako desinfekéni ¢inidlo
aplikovatelné viaci Siroké Skdle puvodet nemocni¢nich bakteridlnich a plisfiovych infekei
a zdroven omezujici vznik rezistence vici desinfekénim pripravkiim.

K tomuto hcelu byla proto vyvinuta nova sloucenina typu kvartérni amoniové sole, jmenovité
I-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle obecného vzorce I

I ) | (n,

kde R Ci2 — Cis alkyl, X" je anion vybrany ze skupiny obsahujici Cl', Br" nebo I', pfipadné jiny
vhodny anion, zajistujici dostateCnou rozpustnost pro potieby aplikace. Kvarterni amoniové soli
obecného vzorce I podle technického fedeni feSeni jsou aéinnymi desinfekénimi ¢inidly proti celé
fad¢ mikroorganismu a virt,, tedy Gram-negativnim, Gram-pozitivnim bakteriim obalenym virim
nebo patogennim houbdm, vybranym ze skupiny zahrnujici Clostridium dificille, Candida
parapsilosis sensu stricto, Rhodotorula mucilaginosa, Aureobasidium melanogenum, Aspergillus
Jumigatus, Aspergilus versicolor, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus, s vyhodou
Staphylococcus aureus Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.,
s vyhodou Vankomycin rezistentni Enterococcus, Escherichia coli, Klebsiella spp. s vihodou
Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase negativni, Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase pozitivni,
Pseudomonas aeruginosa, s vyhodou Pseudomonas aeruginosa multirezistentni, Yersinia
bercovieri, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia nebo obalené viry,
s vyhodou varicella-zoster vir.

Kvarterni amoniové soli obecného vzorce I podle technického feSeni maji vyraznou virucidni
aktivitu proti obalenym virim, s vyhodou varicela-zoster viru.

Termin ,,obaleny vir* znamend oznac¢eni viru, ktery kromé kapsidy ma jesté dalsi, lipoproteinovy
obal, odvozeny od membrany hostitelské buiiky, v niz se virus replikoval. Muze jit o membréanu
jadra, organely nebo membrénu cytoplasmatickou. Obalené viry jsou citlivé na ether a obecné
jsou méné odolné k zevnimu prostfedi. Obaleny vir je vybran ze skupiny obsahujici herpesviry,
ortomyxoviry, paramyxoviry, koronaviry.

Kvarterni amoniova stl podle technického feSeni, kde R je s vyhodou Ci4 alkyl, s vyhodou
I-(2-hydroxyethyl)-3-tetradecylimidazolium bromid vykazuji srovnatelnou nebo lepsi desinfekéni
acinnost ve srovnani s bézné dostupnou a hojné pouzivanou soli benzyldodecyldimethylamonium
(BAC) bromidem. Nicméné vyznamnym rozdilem a vyhodou od znamych, komeréné dostupnych
dezinfekénich smési uzivanych v soucasnosti, je potvrzena uginnost proti varicella-zoster viru

(VZV neboli lidsky herpesvirus 3 (HHV-3)).

Dalsim provedenim podle technického feSeni je desinfekéni kompozice obsahujici kvarterni
amoniové soli, jejiz podstatou je, ze bud obsahuje l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-
-halogenid podle obecného wvzorce I, s vyhodou kvarterni sal I--tetradecyl-3-(2-
-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid, vyhodnégji I-tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-
-bromid podle technického reSeni, nebo jeho kombinaci s alespoii jednou kvarterni amoniovou
soli vybranou ze skupiny zahrnujici N-dodecyl-N-(2-hydroxyethyl)morfolinium-halogenid
obecného vzorcee I1,

| 5
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x-

SIS
HO R/ L/ (11},

kde R je C12 alkyl a X" je anion vybrany ze skupiny obsahujici CI', Bt nebo I pfipadné jiny
vhodny anion, zajist'ujici dostateEnou rozpustnost pro potieby aplikace;

a/nebo I-hexadecyl-2-methylpyridinium-halogenid obecného vzorce IIL,

Yool N\

(I10),

kde R' je C'% alkyl a X" je anion vybrany ze skupiny obsahujici CI", Br nebo I', pfipadné jiny
vhodny anion, zajist'ujici dostate¢nou rozpustnost pro potreby aplikace.

