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4, Lieva el gran sello da Estado de Maesachusetis

CERTIFICADO . ]

5. En Boston, Massachusetts. 8. El Z7 dé jurio de 2005
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Sello de naotarks - Suzanne E, Gaddy.

aus funclones vencen el 22 — 3- 2007-
Estadn de Messaohussats.

Holyberm C

Troducior g Inhirprela Oficial
Inglds - Espeatiol = irgliy

Rosolydién Mo, 2117 ded 7 Ol 1987

I\



The Commonvienltf of Masseckuretic

Willines Francis Galvin
Secreiiy af the Commaavwealth

0000#5

APQOSTILLE

1. Caunine United States of Amerioa
Thix pibife document

2 has been sigoed by: Suzanng B. Geddy

3. aclig it the capaciy of  Notary Public

4, heavg tha paal’samp of:  the State of Massechuseits
WisPs CORVTIRaon axpinas on: Merch 22, 2007

Cofified

7. by: the Secretary of tha Commbarwmalth
8 Mo.: 1077788

10. Sipnature:

A—Pﬁuv;ﬁ“m

W:.Ihl.m. Francis Galvin
Ewetouery of the Commimussalih

prpamd by DG

{Convention deLa Haye du 5 ociobre 1961)

i a* Basinn, Massachusetis & the: 27 June, 2006

2. Seakiemp: . ot Ses of the Commomumith




w3 %8 1832

| OBcmucaon ¢ ORI |

FOWER OF ATTORNEY

The anilkfalgned,

Tyeo Hezlrhoare Graup LP

15 Hempshira ft.

aEl:h'EEEiiL Ihl‘lu 2048 USA

ALY ARG CORRRA CNOOREY wadlor (LG
AFORGETTE OTERD sadlar RICAND METEE apdlar
A ADLIE TDNE

{IE :luu-.-.lun.Jllm-f .lll Me, 19— F2 1 ™cex, -ramni.
ot d'""sf"azm
L tva unfak

nTIII l; poiecioned P
[ Indloaincl - properdy
ﬂqllllm.llr'llllu‘.lmlﬂﬂ Illllll‘lllﬂ' mid
Mcuiigh 10 m-ﬂ ma (o) islo oy sutbories or
paraond, wiih o WEhoA |Eipdcing, spockily Eom
Adnirtcimiive, adniilrin coreieo o jeicll, g9
vaull i baylom rtiiatom Courl, in oll muiem cGieting
Sw FalloniTgl ) CiRmoat of polonk, pifly madob,
Incfhntriel repge, Injagroind a-uh lml-bdllml A
wigpial wwellnx e raghtaiion of  Inkdewithe,
okmiteiiacd F ongn, comrnaipl narem, Lnle
fmbjums, sbgun &0 Oovely rEnSd Ba e,
A3Sgnmiak. Ceeps of oo o domciw, welenlany
cuntittine; »d Ly oginios of Bosvwas = wap of
Sl Fpies; b e ol pisiwclion Ly e cONELEY,
ynink campubioyy, WIOSeHond, SENLAIGFEN, Maflky.
eslionmy  ifunctions,  inkingumant, mlll‘u ol
inanbid, Wil Msncamuy, S painniys of lEdn saceks,
aml ih gewsul T ol PR, N winkiairptoy
proonces rulley o boss sghit A ik I wl e
ahavw nmBma gy (19 SuluSlsly g Do ol
campeanhlSE. cemclinw. sl Ba hilll'll'lﬂl
dun'sl. =rxul, mcoive, molsn, = rafy lllstrlh
mmunmnmrnmm

||unn|r|:|.'nllmm o il Bty ol TV
cEmEany by B nfaromemiimnad I'I- i repeect 0
Ew manioresl mam. -

1D-RAISBECK {3iH: BT (.,

.- DOBDOR

F=aPeil POE

Hnlgiemis, ] um, Sesichyrc & el
L B -1y [
alrtin

|
L B lnada,
Tyeo Healitgaye Bioup 1D,

wvctmas 15 Hempshire St.

Ma '1dﬂ’nlﬂil. nm lﬂn paln

dunders por of pftdehils que-plaage 4

ARG CORFIA-DMNEIREE wmiky ELOA BFORGETTF |

OTERD mudior CARDED WETRE ewliie JUAH PABLD
DENETHE

o tinmickin on I Aot B2 M. 19 - 92 Mo & sy Bogola D. .,
Colembla, paxiar sl mmpLs ¥ mi cknio, e abiony b

"”m“ﬁmﬂﬂm?lmh I3 ocwpeimaos

sl & cuya vty aulndes Jaros] & e ol Spbulnmiios.
ENE q."u "] mpmennisn sy cucimyuiac aulfriierios &

A o uts jerlEiaaiin, wpaCiNmEnia Dele (A chl

L hm, cualendove-aiainilyntiay p Axkcid, ol
ibemt ke Mbynglas ca ohFmmenl, @0 iodn T ecnior &
n siguieniod G ] Cbfameibn o paivies & mmanain,
meniainy i hilixiad, g Il ion, m-ﬂmllln
e Sitding lytegracos » wmilncacks vogiai: o gl da
mﬂ. SdormREes e odgen, FemnbAy  CORIwCheia,
Imman omaixes r Ammisis s SoRNniy; W

Fipass, oG mombe § lHIIHII.
mmﬂrmmnlhﬂulﬂlmﬂm
“IIHHHI.I;] - 'l np-mm’ﬂmll =|i lHI:

- moim [
iraciichia cadslngs, Nisedams, conmmsits do hlﬂ::. h
Inien, Iy peiimiin iu atrhinn MduSlinis. ¥ o0 genamy
Pocems chiley, IJ:ll , Brivinivralvas rolacibhBOBn " con
.h.mm mmnhmhulm“:::
ncbpm| 3 wasillk oafe mundlls, ranigl, o8
R kg b ool e, desniety, prmmiar, ekt econclul
¥ seriley Mo H0IOS (e agrmin) cixORgE.

ueemiankd, allvs (50 4 BOkeia hesie ol BETORLD DN s
miemes ssanipy, pur coqsa 0w ke nllth,h-
Spotsmndos. ) B ffdnmEACKn oo dal:x Anciqdral. |

Mang®iald, MA
A 1] dwssmwmda Maya  damn 2

TEDER Cun By sl Pastar

b

;’F‘S‘H o -




oqa0tz ¥

014 "5 16=a) ID:RAISEEDY CBEIN BTA COL.  FAM:-3TRERil PECE 4
[ DGemors SsGoRtARsow |
AL CE N ESERIFICANON NDTARIAL
Cn¥ia __ dwwor __ Blay Alon LD L) T
2003 , e raitraignmd Natiry o 2805, wiaumciin Hotmic
CERTIRES DA FE

W __Jdtwm Y. MamgerRon.
ol lvialapeons ommipdm.  MEnsEield, MA

D JJohe W, Mastprmon
iy y Soriciack ee Minefleld, M

am An hesd Dok e Eagedng deousinl,

Thas e ysanlor iv 1 mé pereonallr kiam ard Wak Ewlsho: had
Ingal cpdaly ho mweculd Livs rmtrorninl

Tyl hw pmnisy hpéd moculey Uy iotgoing dorsmomn
_Yice Preeijdent,

stuo|wiciupsen  TYGe Healthrgre Groug LF

Trelvwintsipesas  Tycg Healthears Gemos DR Cuslo msen feidka

indgMmberenfienfn Mugafigld, MA =~

h Sy oqunizpd, =y mesil 3980 eifncs il e
punmss jorwhich T pusar 97 ey In grimiksl &5 wiiin he
ooy o Uz comicaln puTnass.

Thel e Mos Ia gt el rebed b ealk e bt
P e 50Tl I gl iy

Thl 1 i ocsmd cnadecatigeyy 1, 4 ond [ oliove an B8 afowing
eutartc Summaié 4 mch Pupoes morhin & m aoll wiich |
Manin spaelio v, giving Biplrelis and hsirarghs of fumac

, 2hm 1, 002 - by ¢hg Board of I Jvactona . Jugig.]

kbl it apm UGR x ndne Bl UMD gD Enkusadta.

2 tE Cohanth fL Qiggenhy iy Tne clopipd
sk ity i il i pu B, i

3 Cum al blogords T Baty BLARI dmenin Sy
Uy correrldeate

wla . Tyes Healthcare

Group LP

Tyco Bamlthenrs

Group LP
mnaMuge _1BNS€iald, MA

eyl ownalliide, gud s melphencis kgpl
meinply gues ol 3cia pard ol wnil s v M kel sl
Shmpnndkin orien ba mum conchiupen ny 2ty wesl

5 Cun 4l Wl Tene @NCENETING i opmson i
5 nnleniny g fela i g,

B Qh b Bzl oy contiticpnjamns 3, 4 ¥ b enigforer on
I pigelionion  cocammnind: Julinieo oue Al SEAKS uR
mi Skhhinpn ¥ que i ETmElE Ean
woymmeyin ch mum reche y iy o gl o pobideaudy:




0n00LyY 2

(12 INTRENATTOMAL AMPLICAITON FUBLMSITRE UNDER THE PAIENT COOPERATION TRIATY (P73

£19) Woeld Intelieiusl Progeriy T

t i ‘1 i' Ky 1'-'_;1.
fedormatnenl Bz B ?.J;r T L TR D
T
(43) Indernationat Puheation Dute (103 Tnternptonal Publcatlin Munbor
16 Decembor 2004 (16.122004) PCT WO 2004/108093 A2
S} \nfermtional Pagout Classfzndan AWK [m) Ii:.,nllql sn;m Isdesr nlhr".ldﬂ' “h:ﬂ' f; m:z
i - 1 ] - ﬁ
1) Inatona Apcaa N P AT AT T e

PCUVBMAISN  (covew, o, G2, DR, DE, DM, DZ, 1iC, EE, B3, ¥, M,

G5 luerosiicousl Flng Dade: 4 Jome 2004 (74.06,2009) GB, G0, OF, G, GM, AR, FAL T, 1L, [N, IS, 1P, KIC,
KG, KR KR, K. 1.0, LK, LR, 1K, I, LLL 1¥, ATA, MY,

{45) ¥illoy Lingangic Buglsh MG, ME, MBS, MW, MX, MZ, NA. NT, NOL K7, DM, L,
; ¥, FL. M, RO, R1J, 30, 5D, S 860 7K, A, 4, T, TM,
i ——— Ehigllsh TN, TR, T, T, LA, D1, L& 1¥, VT, VL, YU, ZA.7M.
3 Friochy el e
RAHWTH 4 Jaw 2003 {01.06.5009% U5

INERALS W Soplewber 20010000 UE ey [autpunted Stuus furiery oferwise frdicaed. for awry

{71) Apylicant (for ul despmafed Stukr oo L3 ASKY- dind of reglownl proteetion swaliehiel AHLYO (BW, (H,
TILA, INC, [US/USE 4603 X B Udiversliy Village, Ko €. K8, LS, MW, MZ, Na_5D, 5L, 52, TZ, UG, 2,

185, Sealrle, Wa Q0505 (U5 Z), Boswshan {AM, AZ, BY, KO, KZ, MD, RU, TT, T,
Purspuag (AT, BT, BG,CI1 OV, COF, D, BE, R TS, G
(71) Applictris and ) TR, O, G, AN, TN, FT VL), MES, X1, PL, P, RO, NI, W,
(*d) Buvenmran KTTR, Peicr [GIVOR]: 40 Fing George Av- SK, TH), CIAP (I B, CH €3, O, CM, §1A. (N, CK),
smt, Lamwis Wl Yigkshine [T SNT GRY. ITATTVIN, G, MI., MR, XH, 5X, 1D, T¢3).
Dvh] |[ISALSE, 2807 NIL Cinfvarsity Willuge, ¥, TEL,
Seztlle, Wi 5105 (15} Published:
(") Agenis ATAIATIM, Janal o ul; Spackwan Law Gromp, —  ieiifhiad Intenmerizne! sk rpert and ie b reyislcied
10] Werr Avonme, Saiiz |00, Knmtie, A, 9810) D) e mevipt qf ha: report

[ velinund oo mem) page [

(3} Thiw: ANTISIPTIC COMPOSTITONS, MILTTEGRT AN EYETTMS

0047108093 A2 | AN EDAY 6 T MR W

c drnmn iAo sl an] esi fenpad activily ogelfior will AnSeod gl ropemies. Th=nrclropiic 2o positit-s 2l lave demonstand
g uctivity in praemaring s bualksing duwe elambia] sl oo badllee. ‘They e safe o mann sud aedical e, il ey e ypod
' prevenl infactinn, or w1 Joiaid ik pralileion Al arbor ellndwans wiiting o ebiishod infolons.
%




n0Q{0g . A

WO 2004/108093 A2 | LSR8 VLML AT

B mot-Seveer ol i ol ahbor: harkons, rgier i e "Gluain-
amien N i Ciodes. o Abbrriatinen " appranig 2¢ afa bpgpin-

sniay of each royuizr irrve o thn FCT Guzetie




&

WO 2004145093 PCTYUS2004,919009

ANTISFPFTIC COMPOSITIONS, METHODS AND SYS'TEMS

"Technieal Fleld of the Isveation

Tho presenl nvention mistea s sitiscptic cumposidang, mothods wnd sysiems for
uss W varlons modicu] epplications, w well a5 senifizieg upplications in pescml, -

Including indocirsl mnd envimmnents] sandtizing appheations. Compositiony of the
procent invenliun pOSIIY antimigvobisl, eafi-linga], apivicl wnd asdi-emorhio
prperties wod may slso serve as agti-goegulants.  Specified 5 ulls und oompositiony of
ethylanc dwmine tetchacstlc acid (EDTAY (O 3NiNaOy) are emplyed ot specificd
concemizaliues and pH lovels. Doemplary spphicstions mclode inksibitieg, reducmg or
cliniinating the peerence of microbisl endiur Fangal orgamlsms on suxBces, in sohofon,
of in complexed [omws, sach a3 in biofilms. Excmplary methode incdude providing an
afiscptic cooting on snrfkoon of abjects 0 eeduce the incidepce of infemion, and
ounmneting objects and'ir enrfaces by flushing, soaking snd/or dnstae with gn aaliseptic
olrtion fo inkibi the prolifbration of, rmluce or ellminalc mricrobial populations.

‘Hackyround of the Mveafies and Descripiivn of Prior Art

Infactions are & slgeifican! problem In Ty fickis where samitary conditions: e
imparten, soch ax in healthoars. Problesmatic infeations may arise fom baaterial, Amgsl,
amochic, putozcin andfar viml orpmbms.  Clallesprs oz encounrered both in
preventing infection and in reducing of efminating the mfection oace it 3 catablisted.
Infecipd enviromments may include sariicos of objects, Daids aad fmld condsits, indior
bramms o aoEnals.