Koncentrace l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu obecného vzorce I, s vyhodou
I-tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu, vyhodngji 1-tetradecyl-3-(2-
-hydroxyethyl)imidazolium-bromidu v desinfekéni kompozici podle technického feeni feSeni je
v rozsahu 0,001 % hmotn. az 1 % hmotn., s vyhodou 0,01 % hmotn. az 0,1 % hmotn.

V piipadg, Ze desinfekéni kompozice podle technického feSeni feseni obsahuje I-alkyl-3-(2-
-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle obecného vzorce I, s vyhodou l-tetradecyl-3-(2-
-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid, vyhodnégji I-tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-
-bromid a déle alespon jednu z kvarternich amoniovych soli obecnych vzorcii II nebo III nebo
jejich kombinaci je celkové koncentrace kvarternich amoniovych soli v rozsahu 0,001 % hmotn.
az | % hmotn., s vyhodou 0,01 % hmotn. az 0,1 % hmotn.

% Hmotn, kvarternich amoniovych soli podle technického fefeni jsou vztaZena k celkové
hmotnosti desinfekéni kompozice podle technického feSent.

Také desinfekéni kompozice podle technického feSeni vykdzaly dle provedenych testi vysokou
desinfek¢ni 0¢innost proti celé fadé mikroorganismit a vird, tedy Gram-negativnim, Gram-
pozitivnim bakteriim, obalenym virim a vybranym patogennim plisnim vybranym ze skupiny
zahrnujici Clostridium dificille, Candida parapsilosis sensu stricto, Rhodotorula mucilaginosa,
Exophiala dermatitis, Aureobcisidium melanogemim, Bifusaria dimerum, Aspergillus fumigatus,
Aspergilus  versicolor, Aspergilus niger, Candida krusei, Cryptococcus neoformans,
Enterococcus spp., s vwhodou Vankomycin rezistentni Enterococcus., Klebsiella pneumoniae,
Penicilium chrysogenum, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus, s vyhodou
Staphylococcus aureus Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
spp., s vvhodou Kiebsiella Ext. Spectrum B-lactamase negativni, Klebsiella Ext. Spectrum
B-lactamase pozitivni, Pseudomonas spp., s vihodou Pseudomonas aeruginosa multirezistentni,
Yersinia bercovieri, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia nebo obalené viry,
s vyvhodou varicella-zoster vir. Kompozice také vykazala zvlaste vysokou ucinnost obalenym
virtim, s vyhodou varicela-zoster viru.

Kompozice podle technického feseni jsou d¢inné proti vysoce odolnym mikroorganismiim jako
jsou Asperigillus fumigatus &i Clostridium dificille, které b&Zné zpusobuji nemocniéni infekce.
Desinfekéni (i¢innost pripravenych kompozic podle technického feSeni byla lepsi nez standardné

-
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pouzivany benzalkonium bromid (Ajatin) obsahujici benzalkoniové soli rizné délky fetézce pii
stejné koncentraci (0,1 % hmotn.). Navic, na rozdil od benzalkonium bromidu (Ajatinu) byla
pozorovana ufinnost proti obalenému varicella-zoster viru (VZV) ze skupiny herpesviri
a prokazala nizsi lokalni drézdivost na buiikach lidského epidermu. Zakladni skelet sloudeniny
mel podstatny vliv na spektrum dezinfekéni Gginnosti. Siroké spektrum aktivity vii¢i b&znym
nemocnicnim patogeniim miize byt proto dosaZeno kombinaci sloucenin s odlisnym zakladnim
skeletem.

Vyhodny hmotnostni pomér mezi jednotlivymi amoniovymi solemi v pfipraveich podle
technického fedeni fedeni je v rozsahu 1:4 az 4:1, s vyhodou 1:2 a% 2:1. Prvni &islice v uvedenych
rozsazich udéva hmotn. dil I-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu podle technického
feSeni feSeni, s vyhodou I-tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium- halogenidu, vyhodnéji
I-tetradecyl-3-(2-hydroxyethyl) imidazolium-bromidu obecného vzorce I a druhd &islice soudet
hmotn. dili ostatnich slozek kompozice tedy N-dodecyl-N-(2-hydroxyethyl)morfolinium-
-halogenidu obecného vzorce II a 1-hexadecyl-2-methylpyridinium-halogenidu obecného vzorce
[, nebo hmotn. dily jednotlivjch slozek kompozice tedy N-dodecyl-N-(2-
-hydroxyethyl)morfolinium-halogenidu ~ obecného  vzorce Il  nebo  I-hexadecyl-2-
-methylpyridinium-halogenidu obecného vzorce II1.

Vznikly dezinfekéni roztok miZe byt na povrch nanéSen napt. rozpraovadem, ponofenim nebo
potfenim vhodnym materidlem, napu$ténym smési. Vhodn4 je napf. aplikaéni forma roztoku,
pény nebo gelu. Pro tyto aéely mohou byt pouZity pro konkrétni formulaci kompozice podle
technického feSeni dal$i pomocné latky. Pomocné létky jsou vybrany ze skupiny obsahujici
parfémy (zlepSeni senzorickych vlastnosti), gelotvornd a adhezivni inidla (zvyseni ulpivani na
nehorizontélnich povrdich modifikaci reologickych vlastnosti), barvici slozky (kontrola rozsahu
oSetfené¢ho povrchu) nebo vhodnd rozpoustédla (potenciace dezinfekéni ti¢innosti, prodlouZeni
nebo zkraceni doby zasychani, moznost zvySeni koncentrace Giéinnych slozek). Jako rozpoustédlo
je mozné pouZit vodu, alkoholy nebo jind rozpoustédla, ve kterych jsou predmétné kvarterni
amoniove soli lépe rozpustné neZ ve vods. Takovéto kompozice je mozné pouit le dezinfekei
skla, kovil nebo odolnych plasti, jako je PVC apod.

Kompozice podle technického feseni vykdzaly v testech silnou dezinfekéni ufinnost proti
testovanym mikrobiim ze skupiny gramnegativnich a grampozitivnich bakterii a patogennich
hub, které jsou ¢astym phvodcem nozokomidlnich onemocnéni. Dezinfekéni ndinnost byla
testovana na kvasinkich (Candida krusei, Cryptococcus neoformans) a gram-pozitivnich
(Methicillin-resistentni ~ Staphylococcus aureus (MRSA neboli Zlaty  Staphylococcus),
enterokoky) a gram-negativnich (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) bakteriich
pii koncentraci smési 0,1 % hmotn. za expozitni ¢as 5 minut. Ve stejné koncentraci byly
srovnatelné ii€inné s benzalkonium bromidem (Ajatinem), ktery byl zafazen v testu pro scovnéni.
Po uvedené expozici mikroba testované smési, resp. benzalkonium bromidu (Ajatinu) nebyl
pozorovéan zadny narust bakterii.

Na rozdil od této bézné uzivanému benzalkonium bromidu (Ajatinu) vykézala dezinfek&ni
kompozice podle technického feleni feSeni vysokou tginnost proti herpetickym viriim (VZV)
a sporulujicimu Clostridum dificille. Zatimco dezinfekéni kompozice podle technického Feseni
reSeni snizila titr viru o cca 4 fady po Sminutové expozici pfi koncentraci 0,01 % hmotn.,
v pripad¢ benzalkonium bromidu (Ajatinu) byl pokles pouze cca 2 fady. V pripadé zamysleného
pouziti technického feSeni feSeni v koncentraci 0,1 % hmotn. lze ofekavat jests vy3si ucinnost.
Dile dezinfekéni kompozice podle technického feSeni feleni prokdzala vy3§i aginnost proti
sporulwjicimu Clostridum dificille po 10 min expozici pfi koncentraci 0,1 % hmotn. oproti
benzalkonium bromidu (Ajatinu), ktery byl vtomto exprimentu nei¢inny. UGinnost proti
Aspergillus fumigatus byl v pripadé benzalkonium bromidu (Ajatinu) mirné lepsi. Dezinfek&ni
kompozice podle technického feSeni feSeni, viak redukovala vyskyt této houby oproti kontrole
pfi Sminutové expozici a koncentraci 0,1 % hmotn.
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Priklady uskute¢néni technického fesSeni