Alsohol enlubiors and isopropy! alcoho]l winew am comunonly used to snitizs
mribces and have been shown fo huwe smbibeciecia]l activiey. The mont effective
|rfoitory setl-microbial affi) is ssan wish 70% isopropans] sobutiony, Alcuhol sointions
at this comenadon erc guilt expansive and prepamre rapidly, which suheluniially
daminish=s fhoir ollcecy and increased their cost.  Mowesver, althoush isopeopenol
solelions may be used oz surfaco, i nuluding human akin, and in & varisty o f medicul
spphcaiiony, nkobol solutions of thiz concentrstion cannor ba adeiisreesd to fremans for
madical pposas, othey than tomcally. ' .
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In the healtheare Deld, inleelioot of vunoos Lypes fekd Causer wre cummnon iaxd
oflen mamlt fn longer hoaplinl slays, leading do tdghor hoeplis] ooata.  Bven woms, over
90,000 patient deafhs senally ore atixbvaied i nesocominl infectionx — that &, infestions
epqeleed 8t & hospital or M other bealthoure arvironiments. Surveillanes fhr noscsomial
infclion bag bacoroe wn imtcgral part of hospita] practice. Studics conducied mom than
20 years ngn by 1 Cenler for Discase Comirpl asd Prevenon (CTC) documented The
officecy of thees eurveilancy uclivitms in niducing @ cvenmeno: of nosecornial
nfection. Dcapite the pttenfion given to problems of nosocomial infection, howavct,
infection rakee have not bean drateficolly roduced, und nosocoessio] infleolionn mm 2
sabatantial dak and & mibxiantial kealth soncon

One problematic muroy of indections in the modionl ind velermury finlds 13 found
m chfbelers, and pamicolady it in-dwelling catheten. Celbeiers hove béttme camntisd o
tha masapement of aritical care pationds, yet the inslde of & catlater |3 offen the major
soures of infoctim.  Catheters are wied for delivery of fiuids, blend producs, drigs, and
suftients, a3 woll & fhe hemodialyss, semaliltcition, pecitosizal dialysls, reisieval of
bnod sxmples, momitnring of petiend conditions, cfe. Tmostuancous calbcion ofica
became fnlscied through skt penateation of the eatheier, T has been found fhat seventy
percent (70%]} of all nosocomial bloodsiream iefections occur in paciests with canseal
vonom oathoiors. Dnouicher er al, Mew Engl 2 Med. 340:1-8 [1999),

In partioular, during sume proveiures, o catheler muat he tmplanied in, dmd mmen
implamied in, 2 mlieol lor e wlolively ong peood of time, ep. over tuly deye
Intravenons (1) therepy catheters and ortoary catheters typically romein tmplanied #oe 2
substantio] pericd of toee. A @ resull ul s ke the anms of ingertion, and pein Lo {he
patiests, soch eatheters cannot bo removed and implanted fequently. Cotheler-horns
bagernin bave heey impheated 2 p prmary sounge of wrinary wact indoctions,  Patiente
who tetedve a periphecally masrisd cenieal mutheter during progoancy hawe also boon
Tound to be at significant rsk for infections complicatione. Opuru of & Am J (mtet.
Gunecol, 1835):1223-5 {2003). In addition, coniral wenons cxfheter infection, Tesniting
in catheter related sepeis, has besa cited ne dw moat Freguent somplicetion during home
paienteml nutrition, Reimupd = ai. (linical Metrigion, 21(1x33-38 (2002). Decauss of
the rigk of infections, catheterization may be Emiled to ncidencey when the procedure is
abeolulely naowsingy., This serionely somprormiscs patlent health.

Afier most preseriberd medica] atcess procedurcs imvelving a catheler, e catheiar
is fiushnd with sfine end ¢thon fled with & Liqnld, mel a3 saline er 8 heparin solution, o
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prevent blood from clotting inside of the catheter, inhibit the patient’s biood from backing
up into the cathotor, and prevent gases from entoring the oatheter, The liquid that ia used
tn fiugh the catheter is referred io as a *lock-flush,” and the liquid used to fill the catheicr
following flushing or during periods of non-use is referred to as 8 “Tock™ sotion.
Troditionally, onthctera hava been Jocked with nopmal sating or heparin solutions,
which provide asticoagulans activity. Hoperin and seline are sometimes usod in
combination. Norma saline is genorally used to lock short tevm peripheral intavenous
cotheters, but has no anticoagulant or sntimicrobial activity. Hepaxin solutions ar
genenally used to lock vascular catheters. Heparin has aaticosgnisnt activity hut it does
not fonction as an antimicrobial and does not provent or amelicrate infections. There are
also strong indications that keparin in look solutions may contributs to heparin-induced

thrombocytoponis, a scrinus hleeding complication that cccuts in a subsct of patients

Catheter Jocking solutions comprixing Taurolidine, vitric acid and sodium citrate
have beon proposcd. A rocent publication (Kidrey International, Sept. 2002) dossribes
the usz: of a 70% alcuhol solution as a fock solution for a subcutancous catheter port. The
use of alcohol as a lock solution ia questiopablo, since it is ot an anticoagulent, and sincs
there wonld be rigks associated with this solution entering the hloodstream. The inventors
are also usaware of any svidenos indicating that a 7056 sicobol sohution has axy biofilm
cradication activity. . _

An emerging trend and recommendation from the Center for Infections Disease
(CID) is to treat existing cathoter infections systemically with cither a specific or a broad
range antibiotic. Use of an antibiatic in a Jock solution to prevont infiction is not
recommonded. The use of antibiotics to treat oxisting catheicr infections has cermin risks,
including: (1) the risk of dovelopment of antibiotic-rosistant strains; (2) the inability of
the antibiotic to kill sessile, ar deep-layer biofilm, bactaria, which mey require the uso of
antibiotica at towic concontrstions; and (3) the high cast of prolonged antibiatic therayry.
Cathelers coated with an antiseptic or antiblotic material are avallsblo. However, thase
costed cathaters may only provide limited proteetion for & rolatively short potiod of Gme.

Tn genenal, free-floating o rgamisms may be vulnersble to antibiotics. However,
bacteria and fingi may become impervinus to sutibiotics by aggregating on surfaces and
producing a slimy protective substance, oflen referrod to an cxtra-celtular polymeric
substance (EPS) to form a biofilm. As (he microbes proliferate, more than fifty genatic
up or down regulations may occur, resniting in the formation of & more antibiotic ragistant

3
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microkial biofilm. Two-thirds of the bacterial infictions that physicians encounter have
been attributed 1o biofilms. Notting, Scieros News, 160:28 (2001).

Biofilm formation is a genstically oontroflod process in the life cycle of bacteria
that produces somcrous changes in the cellular physiology of the organizm, often
including increased s ntibiotic resistance (cfupto 100 to 1000 times), as ¢ ompsred to
growth undcr planktonic (free floating) conditions. As the organisms grow, problems
with overcrowding and diminishing nutrition trigger shedding of the orgaainms to ssck
now Jocations and resowrces. The newly shed organisms quickly revert back to their
origina} free-floating phase and are once agam vulnerable o antibiotica However, the
free-floating organism may enter the bloodstream of the palient, ereating bloodstroam
infctions which produce clinice! signa, ¢.g. fover, and more sorious infection-related
symptoms. Sessile mfts of biofilm muy slough off and atiach to tissuc surfaces, such
hoart valves, causing profiferation of biofilm and serious problems, such ss endocardiris,

In industrial settings, the formation of biofilms is very common and is generally
refomd to as biofouling, For cxample, biofilm growth oa mochanisal structures, such as
filtaton devicos, is a primury cause of biological contamination of drinking water
distribution systems. Blofilm formatlon in industrinl scttings may lead t0 matectsl
degradation, product ooatamination, mechanical blockage and impedanco of hest transfer
in pmcessing syniems. Biofilm formation and the wesuliant contamimation is also a
common problem in food prepamtion snd processing fhoilities.

To further complicate maiters, comventiona) sensitivity tests measare only the
antibiotic aensitlvity of tha free-floating orgsnisms, rather than organismsin a biofilm
state. As a result, a doso of antibintics is administered to the patient, such as tirongh a
catheler, in amounts that rarely have the desired offect on the biofiim phase orgenisms
that may resids in the cathotor. The biofilm organisms may continue 1o shed more
plankionic organisms or may go dormant and proliferate lateér as an apparent recurrent
infection.

In order to eradicaic biofitm orgauisms through use of antibiotics, a laboaatory
must dedezruine the crmceniration of antibiatic required o kill the specific genstio bioflm
phase of tho organism. Highly specialized equipment is required to provide the minimnm
conceniration for biofilm eradication. Morcover, the cument dingnostie protocola me time
conmuming, and resula are oficas not availsble for many days, e.g. five days. This time
period clearty d ocs not & llow for prampt treatment o f infections.  Thia dolsy, and the
well-justified fear of lnfection, may result in the overuse of broad-spsctrem antibiotics
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and continued unnocossary cathetsr removal and roplacement procedures. Overus of
‘broad-gpoctnam ntibiotics can result in the devolopment of antibiotic rosistant bacterial
strains which oarmot be cffectively trested. Umnccessary cathster removal and
replacement is painful, costly end may resit in wrayma and demags to tho tissue at the
catheter insertion site.

Tha antibiotio resistmee of biofiims, saupled with onmplications of antibictic use
such as the risk of the development of aatiblotic resistant straing, hag made antibiotic
trontment an upatircive option. Ass resuli, antibiotic usc is limited to symptomatic
infections ard prophylactic mntibiotics ore not eypicslly employed fo prevent
conismination. Because the biofilm oan ast 83 & sclcctive phanotypic resistances barrier to
most antibioties, the catheter must ofien be removed in order © eradicaie s cathoter
related infoction. Romoval and replacement of tha catheter s time consuming, strossfil
to the patient, smd complicates the medical procedure. Therofors, there is a need for
canvenient and cffective methoda for kifling organisms, and especially those dwelling
insido of catheters, without the nacessity of removing the catheter from the body.

In addition to becicyial snd fimgal infections, amochic infections can be very
serious and peinful, as well as polentially life threatening. Seveml specics of
Acamhameoba, for example, have been found to infoct humans, Acanrkomoeba arv
found worldwide in soil and dust, and in fresh watar sources as well as in brackish water
and sce water, Thoy are frequently found in heating, venting and air conditioning uni,
in bumidifiers, dialysis units, and in contact lens parsphomalis. Jdcamthamoeba
infeotions, in addition to microbial and fingal infoctions, may also be commen in
comnection with other medical and dental devices, including toothbrushes, deniures and
othor denml appliances, and the like. Acenthamoebs infections’ ofien result from
improper siorage, handling and disinfection of contact lcuses and other medical devices
that come into contact with the human body, wher thsy may entey the skin (orough & cut,
wound, the nostrils, the aye, and the like.

Thore me mumcrous difforent kinds of microbos that presont problematic
infections, including varieties of bacteris end fimgi. Howevor, present mothods of
eliminating infcctions gonemilly employ solutions that are effective against & limited
number of different microbes. Root ef ol (Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
32:1627-1633 (1988)) describe the in vifro use of disodium EDTA spsinst a particular
cathater-asanciated Stapkylococeia epidermidis pathogen isolate.
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EDTA has traditioaally been nseful as s metal chelator and hes been used, in
combination with cther active compounds, for a variety of porposes. EDTA is often used,
in low conoentrations, as en in vitro anticoagulant for blood specimen collection and
teating end as an sntioxidant syncrgist, and is also added to solutions, for cxample, as »
chelator, & siabilizer, or a preservative for pharmacentical prepsrations. EDTA may exist
in o variety of foams, some of which arc sodium salt forms, such as disodium, trisodiam,
and tctmsodium salts, and athers of which are melal chelaes such as iron, coppoer,
magnesium, eto. Certain forms of EDTA have been utilized, in conjunction with other
sabstances as an adjuvant, in compositions for troating infected cathotars. When uged in a
climical petting, or in a compiosition employed with humens or animals, the solutions are
genemally adjusted to a physiological, or neutral, pH range.

A combination of an alcohol with en edditive, such a8 8 »on-sodium salt form of
EDTA, ia described in PCT publication WO 02/05188. I'CT gublication WO 00/72906
Al desoribes s | yophilized mixture of an antimicrobial agent, c.g. an smtibiotic, and s
seoond agent, that may be a non-sodium salt form of BDTA, as a chelating a gont for
cutheter flushing. In U.S. Parent No. 5,688,516, oompositions having an anticoagulant, &
chclating agent, such as EDTA, snd an antimicrobial agent, sech as Minocycline, are
described for coating medical devices and inhibiting catheter imfsction. In particular
described oxamplcs, & disodium form of EDTA is brought to & physiological pH of 7.4
and is used in the composition. PCT publication WO 99/09997 describes the trestment of
fimga)] infoction with a combination of an antifangal agent and a chelator, such ag BDTA.

Other avoas i n which inftotions prescat 8 problem inclnde medical d evices and
materials used in connection with Gic cyes, such uy coninct lenses, sclcmal buckics, suture
maierials, introcular lenses, and the Jiks. In particulsr, there has beon emphasis on the
development of methads to diginfect ccular prosthoses, o.g. contact lanses. Baoctarial
biofilms may participate in oculer infectioms and allow bacieria to persist an abiotic
surfaces thal come in contact with, or are implanted in, the eye. Biofilma may also form
on the blotic surfaess of the eye. Zegsns o7 al,, DNA Ceff Biol,, 21:415-20 (2002), A
scvere form of kermitis oan also be initisted by » protozoan amoesbs which can
coutaminate lens disinfeciant fluids. An ophthalmic formulation of letrazodiom EDTA
and alkuli sults, buffored to & pH of 6-8, for the disinfection of contact lengea is described
in US. Patent No. 5300,296. 1.5, Patenr No. 5,998,488 describes an opthsimie
composition of EDTA and other substances, such ss cyclodexirin and boric acid,
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In the dental Geld, Hems fo be plaeml in o month, sech aa dame] tools, knd dental
and orthadimte devices sech s retainers, beidges, denfurs, und the hike, vaed o be
roaintained |n & starile condltion, prrticulrrly dwring slacage and prior o placement in the
Tooth, Ofherwiss, tefeution miry b Entosined to the bioodsémam and bocomes serics.
U8, Puienl No. 6,077,501 describes the nie of EDTA in & denfure clenmser oamposifion
W with other active comoponenis.

The waler enpply ia &lso proas to microbizl and other types of nthoSoos. Waler
storape deviccs, s waoll ap wier sapply snd withdrawal conduies, often besons infecked,
Tho ioternal surfsces of fluid-hearmy bibing in medical and dental offlees precest s
environment thal is mdisble [or avembinl infeoffon and growth, and the adhsrence of

13 microbes sl [ormation of highly prosective hleflim Yayers is oficn problematio in fluid
gtornge xnd supply devices,

Thare i3 & nead for improved methods and compositions fo provent mmd dostimy
infections In & worisly of envisnments. Such sthuecplic solofions shuull have & Broad
tasge of antimfuobial properdes, In particnlss, Ge colutlona shoold be owpabls of

N panetrating biofiims to eradicale the orgenisme in @s blofilme. Tho mothods and
soludons chould be mfh cnoagh tobowswdnsa preveniwe measorn 55 well anin the
treaiment of exising mftotion.

Summary of the [rrention
-] Tw presey Iveention provides antiseptls solutions ocmpreing, consisting
asatniselly of, or consisting of, mae or mom ealifs) of EDTA gt u pH that i Mgher than
plyminkogically pH and gf a presoribed poncentrafion. The fmvendors have diseovered that
oerkiin EDTA composions poassss powaril anifseptic sctivides md finetion 1 broad-
spestrn anti-micobial agents, as well r fiinctioning ae fimygimidal upchis sgringt mamy
% struins of puthopenic yeaet. CDTA compositinns of the present invertion ars also Lighly
efleciiwe in killing pathogenic bicfilm orgenizns and i refusing imd sliminatng sxsting
biptiling, as wel g8 preventing hofile forroatinn, *I'he imeatve EDTA compositions and
combiuations furthor cxhlbit both stirobozoan and antlumorhic scfivity. Baged on
publighed reports, fhe BIYTA composkions of the present fevertiom are forther expantod

n cxhibit pati-vieal activity.
The BDTA fornwlafions of fhe pressnl mvendon ae =fe for omum
udminfsteation, ool are biuompalible .!m! mon-corrosive.  They lllli‘j" akc have
Antiooagulmmt propertics and pro ius g saful foe preventing andfor treating o variety of
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catheranlyied infactions. The safisepiic solwtions of the present iwveation bave
mumerons appicationy, including at lock end Tosk Thsh sslnlions for varlous fypea of
catheters, nge a5 ancleeptic apenis or achetions for sanitlzing « vmgy of medical, demt
md vefevimgry dewices, matymendt mwd pther ohjects, curfaces, mad tho kT,
Furthermnore, they have sanilining applicalions in industrial, and in food propamtion ewd
handling settings, .

The Inveulive mntiseptic compositloms way bo cwployzd proplyiecheslly o
prevent infecion, mr ln weduce andir cBminue mristing, oc established Infections
Methody for praventing or reating tafection of an object or snface with s andasirabls
micooarganicm are provided, such msthods comprEing confatting G surlooe ur ohjecl
Jwitl & :nmﬁtiana{ﬂmpminwnﬂon. Ths inventive compositions may s be
employed to fnhibit tha growth and prolifecation of wriznobial popelutions snd/or Rmgal
pathogets, inchuding ishibitng the fttntion and profifastion of Diofilms: inkobil T
prowth and peoliferation of wotozoan papulaGons; nhiir Sie growrh and peolifesition of
amoetic populations end provent amochlo tofection, particolaly Aconthantosba
mfeslions. .

Th: prosoni yention wlee prvides mothods jor subsiasdially ermadicating
iceabial popelations, twludng bath planktonic microbial popolations mad tmicroblal
populatinns in the form of hicdllsas, topether with methads for yubstiaiully endicuting aa
Acantkomosha population. Soch methods comprise contacting an Infected object oz
aurfice, or an ohjeot o1 swrface suspecied of being infackd, with a composition of the
prescrt lnvendion, Depading on the astizentic componition ussd in the voriows methods,
various coptagt Gme periods mry be reguired to inhiblt the fobnation wod prolifemiien of
various popeladons, andior o substaniiolly weadicube various populations.  Suitsbie
coriant time periods for wazions compositions are provided in the extmmins and may sho
b dedermingd by zouline: Sxpeciseniu fivm.

I one embodhment, antiseptic componitions of the present imvention bave xt lsast
[ovur, and prefixably ot least flvo, of e following pooperties! antinpagulant pronertias;
inhibliary and/or bactericidal accivity against a broad specirom of bacteds In a phrkiosis
Mom; mbdoitory andlor frmgloldal activity apsinat = spectrum of fungal pathorens;
inhibltory anilioe teotnciaidul aclivity sgaingt 2 troad spestram of kacteria i & scesile, o
biofilm, fonn; khibitory activity againgt pesiozoen infeciiony; nhibltory aerivity assins
Aronthamosbe infirBimer, sufe and biosompatiblc, at least in modest volomen, fo emriact
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with u patienl; sl wmd biocompafbls, ot kest in modast volumes, in a patient’s
hinodatresm; axd safe smd compatible with fudusirlal objects tnd surfises.

Soluble salts of CDTA wre nsed in the compositions of the preesnr iavestion.
Sodinm salts of RDTA are commonly availsble and are generelly need, meluding di-
aodinmn, trisodiumn and totra-sodiom sy, alhoungh ofer BEDTA sl incloding
aomaniom, di-armmonium, potazidem, di-pomwivm, csepric d-aodiom, magnesmm di-
sodiun, Saic sodfam, 1nd combinations theraof, may be wsed, provided tha they hare
tha desired antibacteriul, fingicidal, enti-protnzoan andfor u nti-mmoebis propertics, aod
that ihcy eee suificicatly soluble in the dealved golvent. Vatlons combinathons of EDTA
salin may be naed and may be profend for pacticnlar epplications. fmpoziantly, in mosi
erabodiments, compotiions wmd methods of fie present nvealion do not employ
eeaditional eartibaolic agenis imed Sz du nul contribule (o the develapmenl of wetibittio
resictant crpanbsme.

The inventive miiseptic composaltdnne comprie, ooasist of, or comsist ecsamtfally
of on= or more salis) of EDTA in solefun at o pH hipher um phvsiniogical pH,
Prefiably soch ¢ompoitions heve o pH of ot ket 8.0, Proferably, the inventive
oursponitions have s pH in the rangs between 8.5 nad 125, botween 9.5 mnd 115, o1
between 103 snd 11.5. The salt of EDTA s geoerally préssat at wm smanint of ul lesgt

- 0.01% wh. In prefooed embodiments, the brrentie compositions comprize 2l least ans

salt of BDTA in i emound of 0.2% tn 1085 we'y, suom proformbly 0.2% to 0.0% wiv and
most preforably 0.2% o 4.0% wiy.

I specific emboldiments, the invemsivo compositioss comptise, or cunsist
mientinlly of, ¢ solvemt and at least one salt of EOTA at & concoatration of between
0% md 10% wiy, whercin the sohtion hue o pH of at least 9.0 snd povsoascs
baoicricidal activity ugwine u broad speotrum of bacterls. Preferably, the at least one salt
of BTA Js trd-sodins o tetma-sodium EDTA. The solvent s gencmlly selected fom the
Boup consisting of -wuier, salims, - alookols, atd somhimtions thercof In onoe
cmbadiment, the solvent i & vombizalion of water 1 sihanol.

The inventive mtisopis compositiom muy be smploysd a2 lockand lock Migh
enlations fhr vartous lypes af in-dwelling access cathetrs, inchufing vamplar catheders
wieal for delivery of Huidz, blood prodwste, dmgn knd mutrtlon, sitfdeewul uf fuida or
blood, dialysis, monitming of petient conditions, and the like. Antiscptic solutions of tae
presers trsemtion moy alse be uesd m Indk and Yook fiush sohaSons &or yrinary cathesars,
nazp| fubes, fimoat mibes, ind the like, The penatel solutioe paremelors deactibod bhelow

n0anig .
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arc suitable for thest purposes. In one cmbodiment, mn antiseptic sohution comprising,
cansisting of or consisting essontinlly of ont: or more sodium EDTA sali(s) at s pH higher
than physinlogical pH is employsd to maintsin the pateucy of in-dwelling intravascular
access devices. Methods for sanitizing catheiers end other medical tnbes, such as nasal
tubes, throat tubes and the liko, are akso provided and involve contacting the cathetcr or
other medical inbe with a sanitiving composition of the present lavention.

In snother embodiment, mutisoptic oompositions of the present invention
comprising, consiming of or consisting essentially of ons or marc sodivm sali(s) of EDTA
at a pH grestor than physiological pH are provided as sanitizing solutions for medical
devices such as denfures and other dental, arthodontic andfor periodontal devices, for
conteot lenscs and other optical devices, for medical and veterinary instruments, dovices
and the like, and s saniliving solutions for sanitizing suxfaces and objects. Methods of
sanitizing such d evioss are a |30 provided, ths methods comprising contacting a devico
with an antieeptic composition of the present invemtion. In genersl, antiscptic
compositions of tho prescnt invention may be used as soaking solutions far dental,
exthodontic and periedontal devicos, including toothbrnghes, and may alsn used as
soaking solutions for oontact lenscs and other optionl devicet, as well as medical and
veterinary ingtruments, devices and the Hke. For thess applications, antiseptic
compositions of the presont mvention are generslly formolated as solutions, or am
provided in » dry form which, upan addition of a suitshle solvent, forms a solution.

In yet another embodiment, antiseptic compositions of the prosent inveation arc
hmnhhdinrminuhdoumcmmnndomumnﬁmddgmdfmmpid
uss an mtiseptic sgenty, wipes, antibacteria] tresimcnts and the like. Antiseptic
compotitions of the present invention may also be used as anti-becterial sgents in
comnection with bandages, dressings, wound healing agents and devices, and the like. In
rolsted embodicsemts, ooverings for use in wound hoaling, such a3 bandages end
drossings, are provided whereln the covering is imprognated with ons or mare of the
compositdons of the present invention.

Antiscptic compositions of the presemt nvention may also be cmployed
hﬂuwinmﬁnpmchummmwnddimhﬁmmmmmﬁﬁnﬂw.
humidification end delnnmidification devices, and in food preparation, handling and
packaging settings, to inhibit, reduce or substantially oliminats microbial populations in
mmmmmm.uwﬂummmwﬂcnﬂm
populations, Industris] cquipment and surfiscss may be contacted with, flushed with, or

10
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soakod [n, smiseptic wormpositions of tho present fmemtion. Time releuas wotiseptic
compodition femulaticos mey alse be provided w provlde tresiment over thme,
pendcularly in locadons thet avo Sifficeft o zccess fraquontly.

Prief Deseriptien of the Drawings

Figs. lA-ID show mininnm whibitory cmcenpation (MIC) md minimom
haciarieldal {MBC) concenirtione for vazdows gram-positivo sd grom-negathee bavtersl
orgamumn kgainat BDYTA aalt noluliony ponsinting sasentially of di-potsesium BDTA, &-
ammonlom EDVLA; &i-sodtmn BOTA; tri-sodinms EDTA; and teim-sodinm EDTA, usfag
the ayar dibtirm mothod.  The hackerinl orgemims were jznlated from o ethelor-mdated
infeciiond ja humnan pafients. Bxprrioenlal teolmiyues e described in Bxumpls 1.

Fig. 2 shows MIC end MBC couceatmrions for various fungal organlsme againct
differené formolalions of BOTA, using the sgar dilution mothod,  Exporimeninl
techniquos aro descdbed la Exampla 1. The finpal orgasicme were collénted From hioman
patiznt sxmplos.

Figs 1A ond 3B show MIC and MBC &ua fr gram-przilive end grum-negative
bacterial omganiams ageinet FDTA sl olubiuos coniting ementially of copric &
sottlem GOTA: meagucsiom di-sodfum EDTA; and fesrke sodiom EDTA. Tha bactscial
orgamsmy were jsolnd Bom eethoterrelnted infictions 8 haman patients. Tperimeslal
tochnlques are deecribed i Exampla 1.

Figs. 4A-4C show MIC and MBC dat for varioup gowm-positivo end pram-
negptive baaterisl orgmisms againgt combimstion EDTA sl solutfomn consigting
tasnbiully of: cupde dl-sodiom and tets-sodiem BI¥I'A; cupric dissodinm sad &-
potasshum EDTA; wnd copric di-scdiom and di-ssitorsrn EDTA. The bactedal
ocgaTrismis were holated from aatheier-relaied infoodons it Woman patients. Experimentsl
fechadques are dogrribed in Exampls 1.

Figs. SA-5C show MIC md MBC &t for varlous grm-positive ood gem-
nagarive bacherlal orpanises ngainal combination EDTA slt solutions bonsisting
csmtially of: tetrm-sndium and di-aeunosiom BDTA; fetm-sofium wnd d-polassinm
EDTA; and di-smmonium and di-polasshom BDTA.  The bacierial arpas{sns werT
Ieolated fmm catisterelated Infofions iy hinnan patieats. Exporimontal fachmiques are
described in Batample 1, '
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Fig. 6 shows e minimem bolflhn sadication sossentration (MBEC) values o¢
varlonz organisms, expreasad im mi/m] tebm-andime BLPLA, (wiv) using tho methodolegy
described n Bxemgple 2.

Fig. 7 showi cxperimental resghts from the trostmené of indected tenal
hemodintysia cathatess will an antiseptls aomposition comeisting mentially of toim-
sndium BIYTA st & comcerdraition of 40 mpfml (wfv).

Fig. 8 showé experimentsl wwmlb ftom the troabment of infbeld rowal
bemodislysis cathwiers, as well 83 one atterial sod vne vemous calbeter, with ap mtiecptic
eomposition consisling espastially of tery-smlivm EDTA ul comcenirations of 20-100
mp'oal (v,

Detsiled Description of the [uvention

EDTA i wsad ol Jow ccmuantreéions in many ocmpogitions, in combinition with
other uctive aomponents, a2 a stablll»ar ot preservative ugent. Antizeptic componitions ot
the peesenl mvertion comprdae senorally higher comceniraions uf LDTA sad prelerably
colprise ot kssl 0.01% BDTA sali(s), by welght per volume of solntion (wi'v), and may
compdse wp io 5% (wiv) EDTA salt(s). Fur muny spplivations, tho invenéive anrissplic
pompusitionn praferalily compeize at least 0.1% (w/v) TIDTA sall{x) and levy then 10%
(oriv} EDTA salt{s), mote prefembly between 0,1% (wiv) EDTA. salt(s) and 3.0% (wfv)
IIDTA ll(s), s most prefocably between (1% nd 6.0% FDTA salfs)l Fxemplry
oomupoeltions, descrbed below, comprite 3.6-44% (wiv) TDTA seH{Y) in aqueons
sofution, or 0.01-40.2% {w'v) EDTA sali{s) i & mixtare of water ook ethannl.

The desired EDTA sali(s} concunimiion for vagions applications may depend on
the KDTA salt, o combimntion of salts, coploved, the 19pe of frfoction being treated and,
to s0my degroo, the 8 olvent used for e antfseptic compositioes.  For oxample, wtien
agueoys solveus compuising athncd aro used, the contentrution of EDTA salfs) roquined
% provide e desirad level of activity ey be redused curppazed ™ the EDTA sali{s)
couconttation used in composttions haviog wuier an tho solvenl. Antleptic compositions
comgrislng one or marg HLYTA 14Ms) kave damenstealed nbitdtory andfor baoteroldal
siliomry 4t concentraion tanpges of 0.01% do 30% ur more, a9 showy in b excoplary
data p cavided below, "Effective™ coucenmations of desived RDTA sali(s) Lx a ntlaepsio
campogifione of the predent fnventlon for inhibilary, brcherleda], fonpioidal, biofilm
cradication tmd other poyposcs, may b defermined by mubine cxporimematon,
desorihed n Hic examples provided below,

L2
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The Ditish Pharmasoposia (BP) apecifiss that a §% solntlon of di-sodinm EDTA.
kgs 2 pH of 4.0 1o §.5. The BF aleo spacifies a pH mope of 7.0 to $.0 for solations of i~
sodlun EDTA. The pH wlusa for other BDTA salia in aquecns solatlon aes provided [
BExmple 10, bolow, At plyelolopicsl pi, the sodium saite of EDLA oxist as &
ecnibirmtion of di-mdium and Iri-sodam FDTA, widh the fri-sadinm sl of EDTA beng
pradominant, Is he T7.8., pharmaantical “d-andins™ EDTA prepared for ijectios has
genotally bean tiaated with sodinm hwdeoxide lou pH of 6.5 w 7.5, At this pI, the
EDXTA solotion achmlly comprisos pomadly td-sodhma EDTA, with & lassor proportion
of lhe di-sodivm =2t O they ¢ omposiGons ¢ omprising sodiom mls of B1DTA thatam
poed e modloal or healthcare applivatioas ave pedaerally adjusred @ & piT (et ix
sohatadially plpywiological,

In canpln ambodiments, amiseptic compositions of e presnt fecnlion
comprize, consict ementially of or consist of, a gofium EDTA salf {or a oombination of
sodimn EDTA aults) in solutinn pt 3 pH higher than physiclogical, prefocably at a pH of
greater than 8.0, at a pH gtearer than 8.5, el g iH gresier then 9, st e pH gronterthan 9.5,
or at n pH greater tham 10, Tn other smbodinents, wtistplic compositions of the present
isveation comprise, punsist eesendlelly of or comlst of, & sodlum BDTA wnalt [or
combination of sodium EDTA s alrs) in solufion atu pHinthe rangn botweon 8.5 and
12.5, ar u pIT betwenn 5.5 and 115, nr gta pH hctwoen 105 and 115, Whon med heredn
e e "EDTA sull” muy vefir io o gngle salt, mch an & di-sodium, t-sodivm o tsha-
podtom antt, ar anoehar EDTA ealt fonn, or it may efer in & combination of such sl
"The compesition of ENTA salk(s) depends both on the FDTA mbks miad fo firmmiale the
coropidilion, and on the pH af the composition. For anfseplic compasilions of the
preecht iavontion comprising sodium EDTA seli(s) &t the desired pH eengea (apecified
thove), the mdivm EDTA wals am peedominasily present i both the ii-sodinn aad
t=im-sodimm salt forme.

Tn one embodiment, andseptic. comporlions of the presart Ervenlion comprise, or
consist eesentinlly of, » pnmbination nf at least = to-sadium and totr-sodium salts of
EDIA, In snofher crobodiment, wntigpric sompositions of the present tveneion
carprizs, or ponsdst emeatially of, 1 combinatinn of ab loast the tri-sodium and tetm-
sodium salte af EDTA, o which ar lem# 10% of S EDTA in the composition iz prasant
i the tetra-sodivm el form. In pet other embodimemds, amtiseprdc porEpositions of the
preeent tnvention conipriae, ur oumisl emextinlly of, & &ombimtion of et least tri-eodism
mnd tetre-podivin salis of EDTA, 3 whioh at leaat 30% or st 1asat 609 of the EDTA in the

1
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5  composition iz prossntintle wiasdiom sak form. In smother ambmdiment, oelisepfic
compositions of the presenl mvention comprise, or consist sssentially of, 2 combimation
af di-andfum, (ri-sodiem md stre-sadium EDTA, in which lesy than 10% of the EDTA in
The costpoaition is prasert in the di-sndinm salt fomn.

Antissplie compogitiors comprising, consisting assentially of, or consisting of

10 EDTA sali{s) othor than, or iw addifion to, sndium BO'CA mity uve differest “offoettec™
$H cangen,” “Bffective” pH mnges for desired EDTA salis) it anfiseprin oornositiona of
the prasent invanton fsr uée in misbitory, bacicricided, fungicidal, biofilm s mAlcation
amd plher purprscs, mey be delermined by rondne axprimenlation.