Priklad 1
OH OH

r~ ~
[ woe—=.0)

N &
a8 h ’i

_ R=Cy5, C14,Cy4 A

(1 2 3

Schéma 1. Pfiprava l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium~halogenidu (3).

l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidy 3 byly piipraveny reakei
I-(2-hydroxyethyl)imidazolu Is 1-halogenalkanem (napf. 1-bromdodekan, 1-bromtetradekan
nebo I-bromhexadekan 2 v dimethylformamidu (DMF), dle reakéniho schématu 1 vyde. Reak¢ni
smes, I-(2-hydroxyethyl)imidazolu | a pfislusné halogenalkany 2 v DMF, byla michana po dobu
48 h za refluxu. Poté byla reakCni smés zchlazena na laboratorni teplotu a rozpoustédlo bylo
odpafeno na vakuové rotaéni odparce. Ze ziskaného odparku byl ziskdn produkt krystalizaci
z ethylacetitu v podobé olej ovité kapaliny ve vytézku asi 35 % (Tabulka 1).

Tabulka 1. Vytézek l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidy 3

Sloutenina Alkylovy Fetézec Vytezek (%) Bod téni (°C)

3a CiaHas 34 -

3b CiaHa 35 -

3e CieHaa 35 -
Tabulka 1

Vychozi slouceniny byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (CZ) vnejvy38i dostupné Ccistoté.
Rozpousedla, dimethylformamid a ethylacetat, byla koupena od Penta chemicals Co. Na
tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouZity hlinikové desticky potazené silikagelem Merck
silica gel 60 Fas4 analytical plates (mobilni faze: methanol:voda=10:1). Jednotlivé slouceniny byly
na TLC detekovény pod ultrafialovym svétlem o vinové délce 254 nm. Bod téni produktu nebyl
meéfen.

Priklad 2

Suroviny v mnozstvich, uvedenych v Tabulce 2 nize, byly rozpustény za laboratorni teploty
v deionizované vodé za vzniku roztoku dezinfekéni kompozice 1. Uvedené jsou také moZnosti
vyuziti jako dvouslozkové kompozice.
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Tabulka 2.
surovina Kompozice I | MnoZstvi MnoZstvi
Mnozstvi (mg) {mg}
(mg)
1-(2-hydroxyethyl)-3- S0 50
tetradecylimidazolium bromid 33
5 Tabulka 2 (¢4st a)
N-dodecyl-N-(2- | 50 -
hydroxyethyDmorfoliniumbromid 3
1-hexadceyl-2-methylpyridinium- | - 50
4 33
bromid
Voda 100000 100000 10000
Tabulka 2(¢ast b)

10 Pfiklad 3: Mikrobiologické testovani l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium bromid

V tabulkdch 3 az 5 je shrnuta antimikrobialni aktivita l-alkyl-3-(2-hydroxyethyl) imidazolovych
soli s délkou alkyla¢niho fetézce C12, C14 a C16. Z tabulky 3 niZe je patrné, Ze vSechny derivéty
inhibovaly rist C. dificille. Zejména derivat C14 stoji za pozornost, protoze jako jediny po

15 Sminutové expozici snizil titr VZV o 5 Ffadd, coZz vyrazné piedCilo komeréné dostupné
benzalkoniové soli. Obdobné, derivat C14 se jevil jako nejucinngjsi proti vldknitym houbam (viz
tabulka 4), kvasinkdm Gramm negativnim a s vyjimkou P. aeruginosa i Gramm pozitivnim
bakteriim. Ackoliv i¢innost nezajitovala Sirokospektré pouZiti, pravé vhodna kombinace s vyse
uvedenymi latkami struktury obecnych vzorct II a III zajisti Sirokospektry aéinek na viechny

20 typy mikroorganismi. Uinek této smési je uveden nize v pfikladu 4, kde je porovnin
s komer¢n¢ dostupnym prostfedkem.

Tabulka 3
Test. Test,
1-alkyi-3-(2- C. dificille  Koncentrace / VZV, 5 min Koncentrace/
hydroxyethyimidazokium- (8 min hmotn. % expozice, hmoin.%
halogenid expozice) dezinfekece {dTCID5) dezinfekee
1-dodecyl-3-(2-
kydroxyethyhimidazoliwm- * 0,5 1,16 0,01
‘ bromid
1-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethylimidazolinm- + 0,1 5 0,01
bromid
I-hexadecyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium- + 0,05 0 0,005
bromid
Kontrola (9% etanol) + 0 0 0
25 Kontxola (vods) e 0

.

| B = |

Kontrola (90% etanol) je nartst C. difficile, kdy kultura byla vystavena pouze 90% etanolu po
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dobu 40min a poté kultivovana po dobu 24 hod. Kontrola (voda) kdy kultura byla vystavend
pouze destilované vod& poté kultivovéana po dobu 24 hod. Vyhodnoceni bylo semikvantitativni

dle $kaly predstavujici miru narastu C. difficile na kultivadni misce dle kély: negativni,
ojedinéle, +, ++, +++.

Tabulka 4

T-alkyl-3-(2- P
hydroxyethylimidazolium- | parapsilosis
halogenid Sensu
{ MIC {(uM) stricte
1-dodecyl-3-(2- _
hydroxyethyl)imidazolium- 1000 306 - 360 -
bromid
1-tetradecyls3-(2
~ | hydroxyethylimidazoliam- 200 30 65 20 16300
, bromid
1-hexadeeyl-3-(3-
hydroxyethyl)imidazolivm- 300 100 30 55 1600
bropid

Riadotorule Bifusaria

Exophiala | Anreobasidium
dermatitis | melanogennm

mucilagingsa | dimerum

Tabulka 4 (pokratovani)

1-alkyl-3-(2-
hydroxyethyl)imidazolium- Penicilinm Aspergilus Aspergilus

halogenid chrysogenum versicolor niger

/ MIC (pM)
1-dodecyl-3-(2-
hydroxyethyllimidazolinm- - 1000 -

bromid

1-tetradecyl-3-(2-
hydroxycthyl)imidazolium- 300 300 : -
bromid '
1-hexadecyl-3-(2-
hydroxyethyDimidazolium- 300 200 1000
bromid

10

Tabulka 5

Klebsieila
= b - i ,
hydroxyethyhimidazolium- | Stapltylococcns s :;;mmﬂgm 5 f’;‘;mka”;};;if' Essizf;akig .S}m;tmm
had i ; ylococei | ezistents -
,f;;;acgﬁ(;m arens (CIM7) s aurens | Enmterococcus| (A1235) |lactamase
(C1923) negativai

(C1950)

{-dodecyl-3-(2~
hydroxyethyDimidazolivm- 3,91 9,77 46,88 31,25 62,5

Bromid
$-tetradecyl-3-(2-
hydraxyethyDimidazolinm- (0,98 2,93 11,72 15,62 15,63

bromid :

1-hesndecyl-3-(2-
hydrovyethylimidncotiam- 0,74 1,47 3,91 3,91 7,81
bromid
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Tabulka 5 (pokracovani)