In some embodiments, mntisentic compositions of tha presont invention consnt of

15 e EDTA miis), ac described above, md antiseptic solutions constst of EDTA salta
dissolved in 3 sohwent, genenily an aqueons salvert awch pa wutor or saling. In ofber
embodimsits, antieptin sompogitinns of the present frvention consisl essentially af the
EIITA, eati(s), a5 doscribed above, goneally in an agwoous salvemt such as wader gr saline.,
Antieplic oumpositions of the presant imvestion tonsisting cescatinlly of a0 EDTA mll,

20 ur a combisstion of EDTA salts, sre mbsiantinlly fres friom other acifve substaaccs -
having mubwisntlel sntlnicochial ardior anti-fungal ectivity, Swheimnliu]l sntimicrobial
nndior anti-fongal evtivity, f this oombext, means anfi-micrnbisl andfor antifangal activily
that is at deast 0% af (he oolf-microbial sedfor antifimgal activiiy of & sofiuw EDTA
asli(s) aomposition in aqueous slution xt 8 nonecntration of 4.0% (wv) atu pH of 105,

L In some embadiments, satissptio compnsitions of the presesr invention compuise
BOTA sale(s) having secified connenimeion(s), st specified pH ranges, and may coamin
matacials, including astive componenis, in addition fo tho ADTA. saliy deseribed above,
Qther antlmiczobial or bincidal cowposzat may be incorporated in imtiepto
sompenitions of fho preasst invention, although the nse oF traditlonal entibiolica and

3 bicoldal apents a gemerally discowaned us » copsognanss of thy dinc consequences of the
davelopment of antibiotic- and bocidaleesistnt organisme. In sume embodiments,
amiseptit. compoattions of the present nvention comprsing BDTA sabi(s) =t specifisd
conceairation(s) and pH ranges, ere subgiantially &roe fiom other active mebstunces hiving
subaiantial sertimiocobisl and/or m6-fmes| actvity.

35 Orher active end inactive compomots mey also be incgrporated in {he antiseptio
campcuitions of the presan fwentice, provided that thoy do et delekeTioas]y affsct e
nctivigy andior Aability of ibe BEDTA salt(g). Prowolytio agomts muy be incorporaiod in
acsepts oompoattions for aome Applicetions. Astiseptie commpoaliions fopmminiad for

i
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5  topical application may inckude vations exwpms, sasolumetiy, mdf sk gare composilions
sk s glo; weea, and the M, for oxmsple.  Antiseptic campositios of the presem
imvention provided in 3 sctution formuiafion way ako somiprise other active and inaative
compmsnis, provided they do not megativaly interfore with the setivity imdfor stabliity of
the: EDFA ealifs) .

10 ‘I'he compasitives of the present imvention mxy beuzsd in 2 solution o B A1y form.
In solytion, the EDTA Mlt{s) am preferably disanlved in a solvent, which may comprise
an aqoeots solution, snoh &s water or aaling, or another borompetible solutiie in which
the KIVLA saltfs) mre sojpble. Other solvents, noluding aleohol solutions, may ulm be
uged. In one embodiment, EDTA mlit oampositions of the mecsenl ivemtion am

IS formultod in o miixere of wkr and ethical $uck solmtions e kighly officacious ewd
may ba propured by miling a coneantiniod EDTA sali{s) stock solution in weior and tim
introducing de At concestmtion of ethanol. EDTA sult concentraticzn of from about
0.01% to 10%, wir, o meiezble, 2ad sthamo] concentratiom of betwoen aboat 0.1% and
sbout 10%, %', provide nffotive antiesptio pmopositions. n some embodiments, BDTA

# 38l (oncentrations of shout 2 mgfml (0.2% w¥) in waker with an sthenol enneentration of
shout 1% (wv) ave highly offecrive againar & broad spectrem of hacicyial stcxins. When
Sodim EDTA asdls s wed, the pH eanges of dhes antisspiio composiiions am pa
dencribed shove. Bin-oompenfble mon-aqooo solwesis may also be employed, provided
the IDTA mk{3) oo be solubilized and wmain in solnbion during storape: and upe,

L EDTA solntionz of the preseat iwventing ame prefecibly provided in o sierile md
mun-pyopenio fom, snd may be paciaped it any coovenienl fashion. T somc
embodhments, patiseptic BITA compositions of (e present inyantion may be provided in
conncction with or ax pat of a medical device, such a5 in a pre-filled gyringe or ofher
modioul device. The oomposiions may be prepansd undcr stesile, acptic conditions, or

30 they may be sledlizzd following preparndon andfor packaging using any of g vaniely ul
silable steriliznion wehniques. Smgle or melGple use viala, syvinpes or eurtainees af
EDTA snlutlats may be provided. Sysloma of the prescut bsvention inciude mch vials,
syringes or contadeers sonlaining fhe EDTA solutioas of the prasam imvontion,

The compositions of the peesent Linvealion mag aleo be provided in o substxntialhy

3¢ “tey" fxm, such &5 & subslgniiafly Ary sosling on 4 surface of tubing or a condwif, of' 3
madical ot Indnsirial deviee such aa 2 catheter oc condmil, or 1 containes, or the like. Such
sttmtrotially dry foms of the inveniive EUTA compositions oy bo peovided i a
powder or lyophilized fym @it may be rosomaritutod to fherh o snfurion with the pddition

15
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of 8 solvent Subsiasilally &y fome of EDTA compositlons may aleetnadvaly be
provided as & coating, of muy be Tmompoaraled in 3 ge] or other Cype of currier, or
excupsulund, or othorelsc paokaged, mnd provided ou & sorfhoo 88 a coating or ln a
contsincr. Soch sebstantisfly dry forme of the inventre EDIA compositions we
formuleded such that, In the preasnce uf u solytion, the sbstiatially dry composition
fomms m EDTA solution baving the composition and proparties described shave. In
eruin embodiments, differcat cacapoviation or stacage techmiqucs may be employed
snch that affective tims releass af (ks KDTA is sscamplished vpun extendnd exposnme io
wjutinn. Yo ihis embodiment, the substontisBy dry EDTA solutione muy prowide
mmtiscptic activity over an axtended period of tme mndor upoo moliple axpomees o
aojutiona.

Composilions comprilsing FDTA have a well satablished safely profile i
connection with medical nsage aod acdministration to hwmans. Doscs of up o 3000 g
disndiom EDTA are Infised ower 3 houcs on s deily basin, for the troatment of
Iypercakamin in hoteid: end are well (olemded. EDTA salis are oloe presmt, in
oombinslion with othor components, in cunry sakdions uscd in medical and Tman health
applicatinns, and bawe been eptabfished a sate for human usa, bolh &2 vitrp md e Wve.
EDTA auils san readily svnilable at & rénsonnblc cost, and are stable avar time in sstution.

Formwdation amd prodoetion of untisspio oompositions of the presest iuvention iy
goncrully senipliforwand, I'n ooc cobodiment, defived imtiseptic compositions o £ the
proosat ivention are frmuled by dissolving at leem ane EDTA aalt i an aqueons
solvear, such a= porified waker, to S desived coocentration knd adjusting the pH of the
BIYIA salt sololion io the desired pH. In altestative smbodiments, desired antiseolie
ooINpoditiona af the prosent imvention are formulaled by dimolving ar 1sast one EDTA salt
m 5 polvent in whith the EDTA salt, o¢ comblnarion of salts, & soloble 1o provide &
oontentrated, solubiized DDTA salt solgtion,  Additiosal slvends or componsits muy
then be added. Alfemotively, the snlubilized BIYTA salt compovition mey be fommlarad
in & form ather shan & golution, such 16 2 ropical preparetion. The wrtixeptic sobition may
ther ba sterlilsed usimy conventional memms, such & sukoclzving, UY Irmdixtion,
Filiordion, ultnefiliration, sed/or other meane. Tho preformed camadorily wng: for BDTA
solations in foom 240-300 mOSM/E, more proferably fom 300-420 mOsm/Eg.  The
solutlons are prefembly formmidbed using T73P malerials.

Antiscptic composiinny pommufaing, consisting of, or consising esvsnilally of, iri-
or faim-scdiom =), or & mixture theceof, wre prefiemed dbr mumy applistions and iy
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bo prepated using sodium salis of EDTA other thaa tri- and tetre-sodium salts, such as &
sodivm EDTA which is readily available. Di-sodium EDTA solutions have a lower pH in
solution than the desircd pH range of compositions of the present invention. However,
upon pH adjustment to the desired range using & pH adjustment material, such ss sodiom
hydroxide, sodium acefats or other well-imown pH adjustment agnnts, EDTA sohutions
prepared weing di-sodium mlis are convertod to the preferred combination di-, ti- and/or
tetre-sodinm salt BUTA compositioas of the present invention. Thus, différent forms and
combinations of RDTA salts may be used in the prepamtion of the FDYA compositions of
the presant invention, provided that the pH of the composition is adjustad to the desired
pH mnge prior to uwse. In ono ambodimont, antiseptic compositions contisting of s
mixtura o f p rimarily tri-and tetms-sodium EDTA are peovided by d issolving di-sotium
EDTA in an aquoous solntion in an smount 3%-5% on a weight/volums basis, and adding
sodium hydroxide in an amount sulficicnt to provide the desired pH of batween 8.5 and
12.0.
essentially of or consinting of, af lesst ono EDTA it as descrbed shove are also ascfal
for many other spplications. BOTA. solutions may be used as antiseptic solutions for
sosking, rinting, or contaoting medical, dental end votorinary surfices snd Ohjocts
EDTA solutions of the prosont invention may bs used, for example, for storing and/or
sanitizing contact lenses and other optical dovices; for storing and/or sanitizing dontal
davices such as dantures, bridgos, reminers, tooth breahes, and tha fike; and for sttring
and/or sanitixing medical, dental and veterinary dovices and instoments, In these
applications, the devices or sarfisces may bo contacted with, or soaked in, EDTA solutions
of the prescnt invention for 8 timo sufficient 1o substentially eliminate microhial and/or
fungicidal infoctions. EDTA compositions of the present invention may additionally be
uscd $0 sanitize water and other fluld supply lincs. Samitizing of fluid supply linss may be
scoomplished by intermitrently flushing the Jines with EDTA compositians of the pressat
invention. Similarty, EDTA compositions of the present tnvestion may be used to
emdicate biofilms, and microbial (including some vims and protozoa) smd fingal
populations in water supply and storagp devices.

Numeyous exporimenta) tasts and procedures have been curried out using BDTA-
containing oompogitivns of the prossnt javention ta cetablish Geir propertiss and thoir
cfficacy as sntineptiv compositions. Several experimental procedures are desoribod in
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detail below. These proccduses and the axpartascnizl Tosalis ac providad for illuseative
prpascs ondy and ore nof intanded to Bmit ths soope of tha prosent sveniion in any wiy.

Eximmple
Miniinum inhibitery conesutration (MIC) and minimum bacturichdal concenratien
(MBC) data far organisms apainst dfforent formmlations of EDT A, nsing the ngar
fllution weshad

The mimmum inkihiney concentmtions (MIC) and mEsimm  baciodcidal
concemimtions { MBC) for varions g ram-positive and gram-aogetive baciml and youst
organicesy wore o stablished for s everad difforent formulations of BUTA o sing the ape
dilwion mathod described bolowr. Tha MIC and MBCs far varjous organisms wore slse
fested in combinations of EDTA mit(s),

The grum-positive and gram-mogetive bazterlal ovperiens woro isolmed [
human petiants hiving aathotcy-roland infechiona o cusure thar the hacterial stxine Se
ectively pathogenic and were of the fype commen in bumen cathclor-related buckral
infiections. The weagt organisms wure collerted fiom pilients having serions saplicemio
mfections. The arganisnk were catalognad and swintmned in e labomtory of Poler Kita
at tha Univeraly of Loeds, -

Varloua EDTA il wlubions and combimutivn EILA sakr solotions wer: propared
by dsolving releven reagent grade BDTA salis in diatillod water to the destred EDTA
falt concentretion (wiv), Congentnifad gingk EDTA sall aolutions weTe prepaneal Sor each
FDTA malt or EDTA, salt combinasion und were omployed dor delermining the MIC i
MBC ior various otgaciams. Tetm- and wh-sodivem EDTA, solutions weve prepaved uring
the tetta- and tri-sodism salis of EDTA mthey than ualng di-sodivm EDTA and udjusting
w pH of the solulion Lo achiewn the dasied pH rapges. EDTA ault solwtions wum
storilizsd prior to gan and sioeed at 4G

Agrar Dilgiton Metandl Profogs]

Maihey the agar

» Plce 2 Hers of mtrienl ager it & stsim bath and Joave fur abont 1 hour (umil]
mulien),

= Allow ke ugar bo ogo) 10 56°C.

(2:?{
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* Collect 20 merile (125mL) glass botiss and allocatr 100mL of the sutsient agar to
oach one. To this add 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4, 6, B, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 and 100mp/ml of Totra-sodium EDTA (or othor EDTA salt or HDTA salt
cotchimation being tested), using & stock anhufon at 200mg/ml..

« Pour 20mL agar into & gterile petri dish and allow 10 set. Pour 3 foxther platos. Label
the plates with the conventration of EDTA they contsin Do this for oach
concentration.

 These plalca can then be stored, uatil they aro needed, in a 4°C fridgp.

Tuoculating the plates

» Grow ovemight cultures of 23 Gmm-positive organisms and 19 Gmm-negetive
organisms in outient hroth.

s Dilnts each culture to 10°efi/ml, using phosphate buffercd saline (PBS).

e Use an automatic plste inconlstor to inoculate each plate with 21 orgenizms.

» Incubate the plntes overnight at 37°C.

s Next day scorc + o ~ for growth.

= Use starile filter papey to transfér the growth from the initial plates to fresh Cled agar
plaics to detsrmine the MBC's.

o Incubate the replica plates overnight st 37°C.

» Next day score + or — for growth. The MIC end MBC were deacribed as the fowest
conacriiration st which thare was no growth.

‘The results are shown in Figs. 1A-SC. Figa, 1A-1D show MIC and MBC data
(presentod a3 mg/m] EDTA solution, w/fv) for many pram-positive and gmm-negetive
organiams against BDTA salt sohmions consisting cssentinlly of: di-potessium EDTA; di-
smmonium EDTA; di-sodivm BDTA; tri-sodium EDTA and tetm-sndium EDNTA.

Fig. 2 shows MIC and MBC dats (presented a8 mg/m] EDTA solutlon, wiv) for
yoasts against EDTA it solutions consisting csscntially oft tetm-sodium EDTA; di-
potassium EDTA; and di-ammanium EDTA.

Fige. 3A and 3B show MIC and MBC dain {preseated ag mg/ml EDTA solution,
w/v) for gram-positive snd grem-negative organisms against EDTA salt solutions
consisting essontially of cupric di-sodivm EDTA; magnesium di-sodium EDTA and
femic sodiom EDTA.
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Fiu.4A4CMMCandhﬂ!Cdlh(pumhdnmehmﬁmm‘v)
for gram-positive end gram-nogative organisms against combination EDTA salt golutions
consisting essentially of. cuprie di-sodium and tetra-sodfum EDTA; cupric di-sodium
emd di-potessiom EDTA; and cupric di-sodinen mnd di-ammonium EDTA.

Figa. 5A-5C show MIC and MBC dats (preseniod as mg/ml BDTA solution, wiv)
for gram-positive and gram-negative organisms against combination EDTA salt solutions
consisting sssentially of: tetm-sodivm and di-ammoniom EDTA; tetm-sndium aad di-
potassiom EDTA; and di-smmoninm and di-potassiom EDTA.

Scversl of the EDTA mlis and EDTA salt combinations weve offecdve in
inhibiting and/or climinating a broad spectrum of bacterial siming at rossonshk
conoenirstions. Prior medical testing and usc bas awablishad pood bincomparihility
profils for the use of sodium BDTA salts in humans and snimaly, while the
biocompatibility of other EDTA salts has not yet been established. Tetra- and tri- sodivm
EDTA salts appeared to be the most cfficacions against a brosd spectrum of pathopenic
becteria. In addition, they have been, or could casily be, established o be biocompatible
for hmman and velerinary uso, snd they are cost effective and stable, Tetra-sodium EDTA
salt ia additionally active 84 on smticoagulant and is highly soluble in aqueous slvents.
Based on thess faciom and the experiments ouilined above, tctre- snd tri-sodium EDTA
salis were chosen as the most promising candidates for antiseptic c ompositions of the
Frosent invention.