Klebsielln
Ext, ,
T-alkyl-3-(2- Pseadomonns | Yersinia "
hydroxyethyl)imidazolium- Speciram aeruginosa | bercovieri Acmefabac{f:r Stenotrop fw::fm:as
: B- . baumannii maltophilia
halogenid RTMIETY mieltirezist, | (CNCTC (13474) (J3552)
/I MIEC (VD) poritient (A1245) 6230)
(C1934)
L-tdodecyl-3-(2-
hydroxyethyhimidazoliom- 125 1000 31,25 46,88 125
bromid
1-tetradecyl-3-(2-
hydroxyethyDimidazolium-| 31,25 500 7,81 781 15,63
) bromid
1-hexadecyl-3-{2-
hydroxyethyl)imidazolium-| 15,63 100G 1,95 3,91 7,81
bromid

Piiklad 4: Mikrobiologické ovéfeni ucinnosti kompozice podle technického feleni a srovnani
s komer¢né dostupnym piipravkem

Kompozice I pripravené dle Pfikladu 2 vySe vykdzala v testech silnou dezinfekén{ G¢innost proti
testovanym mikrobtim ze skupiny gramnegativnich a grampozitivnich bakterii a patogennich
hub, které jsou castym plvodcem nozokomidlnich onemocnéni. Dezinfekéni a¢innost byla
testovdana na kvasinkdch (Candida knisei, Cryptococcus neoformans) a gram-pozitivnich
(Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus, Enterococcus sp) a gram-negativnich (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) bakteriich pii koncentraci smési 0,1% za expoziéni ¢as
5 minut. Ve stejné koncentraci byly srovnateln& u¢inné s benzalkonium bromidem (Ajatinem),
ktery byl zafazen v testu pro srovnani. Po uvedené expozici mikroba testované smési, resp.
benzalkonium bromidu (Ajatinu) nebyl pozorovéan 7adny nartist bakterii.

Na rozdil od této b&zné¢ uzivanému benzalkonium bromidu (Ajatinu) vykazala dezinfekéni
kompozice podle technického FeSeni vysokou Wu€innost proti herpetickym virim (VZV)
a sporulyjicimu  Clostridum  dificille.  Zatimco samotny  derivdat  1-(2-hydroxyethyl)-3-
-tetradecylimidazolium bromid snizil titr viru o 5 fadl po 5 minutové expozici, dezinfekéni
kompozice podle technického feSeni snizila titr viru o cca 4 fady, v pripadé standardniho
benzalkonium bromidu (Ajatinu) byl pokles pouze cca 2 Fady, ve pii koncentraci 0,01 % hmotn.
V piipadé zamysleného pouZiti technického reSeni v koncentraci 0,1 % hmotn. Ize ofekévat jesté
vyS§8i fi¢innost. Dale dezinfekéni kompozice podle technického feSeni prokdzala vy$si néinnost
proti sporulujicimu Clostridum dificille po 10 min. expozici pii koncentraci 0,1 % hmotn. oproti
benzalkonium bromidu (Ajatinu), ktery byl v tomto exprimentu nedéinny. Uinnost proti
Aspergilhts fumigatus byl v piipadé benzalkonium bromidu (Ajatinu) mirné lepsi. Dezinfekcni
kompozice podle technického fedeni, viak redukovala vyskyt této houby oproti kontrole pii
Sminutové expozici a koncentraci 0,1 % hmotn.

Déle byly dale provedeny testy kozni drazdivosti. Negativni vysledek kozni drdzdivosti je
nezbytnou podminkou pro jejich praktické vyuziti. Dezinfekéni smési byly hodnoceny ve dvou
naslednych krocich, vyzadovanych platnou legislativou. Probé&hlo testovéni dle OECD 439 -
provedeni testu ,,[n vitro skin irritation” na koznim modelu lidské kize Epiderm. Testuje se
stupen poSkozeni rekonstruovanych epidermdalnich bunék po 60 min. expozici testované latky
a naslednému zhodnoceni viability téchto bunék pomoci bézného MTT testu. Kompozice I podle
prikladu 2 o koncentraci 0,1 % hmotn. neprokézala téméf Zzidnou koZni toxicitu, ¢imZ vykdzala
lepSi bezpecnost nez komer¢né dostupny standard benzalkonium bromidu (Ajatin) 0.1 % hmotn.,
ktery po 60minutové expozici vedl keca 50 % tmrti koznich bunék v tomto modelu.