Enmpie!
Minlmum biofilm eradication concentration (MBEC) datx for organistns against
Tetra-sodtom EDTA, nsing tho modified Calgary deviee method

Biofilm farmation is an inportant facior in bacterial contamination. An cffoctive
entiseptic composition preferably has the abikty to educe the proliferation of biofilm, or
prevent or nhibit the formation of biofilms. We thereforo fosted our candidate mira-
sodium EDTA antiacplic solution to deicrmine whether it oould provent or inhibitthe
formation of biofilms. The minimum hiofilm crudication concemtration (MBEC) for
varions organisms against toime-2odiun EDTA was cateblished using 8 modified Calgary
device method, ‘Tho Calgary method is dasorihed in Olscn ef of., Canadion Jowrnal of
Feterinary R esearch, 66:36-92 (2002) and in US. Patent 5,599,714, The method and
results mro doscribed below.
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s Tetra-sodium BDTA sk solutious were prepared by dissolving reagent grada

tetra-sodium EDTA salt in distilled water io the desired EDTA salt concentration (wiv).
Concenirated stock tetra-sodiam EDTA salt solutions were prepared fire determining the
MBEC for varions organiems in a scsile, or biofilm, form. Tetm-sodium EDTA
wolutions weze steritizod prior to use and stored at 4°C.

Moethod
Forming biofllne:
e  Use 100ml, of Muller Hinton ovemight broth of required organism,
o Pipotte 200ul. into all the wells in s 96 well microtitre iray. Place on lid with 96
15 ping. Incubale on en orbital shaker for 24 hours at 37°C st 8 speed of 200rpm.

Susceptibility test:
o Use biofilm formad above.
e Place lid (with pins) into 8 new 96 woll microtiter tray containing 250uL. of

P Tequired conoenibrations of tost agent. Incubate for 1 to 24 hours at 37°C. (Not oa
shaker).

o At time imervals of 1, 3, 6, and 24 hours, remove 4 pins for each conocmization
from the Fid by inserting a scrowdriver amd mapping pin off into tho well,
o Place 3 pins for each concentration into a Sml wash of PBS and invert once.

25 o Place tha Gwee pins into ImL of PBS and sonicate for 15 minuten. Plato out 2ul.
onio 3X CLED plates and spread using a storile plastio sproader. Incubuts st 37°C
ovarnight. Read colony coumds next dxy.

o Placo the remaining looss pin {for esch concentration) info 600uL of 4% framal
sulinc for SEM.

The MBEC values for various organisms, oxpressed in mg/ml terrs-sodium EDTA
(wiv) determined using this method, are shown in Fig. 6. Tho resulis demonstrate that 40
mg/ml tctra-sodium EDTA (4% wiv) was an offective biofilm emdication concentmtion
for all microbia) populations texted.
35 Exemplary data generated by MBBC axperiments for various microorganisms aro
provided below, Tetrm-sodiomn BDTA was used for all experiments, which were
performed in triplicate.

21
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5 Table 1: Organiem: 250 £, calf
™ Cane, Colany Caoloay ElTuny Colcay
BDLA | cowndml | count/mLl | comliml. | wountinl
mpful | aferl nftar 3 aller ¢ aftar 24
_ e hours hopn

o W _| R | M £133

45175 E2044 SHR 4540

237906 | 61314 T 5120
3 0 520 1 ]
0 540 L] 0

] £20 153 T30
10 ) 0 0 0
] o [ )
] 0 [ 0
15 0 0 0 0
1] 0 0 0
0 1] 1] 1]
20 i [ - 8 1]

L 0 ¢ -
] 1] 1 [1]

For 230 K, eoli, the MBLC = 1 imp/mL. tetru-sscxliwrn BEDTA.

10 Table 2: Orguismc J26 Pasudavesmay #éruginons
Conc. | Colomy | Colomy Colony Colomy
EDTA | comtml | count'mL | connrml | commi‘mL

mofmL | after] alter 3 afeer 6 aftcr 24
_ hour hours hoare hows
1] 6561 4400 97701 §6657T

E97EI Jos0 79562 33030

04881 030 8322 41606
- 0 )] D 1)
0 0 - 0 — 0
L] 0 1] 1]
10 4] ) 0 0
[ [ L ]
) 0 ] 0
15 b ] 0 0
0 0 0 ]
0 1] 1 i
20 0 L] .0 {
[} g 0 I
4] 0 g Q

Rat 126 Praudomonar agryginoss, i MBEC =< § myhml, fotre-sudium ED¥TA.
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Table 3: Organism: 292 Enterobacter cloacae

Conc. | Colony Colony Colony Calony

EDTA | countml | count/mL | countmL | vount/ml

mg/mL | after] aftor 3 after 6 after 24

hour hours howrs bours

0 LOOB4O6 | 103704 94444 91241

1.0DE+06 | 118519 131481 116667

1.00E+06 | 107407 100000 131481
[] 69343 35036 36496 0
67153 15974 32197 0
67153 19697 39416 0
10 38686 12035 80 0
42336 17803 . 219 0
40509 18561 0 0
15 £000 8133 37 0
8533 8133 219 0
7467 8267 133. 0
20 13786 2840 0 0
12473 2820 0 0
14661 2600 0 0

10

Ror 292 Enterobacter cloacae, the MBEC = < § mg/mL totrs-sodium EDTA.

Table 4: Organism: 17, Enterococens sp.

Canc, | Colony Colony Colony | Colony
EDTA | oownt/mL | comt/mL | comt/mL |count/mL
mpymL | after] after 3 afior 6 after 24
hour bours hours hours
0 5600 3520 4000 6133
3113 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 0
20 0 0 0
15 40 0 20 0
0 0 0 0
80 1] 20 0
20 1480 T30 160 0
1560 379 160 0
2000 320 140 0

For H. Enterococcus p., the MBEC = < 5 mp/ml. tetra-sodfum EDTA.
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5 Table 5: Ovpavism: J22 Bwrernhocter clomnae
Cone. | Colomy Coloay 'El.'l-lﬂl.l}' Enlu:ﬁ'
BUTA | omentml. | count/ml. | commtiml. | oountial.
mgmi | rfmri after 3 ofier & after 24
hour howrs homes hoors
{ 124004 107407 105556 101852
1] 5687 81241 105556 120370
112063 | 08540 | 92301 100000
- S400 267 2040 ]
J200 1M 2160 Y
_ [ TEE] 379 1820 0
1 3550 120|267 20
3040 2900 160 " 1532
3760 el 219 L1
13 a0 | 160 740 0
2100 Tl 20 0
TR0 1580 920 {
20 2040 &0 360 ]
2360 1460 840 1
1620 193 160 ]

Foe J32 Eniarobaciar cloross, the MIVEC = 1 ¥mgfmLL infra-sodiemn BDTA.

1d Tnble 6: Ovpamisne: R8I Profsss vasteordy
Conc. | Coloay Calony Colomy Colomy
EDTA |oowmtml |ommiml | souns’nl cuunb’mlL
miml | after | hoyr | afler 3 hoars | afler 6 hours | afier 24 homs
0 62044 EITSA 112963 59259
55474 [E173] 1037 52510
54015 7823 107407 59124
5 3160 I&) 3480 o
4000 409 9120 0
40 160 31 1
10 1520 730 40 0
1924 531 1460 0
1900 435 1580 ]
15 2560 379 1100 ]
2580 &0 780 {
2560 400 1220 {0
20 400 400 1520 0
gD 320 1289 ]
TR0 240 TH 0|

For R3] Pratews wefgarts, tho MBEC = < 5 my/ml. feteg-sodinm HDTA.

F
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Example3
In viirn catheter lock treatment precodure od putient posifive catheters
A coihetar look troatment procedome using the candidale 40 ma/m] (3% W) tein-

mdijum BDTA sclntion wis developed and used for sample patieat hamodialysic catheicrs
that tested posilive for varions microbial infections, Cafheters that wem delermined Iy
havve mlocoblnl infactions weee sabjcctod to the sathater lock treatment using tetra-sodiim
EDTA, und tolony eountt wepe faken ot vasons time points. In & fiext oxpesiment, ol
catheters wera (reated with a 4% w'v tetre-a0diome EDTA solution while in a kecoo]
oxperiment, catbclors wem tmted with fcta-sodivm BETA sohotioos al wvurious
concenimiiions. Tatm-sadium EDTA solutians ware prepared and siored as described
ahove in Examgles 1 and 2. The proceduro and resalis am desorfbed belnw.

Rennl hertodlalysis catheters removed on msplolon of infection were scresnsd, by
flushing 1mL of sierilc phosnhaie batfercd saling down, cach humem, Cloend tetive
eulture wad prfhrmed usmg | wnd 10 ul aliquols spreud amto hlood saer plues
and incubsiod,

The catheters were initinlly stored at 4Cunlil sl soreeming ami the & 28emal
lumen seriized with an alcohol wipe, '

Prior to Iock reatment bepiing, the soopened posifive cafbelors wom locked with
nutrient broth peing & § ol gy Huge and incubuled ovemight sl 37°C to ensure
biofllm wiabllity and to ensure toial colonizedon of all fhw endclwesinal sorfaces
+ilh he Sfizoting orgenism.

Aficr overnight inombation, sach catheier Junen wea fnshed with 5 mL of sterile
mfine and twa 1em picess weee cut from the distal ond, sach placed in 1 mL of
18 slecle calium chlocide, (for msvtalizdion of agent) one for Scwmming
clecirrn microscopy (SEMD mmd the other for colwmre, i Aerle umivcsel
condainers. .

Pow' the cujturs Teooodrs, ho wniveosal wos placed ha a sonication hath forl 5 mins
al oom (pmpetatun: ani (hen vartexed fisr 20 aecs,

Quinfitifive ¢ ullare wab performed wsing aliquots of 1 j0 and 10 pl plaral o
Blaiod ager plabes aod spread By means of swelle plasts L shaped rods, incshabed
ot 37°C ovenight, and colanles connled nnxt day.

a5

o
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» The cafheter wan finshed and Socked with the: sppropdaia conxmirstion of fers-
sodium BT A lock finid e inonbated st 37°C for 18 ns.

» Al3, 6and Y2 hex mcubnliun lwa 1 om piccss of (w dted cpd of the mathsier
wero cut 0ff fnd noatmllzed in | mI of 1M siarfle calsinm chorih splution.

+ Ths quaotitidive cowst procodwre weg followed, st cach dme Imicrval, s
previowely desorlbed and ous piece reinined for SERL

Seventesn (17) infecled romul hemndialysiz cathoom wee teaicd with am
antimptic compocition constating of tetra-andinn EUTA at & poncentution af 40 mpfml
(4% w~). Th resols are showm in Mg 7. Ten sddiGionnl Inforiod renal bamodislyels
cathioters, a3 woll as one ariertal and one venous citheter, wepe eatnd widh an mmiiseplio
einphiition soasisfipg of feég-sodiem BEDTA % concantrations of 20=100 mgfl (2-FR%
w/¥). Tha resvis are shown in Fig. 4.

The rowlts demonstrate that 40 mg/ml (#% wh) Lelm-sodiom BDTA is
afficacious in killing, or dramatically roducing, the popolation of moar ovganitms allur &
24 hour lreatment. This cancertraton of fetr-sodioe EDTA is safi for uge in conneodon
with brmans kud cther animals and is considered to be alficanion, dod o 15 o desined
cunueniretion for mtiscplic corpositions and methods of the prasent brveslion.

_ Lxumple 4
"'hy affect of tetra-sotinm EDTA on doauthenosba and the ofoct of teury-ssdiem
RATTA treated Kiebalelln on Acawieeninsbs
Severnl apecies of Aogwtharoeba i cseble of Efccting  bamams,

Acsanthamnsbic infeotions ofies verult as 2 oomacquence of Baproper oteweip of vontuet
lznses and othor medical dovices thet come info moniact wich the lumean body.
Acanthamcsbae feed on banterial populations qud e rosistamy o many reatmemds, ‘[he
siTerd of tetr-sodiun EDTA, prepaned & deseribed shove, on Acaxthanrasho popalations
wan ieaind as follrws, Totm-sodiom EDTA composilions wern 5130 propassd using Papes
saline mud physiakoypcsd ssfine sa aplvenis, The effeet of Blam-godiom BNYA-frewed
Kletuiclls an Azantksmrosba wit slsq towed cxporimemtally vsing 4w llowing
meihodology.
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The effect of tetra-mndinm EDTA ou 4 castimpehe

M thand:

o Inoobate = Gosh blood agar plaks with Xlehrialks adwardsii 1t 57°C 18 hovrs prior ko
toating.

» Using n atnck solotien of (eirs-mdjum ELTA {100 mg/mE), moke 2 conccntration of
22 and 44 mgfmlL in Page's saling,

» Tlace 9 ml of epch concanteation into w sterile ghaes it thbe. Flaca 8 mL of stedle
Pagn’s galim tnlo anathee siorfle glass taar mbs 4o 2ot 89 & contool.

s Muke a suspewion of Xiahwalla edwardsl in 8 ml. wele Paps"a mling, Adjust to
MoParland giandard 5,

a Add 1 mlL of the suspension o cach scrisl diluliom and fhe control. Dus b fho
dilwtion Bactor of the Klebatella suapession cach cateeniciticn will now be at 20 and
4fmgiuL, The cootml fill comuing no letegodius EDTA. Repest oll the
concanltratioms in pysiclogical sline.

» Voriex t0 miX. Euch lube shonld pow comimin w suspemslon of Elebwivlh at
McFurlund 0.5,

«  Scrape e surlon of the whole of the Acanthamoeba plate apd auspend in §.5ol. of
Fope's mline. Vomer

e Add 2000l of the Acgnthamostu wspension to e2ck sedal dilntion und the conlrol.

«  Piaca the lest tehca into 4 30°C incobator for 24 hours,

s Afer incubstivn centrifige meh unlvaean] for 10 minutes o 3000rpm.

a  Pouy off the Sup=matant and resespend tho pallet

» Plam duplicare LOel. of cach dilimion and the contml sntn & non-ootriesr agey platc
with s [xwn o fKlebuiclla. Cut & groove dawn tho cander af eaak plaie to prevent
mipraion gnd plase 1aL of the ddution belup eesiter] on pach ide.

v Mk cach inoculution gite with a black marker pon.

v Tnpubste plutey for 72 howrs at 30 °C.

v Cheok fbr growth of Acsnthemocha by direct wiewalization of the pleios nalhg o
1{ mapnificefion sywpiece Hght ticraecopa, smrting at onsh inocnlxtion, sie,
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5 Table T: Grawth affer 24 hotrs lombation with teirs-sodipym EDTA
Crycontration of EDTA | Geowil of Acanthamosha
| g'ml. in (sabeffon}
0 (Pogos saling) T
| ) (Pagoea saling) +H
20 (Pages mlinc} o
20 (Payred Milime) e
44 8% saline -
] 440 IEEH aubm} =
0 {pinpslologhal sline} T+
{1 {phvsiologal saline) b=
20 (physialogioal aling T
| 30 (phywinlogioal paling) i
40 {playsinlogion) aitin) -
4 (physmlogic! sline) ==+

Tabde 8: Grewth after 24 lonrs lumbuling with tsira-sedion EDTA (repeat)

 Concemindtion of RIITA. | Growth of Acinthamodbe
0 {Pogea sakme) +H
|} {Papos saline) H
) (Pages ealine) —
| 20 [Tages saline] + {irophneoitcs prosent)
40 {Pages saline] -
20 (Tagas saline) -
(physiclogical saline} e
| 0 {physiclogricsl sulinc) =it
20 {pirpsiclogical saliun) — .
20 {phyriological saline) -
40 ﬂllﬂuﬂ 1 coline) ++
40 {phyuiclogical saling) si=|: [rophnenites prosent)

1]
Tuble ¥ Growth afer 48 bours ineohwtion with tebro-sodioms BT A

Concentmfion of CDTA Growth of Acomthemnebe

(mg/mL)

0 (Papos suliuo) HEWHL
0 (Pagrey palme) +H- (troph 5 prasent)
|20 (Pages saline)
10 {(Papge alinc)

40 (Popey snime)

| 40 (Pupen salinc
§ (piryslolopacal salioe) -
| n;&mln!%l'mj ir
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Conmnimtion of BDFTA | Orowth off Acanthamoeha
| (ma/ral.)
o) inloqncil Slins) -
ﬁlﬂ pat alino) -
40 {phyanlogical mline) -
40 (physinlapieal anline) -

The resully damonseste hat 20-40 mpml £2-4% w~) ictm-endiom EDTA in
Papee snd physiological sdfine i effeciive o rodece, or sobiimtially sliminae
Azantkamoebe populabony ofter 48 hews of etposwre. Texs-sodims RDTA
compasitions prepased using waier 83 the sohvent wene alse offechive (dot aot showm)
These reslta indicarie (hat he antlseplic compositions of the presssi imraotion are sultebls
for application 38 aosking eolwlions for variovs mcdical inRinmoents and devices,
lncluding coutact Sensus, rmd deatal, orthodoatin andéor periodontc devives. Amtiscptic
ourmpokitkms of (s presnl inveslion amu dlue affeotive o sobauntially sBminare
Acanthamorha populsfions i other applications, cluding in fregh and sea water sioraps
and distfbudon systems, in hemtlng, wenting and air monditioner units, omidiflers,
ilialysis wmils, and the Hke

Acantliamashe fond on teotorlal popeletions. Wo thorefom tested whether o
bacierial population il wis intuled with mbstphc EDFTA compodilions of the pregest
mvenbiom would have my eflel on Acoribeveroshe Reding o the teirsd Bactenal
population.

Thy sffect of wira=10divm EDTA treated Elebelella on Asnuibamaoshn
Method:

» [ncubate a Besh blond ager plai= with Klsbslalla adwardil al 37°C 15 hms prioe ro
tEating,

#  Usidp n sinck solotion of tetra-sadinm EDTA (100 my/mL), make a sonceantration ul
22 and d4mp/ink. in Page'y unline.

& Place § mL of creh concaneration into a starlle glsa tost tuba. .Pl;r:e 9 mL of atcrile
Pagp's salite Into snuther sterdle glpse toet ube fo act as a contnd,

v Make a suspamion of Klchaklln odwardstl in 6 ml sterile Pags’s saline.  Adjusi #o
McFurland standard 3.

o Add I mL of the suspensing to onoh sarls] Mhwrinn and the confrol. Due o fle
titotion, faciar of the Flabsiell suspension cach concentration will sow he et 20 sl
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40mphnl. ‘The omtrol sHll coniims no icwe-sodimn BDYA. Repeat all the
concandations im physiologroal saline.

Vortex 1o mix, Fach whg should now coolain a suspension of Kiehsiclla a0
McFuland 0.5.

Incubule mbey at. 37" avermight.

Next day, cemirifing tibes at 300rpm for 10 mimiics. Tip off sspematant add 10 ml.
frech snline or Pupe’s saliee, sssnspend and se-cenbifoge. Tip off spomatest and
resuzpesd i | 1oL of sither galine or Page’s ealioe,

Scrape ihe snclace of the whola of G Acunthamoshs plue nd suwspend in 1.5 ml. of
Fape's salinn. Viniex.

Add 200 yl, of fhe Acanthatrioeba susgensicn fv 3 lubss condeining % mT. setise and 3
tobe3 comtofuing 3 mL Page's sline, Tahcl oach tae ns Lf they wem the EDTA.
concantrations used in he monhation with the Klcbaiolln

Add e | ml, of yesospanded ElokeioBa to tw appropricie wim eomisirdeg
Acmthmmoshn.

Plaon tho tast tubes o & 20'C Incabeco: for 24 hours.

St up rmother sat of whes 1 incubake Elshaislla with the F1YLA, at 37°C, overalglt ne
tmfom,

Afer leoubatisn centrliiigs each nbe onnixtring the Acasthamosba for 10 misniss al
3000mpm.

T'our off the swpermaiant and rcsnspond the pellst.

Fiace duplicate 10 ul of each dilution wod e coutrol oulo & ten-noliont sgey pixo
with 2 lawn of Elebslalln (not Incwbated sith IDTA}. Cot a pooye dowh the venter
ul’ ench plate fo prevent siigeition und plaes 10ul- of the dilutivn being tosicd o each
Eide,

Mark each incenlaian sie with a blaok marker pos.

Incubare pletes uk 30°C.

Cheok fir growth of Acaufaniosba by direet visnalizaion of the plates uslog &

X 10-magnificetion qyoplece Hplst mloroseope, wintting at each inoculation site.

fMaca the remmipder of fhe Asanthamoeby suspansion ints o fegh set of bes
eonbuining cither fiesh caline ur fmsh Pege’s saline,

‘Wash and resospend the Klcbsiells, that han boea inoubated overnipht with e EDTA,
as hefore rnd add do esch appropriaie kibe containing the Acanthamoeba,

A
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5 o Incubate the lbos at 30°C ovornight.
o After incubation centrifuge each universal for 10 minutes at 3000rpm.
o Pour off tho supcmatent and rosuapend the pellst.
e  Place duplicats 10nL of each dilwion and the contrul onto & non-nutricnt agar plts
with a lawn of Klobslella (not inoubated with EDTA). Cut a graove down the center
10 of each plals 10 prevent migration and place 10ul. of the dilution being tested on cach
side.
o Mark éach inaculation site with a black marker pon.
» [ncubate plates at 30°C.
» Check for growth of Acanthamoebs by direct visnalization of the plates using a
1 X 10-magnification eyspices light microscope, starting at each inoculotion site.
Table 10: Grawth of Acanthamoeba afier 24 hours Incubation with Klebsiella
(previously incubated with EDTA)

"Conountration of BDTA. | Growth of Acanthamoeba
| (mp/mL)
0 mating
0 saline)
20 (Psgos saline)
20

40

| 20 (Pages salive)
salinc)
40 (Pages saline)
0 (phywiclogical sslino)
[0 (shysiologioal slins)
20 iological saline
{20 i saline
40 (physiological salinc)
Table 11: Growth of Acanthamoeba after 48 houra Incnbation with Kiebsiella
(previously incubated with EDTA)

Concentration of EDTA | Growih of Acsathamocbs
| (mg/ml.)

[0 (Pages saline)
0 mlinc)
20 saline)
20 (Pages sai)
90 (Pagoa saline)
40 (Pages shlinw)

0 iologica) smline)
0 (oo o
20 (physiological salinc)

o

[ EEF [

1NN

3
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Concamtration of BDIA | Growih of Acanlhommehe !
| (gl _
20 {physiolopizal saline) - ,
40 (phwiologiu] salims) -
40 [pinpsiological ealine) -

L]
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These reselts demonstraie it growth of Assnthemestha cim ba amessd and
Acmtimosba populuthns cam be gubstmially cminaeced by treating hacieriak
popnlstioss on whick they feed wilh untisepte TDTA compositioms of (he present
invcntion, Amiasptic RDTA compasitions havisg a tema-sodinn EDTA comcantration of
fiorn 20-40 mp/mL (2-4% wiv} were effective. Thin subsimatiatcs the mefbines of
anieaplic compoailion ul e pretén invention fr xpplieation moh as soslfing solulibes
for wvirions oediza]l fostomens  amd ﬂﬂfﬂl.!. inch¥p comiact lerssd and
dental/orthodontispedodontic devices, an well 8s for other epplications soch a2 frosh and
S waler sfurege und diiribulion syslenee, in healing, vealing ead air Gondilioner wd,
hormidiflars, dladysis mmiés, and the Tike.

Yeumpla$,

Expevimsnts were oondooied fo detarming whether tetre-sodinm EDTA
camponifions prevest the stischment of el adhorence o, wilicon tabing of
aarcryemisma. IF ataclrnént of il sdherénee b silison Lubimg of misrourmsims cin
be peeventad, S formarios of biofilms san be esduced. The experimental protocel ussd
and the meeulta abvainzd o provided below,

Mithndr

« Fill 1an motlons of dioon fubing with moltsn wax to sl anch sadojumen,
herrdlen al 4°C.

¢ Place 4 sections into 30nal. elerile Phosphete buffeced wime (PEY) ar p control.
Fisce B pectiona inio 30mL 4% tetra-sodiem EDTA.

o Advar 30 mimies, place the 4 sections firom the PBE and 4 of e seulioma fom the
4% jetra-apdinm EDTA fnlo elesm conlwinets on 4 hot block, and allow to dry.

» “I'remsfar fhe enatalog 4 sostinng intn 30mL storife FBS io rinse, then aTlow ko gir
dry =5 before.

o Cmec dried, placo all 12 soctions into TG, mixed oppuisms {ovomiglt
pultures of Kiebstefla pnsonowise and NS prown In mussient troth st 37°C),
fnewbate 1 37°C,

2

AL
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#  Afroy 30 mimmes semove 2 mctions of pach Type and sinse in 2 X 30mL. sierile
PHE. Air &y a3 heform, Ubing sepaxate washes and dryimg vesscla for each type
posveat conbanination. ]

» Pace cuch section inkn im]. P83 in a contrifoge tube, sonjouted in 1 somicafmy
wrler bath [y [5 mnriee,

»  Plxle out enoh tube, in doplicaic, on the automatic plate [noculstor, Syl = ¢ lop

dilubjgm,

o Flate oot dnplicates of vach smbe diered 1/10.
¢ Fcubue the plates ot ST°C overnight Resd milony counts ob aRIOmaic plat
peadar ProtaCOL. Ropcat afwor 6 hours.

The raslts for comtral and EDT A-ireated satheter sections arc showm below,

Table 12
T'ype af cathetec Time of "Nuombec of Colamy connr InjColony count Lo
socfion mcuhation  |catheler seohion[NEAT ;ul'uh:lI.J 110 (efnfonl )
Comtrol 30 mm ] 240 1]
29 0
Conirol 30 min 2z 280 1
140 1]
Contml & hours. 1 1450 1]
1320 )]
Comirul & hours 2 5200 7800
3467 35040
Adr-dried ] 30 mim 1 240 130
EOTA 400 200
Advmdgiod 30 oiw 2 267 r]
EOTA 720 Q.
Air~dried & hows 1 1280 16800
EDTA 1120 380D
Airgred ii howrs F 2240 21333
EDTA 2340 165000
Rinsad 30 o 1 67 v}
BEDTA 57 Q
Emased 3 min 2 1040 [+]
EDTA 0 [+]
Ringad & hours 1 1980 2600
EDTA 1740 12800
Rinsod 6 hourg 2 3600 18000
EDTA anal fd00 -
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The reawha ' e next BDTA solurion wers fornd bo ba mum reprducible, anl
thees wene therefore inalysed finther. As saetions wete placed in 1 sl salution, counts
prr mL ume equal k sounid per aaction,

1] Table 13
Typs of caffister section | 3dean colomy covmt aftor Meam colony commt aftEr b
_ 30 minwios (ofivsection) | bown ofivasstion
Caonto] B8O 1317
Air-dricd EDTA 407 1745
Rinamd ETYEA 421 IT4s
Trbleld
L5
Type of catherer section. | Maan % reduodion in Magm % redunfion in
ciofection fom fhe ciascction from the
- canirel after 30 minutes aomntrol Ilﬁ'_ﬂ.' 4§ hours
Ar-deind EDTA 3.8 % 474 %
Rinsed ED'TA 52.2 % 17.3%
Repeated ovor 24 horrea with Kichalebts + CNS:
Thnble 13
"I'vpe of cathcior Mcan colomy count | Mcam coloay count | Mean colony sount
Baction afier 30 mimres afier 6 honr after 24 hous
{ofw'scotion) (afasotion) [=fu‘zeation)
Conind s Ba05 105806
Air-drindd EDTA Py T30 JO¥N:
" Rfmed EDTA 74 0499 77051
0
Tuhle 1%
Type of catheier | Mown % redocimnin | Mexn % redection | Mean ¥4 redwction
seclinn cfiasection from the | I cfnbcotion from | in ofv'sestion from
pomtral after 30 the comirol afer 6 | Gie cortol alter 24
_ minuios howre hours
Ajtdried EDTA 2T4% 50.6% J3.5%
Ripac] EDTA ¥25.7% 1.5 27.3%

I Démoley incresss fn mess ¢fiafecton fiom contoal
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Resnlts for Pacedomonas aempiios:

Table1T

PCTAISIONAIIE00D

Type of optheter
zeelinn

¥iran colony count
after 30 orinubas

[efivfjectiom)

Wlean colony count
allzr & hows

{fofpettion)

Comival]

340504

houts {sfn/section)

Muoan colony
oount attar 24

Air-dricd EDTA

A10E

0000

$74404

[ Rinsed EDLA

5200

153738

1150000

Table: 18

Type of cotheter
eckion

Mean ¥ redaslion
n eBuktction from

Mean % rediotion
im clufSechiom [boen

Msan ﬂ redu::ﬂun
in cfu/section fiom

200044

tha confyo] efter 30 | (s contol wller d | the conmol after
minnies s 24 o

Aft-dried EDTA | 33.8 W) 632

Himcd ADTA | 188 550 109

These rerulis demomgireic. at eyt & short iﬂm reaductivnt hi bacreelsl populstions
om both er-driad and rinced cafizter soctionn.

Exnample
Altered MBC values when tetra-sodinm EDTA is combined with ethanol
Solatioas heving » mnge of tetu-eodium EDTA oonosatrations (0, 01, 0.5, 1, 2,
3, 4 and 8 mgfml, wiv) were fommlatad with wator and ethanol (fo achicvs final ctimnol
ooncomtrations off 0, 0.1, 0.3, 1, §, 16, 20 end 40% im water} to toat & offioeoy of BDTA
salulions olooe, sleohol sololions alooe, mtd EDTAMIcobo] solafens, Coxentrabed

stock aahufions of tetra-softum FOTA ware prepared in dlatillad vwatse ahd sfhanol wis

wdded to the concendnaisd agoeons slock soletions o provide e approprixtc cthanel
cohcestration,

Mothod:

»  Cubtore pn organlzm [n mrident broth ovemlaht at 37°C.

» Boock solarfons of aleshn] il teim-mdiom BOTA ere vesd o fill In a grid patiom In
048 weoll plaics {ome per onlwne), aalnp BOTA solutiom having 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4
und 3 mg/ml efca-sodinm oomcentration, wv, In isopropyl slcchob solvents containing
0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20 el 4096 aloalsod, Wy, in water.

» Eachwell contains |50 uL. of sach dilaent ind $0ul, of orgeniam at 1x10° ofiwml..

kL
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w Al Gene pexindn of 7 orinales, 6 hoory sy 24 hogrs each well if culluned by placing u
06 pla 1d over the plate (gnd Lo sach well) thes warafaring the HE o o 96 well
plates, confaiuing 300al, frosh mutricat broth n each well, Incxbate avermight st 37°C.
Incubace aach toncutom plxie ar 37°C during ineubation period.

» Rocond the tahldlly of aach well afer 24 Lhours,

The tequles for sevorn] oepinlsms aoe shevwn helow.

Tnhle 19
Crganism MBC eiry-pndiym | MBLC alvohol (%) | MBC letra-sodiem EDTA
EDTA (mg/ml.) fmgfmL) + alcoho] (%)

_Acnll 3 13 0.5 a0 0.5
Protcus sp. ] 10 2and 1
NS (M) a 1] Jund 1
Klsbeialla sp. i I land 1

Staphylococoms 0.1 01 ] 6.1 wnd 0.1

fn

Paeudemonesh &, 2 I . 2 und 1

CNS () [ T8 0.5 und 0.5

Vetra-sodium HNTA eoktions in wair were mere cffective in killing the
micnoeppmisind 1ealed thun were the: whannl (alone) soluliors. Combration |efra-uodiem
EDTA in aloohol solulions killed the mioroorgamicma tested ut fhe Inwost srmcontzations,
The 2mgiml (0.2 wiv) tet-mdiom BLYTA in 1% alcoho] soltion provided excellmat
wenhs and had a banarizidal si¥ecl on 6]l organdims sesied, “U'hds entissptic solution 1a
eflective ot lower concoendmtions of toime-sodinm EDTA ond elhamnl than Eiler teim-
sedipm EIXTA soluiions in waler slone or elthenol glone. Fartharmore, it is coat plieciive,
shle and comvenjeat do make and uce, Aslissptic cumpositions of the pessent Invenlion
for fopical application s sompeohcnd BDTA saks In 8 mixed wquenos sobvest and
othemol.

Ranmple T
Solubllity of Eelﬂ-_mllm EDTA in cthamol and effect sn pZl
Thes sofubility of tetsaegodium FOTA in efhomo] was tesied, aad the pH of various
tetm-soditim soluticns in aleokol solvems was messuned

Tiethed:
*  Tereaegialivm EDTA wes weighed ol in duplicoies through the range 10 — 100
m; in 1.5 ml seo Bppendorf fubes, 1 ml. of 749% sthanc] waa added o each hube

af
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end voniexed oo 305
» To (he duplicaie st of weighed totra-sodinm EOTA, 0.5 mi aterdls disrilled weder
wak added aod voteer ruixed, followed by 0.5 ml of T4 cthanol,

» Each pf the tubes of Rlrg-sodivm FDOTA was esled ot pH whete solubihly was
obsarved.