i
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NAROKY NA OCHRANU

1. I-Alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid, pro pouZiti jako dezinfek¢ni ¢inidlo
obecného vzorce [

N/—/ ,
9
|

kde R je Ci2 — Ci¢ alkyl, X’je anion vybrany ze skupiny obsahujici CI", Br nebo I".

2. I-Alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle néroku 1, kterym je 1-tetradecyl-
-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid,
s vvhodou I-tetradecyl-3-(2-hydroxy ethyl)-imidazolium-bromid.

3. l-Alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle naroku 1 nebo néroku 2 jako
dezinfekéni ¢inidlo proti virim a mikroorganismim vybranym ze skupiny zahrnujici Clostridium
dificille, Candida parapsilosis sensu stricto, Rhodotorula mucilaginosa, Aureobasidium
melanogenum, Aspergillus fumigatus, Aspergilus versicolor, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus, s vihodou Staphylococcus aureus Methicilin rezistentni Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp., s vyhodou Vankomycin rezistentni Enterococcus, Escherichia coli,
Klebsiella spp. s vihodou Klebsiella Ext. Spectrum B-lactamase negativni, Klebsiella Ext.
Spectrum B-lactamase pozitivni, Pseudomonas aeruginosa, s vyhodou Pseudomonas aeruginosa
multirezistentni, Yersinia bercovieri, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia
nebo obalené viry, s vyhodou varicella-zoster vir.

4. Desinfekéni kompozice obsahujici kvarterni amoniové soli, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
I-alkyl-3-(2-hydroxyethyl)imidazolium-halogenid podle kteréhokoliv z ndroki 1 az 3.

5. Desinfekéni kompozice podle naroku 4, vyznadujici se tim, ze koncentrace l-alkyl-3-(2-
-hydroxyethyl)imidazolium-halogenidu je v rozsahu 0,001 % hmotn. az 1 % hmotn., s vyhodou
0,01 % hmotn. az 0,1 % hmotn..

6. Desinfekéni kompozice podle ndroku 4 nebo 5, vyznadujici se tim, ze dale obsahuje alespon

jednu kvarterni amoniovou stl vybranou ze skupiny zahrnujici N-dodecyl-N-(2-
-hydroxyethyl)morfolinium-halogenid obecného vzorce 11,

N* O
Ho—/:/ L (),

kde R je C12 alkyl a X"-je anion vybrany ze skupiny obsahujici Cl', Br  nebo I,

a/nebo I-hexadecyl-2-methylpyridinium-halogenid obecného vzoree III,

| [
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(1),
kde R! je C6 alkyl a X~ je anion vybrany ze skupiny obsahujici Cl', Br nebo I".

7. Desinfekéni kompozice podle ndroku 6, vyznadujici se tim, ze hmotnostni pomer mezi
amoniovymi solemi je v rozsahu 1:4 az 4:1, s vyhodou 1:2 az 2:1.

8. Desinfekéni kompozice podle naroku 6 nebo 7, vyznadujici se tim, Ze celkova koncentrace
kvarternich amoniovych soli je v rozsahu 0,001 % hmotn. az 1 % hmotn., s vyhodou 0,01 % |
hmotn. az 0,1 % hmotn.

9. Desinfek&ni kompozice podle kteréhokoliv z narokil 4 az 8, vyznadujici se tim, Ze dale
zahrnuje alespon jednu pomocnou latku vybranou ze skupiny obsahujici parfémy, gelotvorna
¢inidla, adhezivni Cinidla, barviva, nebo rozpoustédla.

10. Desinfekéni kompozice podle ndroku 9, vyznadujici se tim, Ze je ve formé roztoku, pény
nebo gelu.

-10 -