The: cxperments] remlts demtmatzaind (hut kbe-anHen EDTA wed conyslataly
fmsolobls = o T4% plkanpl eolution. T he ramlis Aothsanore d emonetraned hat, whan
faima-30dian was dissolved in distilled warer in concenirations in e ange of 10 — ¥
mg'ml, wiv, the totre-sodioms BIY'A romelned o solotion upon additing of efhaml, A
peadcmved techuique Thus involves soinbilizing EDTA salt(s) in un pqueons solution first,
and thom edding ethanol or ancther solvent In wehich the ETYTA. snlE) are loan enlabla or
insoluble. Prepunid is (hin Muiooo, EDTA ealt colutoms are expecied to be slahla over
e, The measuted pH valuey By varions solhitlars were s follows:

Td% plhamu], alons pH T.8
Waler pHT.I
+ 10 mg tetm-sodivm BDTA pH S
+ 20 mg tata-sodium BOTA pH 10.E
+40mg teim-sodiom ELTA pH 1]

+ 50 mg tetoa-zodiom E1YLA pH 1113
+ 100 mg fatm-aodhnn RDTA pH J1.2¥

Examiple B
Effact of awtockrving at 121°C on tetra-sodimm EDTA solutleas
We teated tho sifoot of antociaving ou teitw-aodiim EDTA sohtions to delezmins

whedier axtneliving could be pred tn gterilize tetn-sodiom BDTA. enlutions prior to neo.
Tha methndnlogy uaed and mosulis we desaribed Delow.

Medhl

» Mke dwploaies of 0, 20, 30 md 100mp'ml. of Etru-godiwm EDTA in stedle wra
und lerfle, molien nutriene sgar ot 50°C,

= [cave onc sct arTcom iemperatnee (por hanad) md mioclave ona set (emed).

o Naxt day plase all apar botiles in 4 sleamer (o malt for 40 mbures,

k)
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5 Mersuring the zones of diffusion:
s Tieing a podk borer, punch out two holes 1o 36 fresh Hlood apar plams.
»  Make 8 0,5 McFerlund sspemaion of CNE and spread weing o stexilc swnh over e
plakes to crexds a lawn,
» Pipetie 150ul. of sach of the Tebm-sodinm sulutioes into duplieets prnohed out hules
m and incubale a0 37T ovemisht
o Nexi day measumn (ha zones of Eflusion aed record e roamlts,

The ragults, mensnred in zone steey (mm), ano prerenied below. The zone sees of

tho oonisols wese plolicd apeinsl toncéniration, to alicw deterraination of ncioal ERTA

I5 conconirafionz o e Letl suopies, which ape also presepind hoow. These vezulls
domomsirets that uinclaving of Letu-sodicns EDTA sampostdons, whethor i picrile
willer or in agur, d0s ot mivtefally eftbet dic midmicrobisl activity of the 1etri-sadiim

BOTA oompasitions.
206 "'rble3): Zona gixuzin mm
Conteniition EDTA in FDTA B BIDTA in Agar EbTam
of LDTA Sterile Waksr muloolavad aatocizved
mg'ml [comtinl) Starile Waset Apar
] 1} L 1
[ a_ 1 1 0.
152 1L.6 13.5 127
y:1] 132 116 {15 12.7
16.1 152 172 133
an 16.1 152 172 153
17.1 17.0 17.1 164
100 17.1 170 17.1 164

Table 11: Actusl ceacentration ol BIYTA

25
Concenleation | EDTAM EDTA®m | BlUTA lnAgar | EDT&Mm
of initial GDTA | Siorilo Water |  aubaclved aoclrvod
mpml, feontval) Sleile Water Aper

0 0 0 0 g

P11 20 i§ 24 19

B #0 60 101 62

100 100 [ 100 B3

33
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Example 9
Eifeot of antoclaving at 121'C s diffaront Dorwelsfiess of EDTA
We tealed e affeat of suioclaving on diferent foromulations of BIYTA molulions

1o dotenming whethar autockaving conld he paed o stevilive varions EDTA solutions pring
ta use. The methodology used imd wmlts an: deucribed halow,

Mrthod:
Migke np the aywr

Place 50 ml, of Nutrient agar sohution jnto 7 100mL sicrile glam hoifkcs.

Add w0 EDTA powdar fo tho first bottls {abeled J)

Add 2000 my of EDTA pawiar oo ths second bottle (leboted 4(mp'ml. sula)

Add 4000 mp of EDTA powder to the dird bulile (labeled $0mg/mg auro)

Add 5000 mp of EDTA powder io dive fowcth boitie (lebeled 100mpiml. anto)

Add no EDTA {0 bottles five, six and seven (but label dem 40, 30 and 100mg'mL
NON aemnclered), Teave ot mom empemn e,

Do this for eaoh BDTA formulstion to fest, mnd wudonleve all bottlas, maker auto, at
121°C for 20 mirmtes,

Naxt day, place all boltles in & sicam bath to roelt the agar for pomeing.

Duoce melied, allow to cael to 50 °C bafore adding the appropriate imomt uf EDTA
o thai boifles lnbeled NG autoslaved. AN bottles o now ready 10 be tasted

Menpsuring the zoues of dilluslon

Using a ook bover, punch cul 2 hales in 7 fresh blond agar platee.

Make a .5 WMc¥arlend sosponsion of CNS and spread using o stardle swab over the
plares o orest o Tawn.

Pipettc 130 uwl of each botils into 2 egparate “punched out hales® mxd noukbate at 37'C
overmoght,

[0 tilla for each EDTA foemahation,

Next day m essume tha Zonus ol diffuglon snd record remalts. Duplicats holaa wep:
e and 2 MeASUTBMENTS par Ao Ware mads.

Cuprle and fervic, FDTA. solnfions did not prodecs aay zones. The affent of heat

Tpon thes solatinns therefone o semat be meaznzed using this method. The ndne 5Lz

000044
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5  memued brdi-mmoonium SOTA, di-polsssum EDTA anfl msgnesivm BOTA aofotloss
ma provided balow, The zane sizes of fiw controls (o heat) wem plolicd agrinsl
oomcentration in aflow determimation of acten]l EDTA sonoantmtions in the teat (heated)

Eatnples, and resolic are peovided balow,
10 Tahle 211 Zonps szas {unm)
Copeentza | Di- - h- Di- Magnesu | Mapiesin
Hon of muments | Enmoniy | pelssslum | potsteiom | m BDTA | mEDTA
BEDTA MEDTA |mEDTA |EDIA BEOTA Mo heat Honled
(ugfmb) |Noheet |Hewed [Nobowt |Hatnd | _
I 1] f] 1] 1] o 1]
I} [i] 0 [H r} 1]
1] 0 1 [+ 0 1]
1] +] 1] 1] a 1]
40 13 175 162 135 A 10.6
183 172 162 15.5 ] 10.5
133 179 16.2 15.5 () 106
18.3 179 142 111 A3 105
1 18.7 19.7 189 133 100 10.E
187 T 1.9 183 10:0 105
18.7 1) 159 183 10.0 105
18.7 19.7 18.9 193 10.0 10.4
100 200 208 183 1200 B3 na
200 206 18.2 ;Zﬂ.ﬂ B3 112
0.0 0.6 18.2 I_zn.n &3 1%
ML 206 182 1 20,0 8.3 11.R
Tabla 22: Actual valwes of sauinclaral EDTA
15 _ _ _ __
Coocemigetion of TH-smmomium | Dipotsswiom BDTA | MMagacsum ELTA
RIYTA gl BDTA hented Teammd hested
0 ] [ 0
M " L =140
80 ] 7l >340
100 150 >4 >4

'Tha results damonstrede thet meioclavlug did not diminksh the efficucy of most
EDTA it composilinone. Auincluving of miizeplic compositions of the prosast vomtion
mey Hearefore be omried omt followlny prepumetlon o provide aserlls astlsephia

COMaitions.
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5 Exmmple 10
pH Values of EDTA solis, elelum chioride and sedivm chrate
The pi vales of varles EDTA eall, caloium chloside and sodiom ciimie
soluticns, ucing dictilled water as fbe sohveat and at specificd concenbmliops, wese
maesimed. The reaulis are showm below, '
10

Fronncld EDTA 1094 pH 4.7
Diammoniom EDTA 10% pH 438
Calcines Sodium EDTA 10% P e
Di-pomsagiven EDTA 10% pE 4.5
5 Copper EDTA  10% B 6.15
Toirn-sdiom BEDTA 108% ) pH1l5
Tetra-andiom EDTA 2% pH11
Clcioy chiprids nenfralized TH FDTA P 7.A
Calolom chieride, 1 moler I3
2 Sodimm citmie 5054, 25% pH B
Ezuuaple 11
Coofrmutive of the asil-shagnlast properties of ENTA solutions
L] The snéi-coagulast propertics of BDTA molotions were verified using dha
fnllowing methodolopry.
Method:
«  100p] aliquotz of 3 range of concenimtions (0, 5-100mg/ml.} of teta-sodum ar &-
10 sodium EDTA sohtions, adiusted 0 a pH of 11.0-11.6, were plaped in plasic .
ospped lubss.

+ 900pL of fresh blood from hoalihy volaneccrs was added fo each pliguot of BOTA
solution and mixed pentdy by imversion of the blood tbos at regniar inrorvals.

15 The rosis revealcd that contol tubes comaining blood withnnt BEFI'A solmiion
had oloiling times of 10-23 minulea. Tobes gontuining di-sodium BDFTA sahuiong o]l hed
cloumy limes inexcessaf 5 days Tetmesodium FDTA twhes having a concenirabion
greaier Gun 1 mg‘mal. had cloting Smeg in sxeces of' 3 duys. Totra-sadium ADTA fubes
heving & coooemindion of 8.5 mgmL celled o 28 mmeis, Teira-sodivm EDTA is

#  thoerafore cifective as an anticoagnlant &t consentrations in caecsz of 1 mghml (1% wiv)

dl
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5 Exnmpiv 12
Osmulacity of Teirn-sedimvs Balt Smepmsions
The oxmolarity end red ool Iyeis of frim-acdivm EDTA solodeos in weder and
pirysiologloal saltine heving verions conconirtion was tested usng siandacd labosatory
mchaiqnes. Red eall hyuls wes tected by odding 50 ul BDTA binod (1 2 ml gach
10 conoentrulion of esch polution for 2 hours, The Plasme Osmaolarily range wan 275-295

m'oemol,
Tubin 23
Ommolaxity HEaed Call Lysis
(m/pemol)

2% Tet Sod BIYUA im Dist Waier 142 H

Tol Sad EDTA i Dist Walsr 277 +
2% Tet Sod EDLA Physialogics] Salims 19 +/-

*~J% Tet Sod EDTA in Phsiological Saling 538 -

| LI
Kxampls 13

Edficusy of three EDTA Satts on the disenlullon of Artificial Urine Crystals (ADC)
Oz problem with urisary cathcbers is that urine cryanaly tend to secummlate oo the
20 i of the catheter, The depnrit of wrdes crysiale may promots Tmicmbial calnmalion
and'or the formation of biuliima, a5 well a3 nducing flow Hoongh the catherer, K would
theratbrs be dosimble o nie & sanitizing sompasition & comasslion with udhary cathelers
(hat raduces the formation of urine orystals. The afficacy of threc BRITA safk solofions oa
the dlasolution of mtificil urint ccysicls way ieied veing the methodolsyy desaribed
2 below.

Muherisly.:
o Aniflclel wrine in 2%m] plaic universal conlainer with oesass, lncubmed at 45°C
for 7 days. _
0 »  di-xmmondum, &-potassite end t8im-mdium TOTA seintions o 100mg/inl,

Muthael:

» Crwirifage artifichl urine crystals at 4000 rpm for 2 mins.
» Doeant supventiemd und wash cysials in warder fallowed by ¢unldligotion

11
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v Resuspend coystals fo 1 ml im woter amd aligpot 200ul inle for uniresal
 OCIRRITCTS, ]

» Add 4 ml 108 repfil sodution of cach EDTA sall and witor g & conbral Lo sach
maiverm] &t rosm tamp,

s Afier 1, 2 and 3 hours visually chsarve dissolution of ceystals campared fo the
control.

The vasulis am shown below. All of (e EDTA salt slutfons reduced & wine
orysial depolt compenl o en aquecus schition. BDTA sult solufions are fisrefors
suitablo for use with urimoy catheters.

Table 24
Solotion Crystnl leposit
Watet + AUC o]l
Tefra-poddium BEDTA 3+ ATC -+
Di-ammorsum EDTA + AUG ' =+
Di-palussiem BDTA + AL i

All wfirmoss cited bemin, includng pabent mierenoes und  aom-palent
publications, are hevely Mcarporaied by refarence in thalr andretisg,

While n the forcgning speciflcation this imvention has beon deseribed in velation
to oeradn peeferred smbodiments, md mamy demils kave heen sot fonh for pamoses af
{inetradicn, it vill be spparest to thoss skilled in the artthat dhe investion is sescoptible m
additional snbodiments 2 thetecrixin of o defails described berein may be veriad
conahdarahly without doparting frcen: the husic pringiples of the inveation.

.- 000657
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We chim:

1.  An antiseptic solution comprising at [oast one salt of cthylenc dlamine twiraacetic
acid (EDTA) al a conoantration of et least 0.013 w/v and at least ons solvent, wherein the

_nhﬁmhtnpﬂofnth&l.bandpoumbachﬁﬁdalmﬁﬁtyaﬁnnlw

apcctrury of bacteria.
2. The solution of claim 1, wherein the solution has a pH betwoen 8.5 snd 12.5.
3 The solution of claim 2, wherein tha solution has a pH between 9.5 and 11.5.
4. The solution of clvim 3, wherein the solution has s pH botwoen 10.5 and 11.5.
s. The solution of claim 1, wherein the at least one salt of FDTA is solocted from the
group comsisting of di-sodiom BDTA: trisodium EDTA; tetra-sodium EDTA;
ammonium EDTA; &-ammonium BDTA; potassium BDTA; di-poiassium EDTA; cupric
di-sodium EDTA; magnesivm di-sodium EDTA; ferric sodizm EDTA; and combinations
thereol ‘
6. Tha solution of claim 5, wherein tho st least ong sslt of EDTA is selected from the
group cousisting of: tri-sodivm EDTA; teus-sodium BDTA; and combinations thereof,
7. 'l'he solution of olaim 1, wherein the atlcast one salt of EDTA is presentat s
concentmiion of 0.2 % wiv to 10.0% wiv.
8.  The svlution of ¢laim 7, wherein the at 1east ono salt of EDTA is presentat o
concentration of 0.2 % to 6.0 9% wiv.
9.  The solution of cltim B, whereinthest least one salt of EDTA is progemiat a
concentration of 0.2 % to 4.0 % wfv.
10.  Tho sohution of claim 1, whersin the solvent is selocted from the group consisting
oft water; saline; aloohols; and combinations thereof,
1l.  The sotution of claim 10, whersin the solvent it & combination of water nd
sthann),
12 The solution of claim 11, wherein the solution comprises ethanol ta sn amoust of
0.1%to 10% viv,
13. The solution of claim I, wherein tho solution possesscs bestoricidal activity
aingt bactoria in planktonic forms and in sessile forms.
Tho solution of claim 1, wherein the sohition further posscssos at least oms
selocted from the group consisting of:
(a) anmsicoagulant activity;
(®  fungicidal sctivity sgainst fengal pathogens;

‘) “
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fo) fokibitory activity sgainst prolnzoan infostions;
(@) ity activity ageinst ampehie infuotons
(f) &b and hincompatible, at loast in modest volimes, in contect with &
putieni;
-“’l () eaf and bincompefible, st least in modesl wolumes, in 2 patient
0 Bloodetmem; snd
. (¢) safeand compatitla with fndustrial objsem wd mnknes.
1 The ynlotion offclalm 1, wherein the polation 1 etarila wnl pyrogen-froe.
5. A diy foom of the angiscptic saltion of clajm 1 that, upon vesonslilofion with &
anlvent, forms fhe solatun of uletm 1,
16. A fornmuimtiom of the solulion of claba 1 faat is suitahile: for topionl applicaion in

sur{begs nnd obiscts.
I7. A tma reloaeo fonnulation of the sotmtion of claim 1 that provides antiseptic
activity crver an extandzd parlon of time.

19.  Anamiseptic soloGon comprising i sobvert emd ot lenst cme sodivn EDTA salt at
a coneemration af hetooon 0,01 % wnd 153% wiv, wherein tho solution heg & pH of at feaut
9.0 and posses3ey baoiericidil activity against  beaad spaotim of Raclerin,

1. Thesolulion of clakn L5, whoroln e solvent is selectsd from s group sonsipthe
of= witee; anline; alcolols; und comlsnatires fheraot.

20,  An entissptic sobation consisting cesantially st keagi e =t of ceplone dismine
icimmoettc anid (BDTA) ot a concsnration of at fexst 0.61% w/v and at Joast ome selvend,
whergin the solutiea has o pH of at feazt 3.0 md possesses hacterinidal aotivity againat »
Bruad spoctrum of hacierla.

al.  Tha solution of'claim 20, wherots the aoletirm bas a pI betwom 3.5 and 125,

22,  Theslution of claim 20, wharein e solution s 2 pi batvresn 9.5 aad 11.5,

23.  The solation of claim 20, whemin the solution kas a pH betwces 10.5and 11.5.
24,  The uohation ol cleim 29, wheetin the at least onz sl of EDTA i2 salocted from
5. proup congisting of  di-sedivm BETA: bi-mdium EDTA; tete-sodiom BDTA:
ammonivm BDTA; di-smmoniem FDTA; pofassion EDTA; di-patessien FDTA; cupric
di-sodtmm EDTA: mapheviug di-sodiam EDTA; ferno andfum EDTA; and combinations
theceal ’

25,  Tie mlutfon of chuim 24, wheein the ut lazsl onn it of EDTA By seleoted from
e soup contling of wodum FDTA; iefm-godinm EDTA; sid oombizalinma
therent.

L]
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26. The solutiod of clwim 20, wherein the ot st one elt of EDT'A is present st

concestrglion of .02 % wir {0 10.0 % wiv,

27.  The molutian af cixim 26, wherom the st least oo yait of EDTA is prosont &t 8

concentration of 0,02 % to 6.0 % w'v.

29.  The solution of claim 27, whetein (e o Teusd ane salt of EDTA o preani at a

oonocotration of (.02 94 to 4.0 % wf,

29,  Thesolution of claim 20, whersin the solvent is selected from the prmp comisting

of: waier, smiine; elocholy, end combinailons theroot.

30, The zolméon of clhim 29, whersin the sabvent X a combination of water and

gthanol.

31,  The solotion of elaim 2%, whercin the solution eomprizes cthenol i an &oeowns of
C 0.1% 10 10% .

32. The solution of claim 20, wherein the solufien posseeces bachricidal sctivily

upsinyt hacferia in plankionic forms 2pd in neasile forms,

3. A melbod fx inkibitieg e growth snd molifetion of & popalation of at loast

one undcsimble microorganism on a serface or on or within an chject, comprigng

oomiaoting the ewrfhce ar objecc with a soludon of ey one of elaims 1-32.

3.  The mathod of claim 33, wherpin the yndesimble mizroovganise i seleciad [Ium

the groep conslating oft microblal populativny fimgal nathogens; protozoean populations;

and ainoebic populaliting

M. The mefhod of clim 34, whaein fhe undesimble mictootxanism &

Acauaikamorda. .

35.  The method of chilm 33, wherein the mrface ar ohject is selecied Gom fhe group -

coundisting of catbeters, medical fubes end comdulis; Intrevasoular devioss; implonted

imedlzal devices, modioal and veterinary insivements; contact lenecs; optical implaniz:

dontal, orthodontie und pariodontal devieos, wilsr snmge, distribation apd fresment

fucilitipy; ndnstria) squipmeat; and food prepamtion and processing equipment.

37. A mefind for hibiting the growth snd proliferatios nf & hiofilm, comprising

contspting fhe bivfilm wilh 2 solirion of sny enc of elaimes 1-32.

32 A onvodeg for nso bs wound heallng, whentin the covcring i impeegnated with 5

sobatlon of imy ong of clafms §-32.



00085€

PCT/US2004/019009

WO 2004/108093

1/16

S6

. FIGURE 1A
Organism | Di-potassium EDTA | Di-smmwonium EDTA{ _ Di-sodium EDTA Tri- sodium BNTA Tetre-sodium EDTA
D Mic | MBC | mic | MBC | MIC MBC MIC MBC MIC MBC
824 Staph.
| opidermidis__ <05 B <0.5 4 <05 <05 <05 <0.8 _<as <0.$
31 Staph,
dis <03 B <0.5 8 <05 <0.5 0.3 <05 <05 <0.5
301 Staph.
xylosus <05 ] <05 4 <05 <05 25 <05 <05 20
1300 Staph.capitis | <0.5 10 <0.5 8 <03 <05 <05 <0.5 <0.5 10
346 Staph.lentus <05 10 0.5 10 <05 <05 =0.5 <0.5 <05 <0.5
824 it <0.5 ] <03 10 <5 <0.5 <05 <05 <0.5 <0.5
R3S Staph.
simulsas <05 8 <0.5 10 0.5 1 <0.5 15 <05 1
72 S aureus 1 [ 3 [ <0.5 <0.5 <05 <05 <05 <05
R57 S.surcos 1 8 1 10 <D3 10 D5 <0.5 <05 8
R13 S.aurcus 1 (] 1 15 <0.5 10 <05 205 <05 <05
R30 S.aureus 1 8 1 15 <0.5 10 <0.5 <05 —-_— —
8 S.mzous 1 8 1 10 <035 <05 D35 0.5 f— —_—
R64 MRSA 1 (] 1 8 <05 <05 <05 <035 <0.5 <0.5
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; FIGURE 1B
Ongaovism { Dispatassium EDTA | Di-ammaoninm EDTAI Dhi-mulinm EDTA Tvl- sodifum EDTA Tess-a0diem EDTA
D MIG MBC MIC MEC »MIC MBC MIC MBC MIC MRC
[RS] MASA 1 11 1 [ <035 t <15 <0.5 0.5 <05
R92 MRSA 1 8 1 =15 0.5 10 .5 ~1.5 S <05
293 MESA 1 g I 10 <05 <05 0.5 .5 0.5 <15
J6T MBSA 1 '] L 10 «0.5 10 <05 0.5 <0s <05
RE VBE <B.5 8 L] 15 <05 100 _ <05 2 DS a
Woods VRE 1 ] 1 >15 <05 100 0.5 2 L] 1
877 Enteromncoun
Faccium 0.5 B S5 15 NS 100 .3 20 <05 § -
576 Inlarucocous
facealis 1 14 1 15 1.5 100 <5 1.5 N5 40
58 KlsUsinlla
| pnoumnmian LS 15 4 =10 8 [} w 2 & -3
R51 Kichaiolla
[poenmumias 1 15 1.5 >0 —— J— — — _— —
12€ Klobsiolla
| oytoon 1 15 1 »10 1 4 20 4 -]
7 Kichaielln
| oaniithibytiva 1 >15 1 >10 1 ] o] F.} 4 8
250 E coli A >15 1 =10 15 80 10 0 L5 13
BRC K. coll 1 13 13 >10 f— — —_ — — —
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FIGURE 1C
Ovpanfem Di-potassimn FDTA [Dj-ommcnime EDTA|  Th-sedivm BDTA Tri= sodivm EDEA Tetru-sexfium BDTA
Ik MIC MBC | MIC MBC MK MBC MIC MBC MIC MEC
137 K anll 1 15 4 >]0 4 60 4 0 2 2
292 Enl. alugoes 4 14 4 >0 4 >0 2 2 [ 15
190 Bnt. clnscas 4 >1¥ 4 >10 4 100 30 .. ) ] 13
J22 Bt ulvacie -] >15 ~<0.5 >10 6 >108 20 p ] 5 10
A Soeno. .
maliophifin <05 ') 1o 1 10 [— — I — J— —
YT Prendomenax
Lo 1 >18 1 >0 — — — P —_ e
20 Pacudomnnas .
jacruginosa 1 >15 1 >10 <03 0 4 20 2 4
126 Peeudomnnas R
- 1 i5 <1.5 >0 <05 b~ 4 (1] 8 4
R75 Cocyne. . .
atrmn <0.% <q.5 <05 1 NG NG NG NG <05 20
RXS Coryne. '
wiradi/army <0.5 =35 <0.5 L NG NG NG NG <05 <05
177 Aslnetobacier
biurmandi <5 £0.5 <15 <5 =£.5 <[5 <15 <5 -5 <1).5
J44 Acinedobecter
‘baummii <0.3 =20 ©03 >1@ Q0.5 i <035 <0.5 <0.5 <R.5
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FIGURE 1D
Di-potassiun Di-ammoniom
Cegraiam EDTA JBDTA Di-sadivm BUTA Tri- sodivm EDTA | Tetra-sodivm ENTA,
m wIC | MBC | MIC | MEC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

R1& Protns )
Ellmllil'- <05 >15 <f).5 =10 <5 50 <05 40 <15 15
#381 Proteue - .
| vulgaris 1 =15 <0.5 >10 <5 15 <05 A0 =05 8
26 Frobeuy
| miehitis w5 | 15 | <08 | >0 | <05 50 <0.8 @- L 15
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TIGUEE 2

Orgaxiam
f12]

Tetra-sodivm

Telra-sadinmn
_MuC

Di=pot=sgium
MiC

Dil-potessium
MBC

Di-ammoninm
MIC

Di-aninodiun
MBC

796 Cundida
sibicans

0.5

05

104

0.3

=100

392 Candidu
alticans

0.5

>1D0

1.5

>100

Myc. Candida
witdmmns

0.5

>100

0.5

>100

T98 Candida
lucitmiac

0.3

0.5

=100

0.5

=100

Myc. Candidi
ropicelis

0.5

1

=100

-1

Myc. Canidiria
Guilllemnondil

0.5

0.5

=100

0.5

>100

Mye. Candida
glabraia

0.5 .

:-lﬂ

90

Mye. Candida

0.5

>100

&

 prrpedlosis

I96 Candidn

glabrata

0.3

100

6o
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FIGURE 3A
Cupic Mugnesinm Di-sudimmn !
Orgatizm Di~sodbom EDTA HDTA Foroe sodlom EDTA

m MIC MBC MIC MBC MIC MBC

324 Slaph, ﬂidﬂmid:'.i <10.5 =0.5 [ 30 >70 =30

31 Staph. opidernaidis <05 <05 30 =20 330

301 Btaph. xylowus <05 <0.5 >30 =00 =30
300 ﬂ‘lﬂ oapilis “D.5 <S5 1.5 =) >20 >30

Ji6 HEE!L Ieabus <05 <05 [: ] ] >30

824 Siaph capitis 0.5 <05 [ =30 2 =30

RS Bhuph. <05 | <05 j 1] >3 =20 >3p
72 S.aurcas =0.5 0.5 =3 E=TT) >20 =30

RS57 ¥.amchs =<5 <15 > =30 >20 >30

RE3 B.aumcus ] <5 =30 ~30 i) >34

B30 3.amcns =.5 <{}.5 =30 =10 =200 =30

£ N.amrous 0.3 <0.3 =3l =30 >20 =30

B4 MRSA <15 <0.5 250 =30 M) >30

RS51 MRSA <5 <05 30 330 >20 =30

 R92 MRSA =05 <035 =M >30 >20 >30
| 895 MRIA =05 <0.5 =30 =30 =20 =30
J67 MREA <5 <5 »>30 »30 ] =3}

RBVRE <5 <i)5 25 >3 F >3

Woods VRE =30 >30 =30 230 >0 >3

877 Enfero-coccun fuscium <115 <).5 [ >30 4 >30

$76 Entoro-cocons fecalis .5 «<0.5 >3 =3} [ »30

6% Klebsisila pnommaniae =30 =30 =30 >3 >15 >15

R51 Kiehale pucumonias: >3 =30 =30 =30 135 =15

&f
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FIGURE 3B
it Mignesium Di-zodiem
Orgamiam Di-pndium BOTA EDTA Frwic sodimm EDTA
L MIC MBLC _MIC MBC MIC MBC
128 Kiehslalla oxyiosn =30 »30 >3 =31 >15 =15
17 Ekcbsislla omitholylics M) 30 »30 >3 15 >15
25¢ 1, ki =30 230 =30 ] 15 >15
BACE cul [ =30 =3 >30 »15 »15
137 L coli =30 =30 >34 o 1) =15 »15
202 Tinl. claavne =30 >3) =30 >0 L5 >15
190 Fut. cloucas >30 =30 =30 =30 =15 | *15
J2i Bl oloacae L] 5 =30 =30 =15 >15
| RA Bteno, maltaphilia & =30 =30 =30 10 >15
| B/C T'eendomoess asruginosa >3 >30 >3 >3 15 >15
| 720 Pscudonsoman sotuginosa >30 =30 >30 >3 15 >15
J26 Peendamonas Rp. =00 »>30 =30 =3 15 >15
RT3 Coryne. emycolstun <0.5 =0.3 et [ 0 10
R} C_Iggnc stratfamy 1.5 <05 <[).3 4 0 10
177 Acinstobacter haummli =<5 <05 <115 ] [£ 10
Jaiai Acinetobactcy il 6 13 =30 =30 L5 15
R.15 Protens nrimabilis [ >0 30 >30 »15 >
| R3] Protcus vulgaris >30 >30 >3 30 >15 >13
R26 Protong mirmhilis [ =30 =3 >30 15 »15
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TIGURE 4A
Chrpric.
Di-sodiun+ tetrasodium Cupric Di-sodiu + Cupric Di-sodinm +
. Orgrmiem, y_ﬁ. Dipotassiun EDTA  [Di-ammonivm KOTA
» MIC | MBC | MIC MBC MIC | MBC
824 Stph. opidermidis 02s 2 0.23 15 Q.5 20
31 Staph. epidemmidia 025 [ 025 20 0.5 20
301 Stph. xyloses <0, =2y Al >20 ={.] 0
300 Btaph. oapltls” <0. 520 <0.1 20 <0.) 20
J44 Steph. lenius 0.2 [ (.25 15 0.5 20
524 Stoph. oapitis 023 ] 025 20_ 05 20
RE ,_pymelms 025 20 1 >20 1 1]
72 8.aurcus .1 = <0, =20 =1 2
[ R57 S.mmeus <q0.1 >20 <01 20 <0l 20
| R13 5, ereus <0l >0 <0.1 20 <01 >20
RAD Sammeus <01 13 <0.] 20 0] | >20
8 5. murous <.1 =20 ] M) <0.1 20
Rixl MRSA <01 >0 (.1 20 0.1 =20
R¥1 MRRA <0.1 = <i].1 20 =11 =20

&3
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FIGURE 4B
Coprlc
Disodium + tetasodium|  Citpwde Di-sodiom + Cupdic Di-yndium +
Crgmeiym IDTA Di-polasshmm, BHTA {-mrmoninm ERTAS
o) MIC MBC MIC MIC MBC

R92 MRSA ) >20 <b.1 =20 . =0).), o0

593 MRSA. =q).1 15 <01 20 <0. 1 20

J67 MERA <X, w2 =<0.1 20 - =01 20
REVRE .25 20 025_ 20 05 >30
Woods VRE 025 =20 <11 20 <11 >20

877 Entego-o0oons Gaucium | 05 =20 0.5 =00 1 - =20
87 Extero-coccus fascalis 220 0.1 =20 «<D.1 >20
| 68 Klebsicha 10 >20 [] 1) 2 220
| 51 Klobnialla pnoumonise | 4 2 ) >20 2 >20

135 El:hieﬂa% 4 >a0 2_ >20 2 >20

JF7 KJchmiclin oyl L >0 2 =20 2 =20

250 E. coli 1 ] ) >0 2 =20
B/CE. culi [« 1 2 >20) 2 =20

137 B. oot ] 4 . =2 Z =20

292 Pt clorone 20 >=20 § >20 B =4

sy
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FIGURE 4C
Cuprie
. [-sactium + wirasodium Copric Li-solium + Cupris Di~a0dinm +
Orgunism. EDTA Di-potasstum EDTA Di-smmonissty EDTA

o MIC MBC MiC MHC MIC MBC

190 Ent. ckacae 0 =20 5 =2 >20
122 Bt cloacae . 20 >20 ] =0 =20
R4 Sieno. taltophifia [ 19 1 >20 E ]
| BVC Parurds-tianm parugimea $ 10 2 >20 2 >20
120 Peewdo-monas acmigioata [: 15 2 ] 2 =20
I26 Prewdo-maonas sp. [ =20 2 =20 2 >0
| R75 Caryne. Lo <10,1 <1 0.25 D.25 0.25 0.25
| R23 Caoryne. sirait/amy & 10 1 =20 1 >0
177 Acincto-buciey boumanii 6 .5 0.5 0.25 0.23 <0.1
J44 A bammai =20 2 =20 >20
.16 Protews mirchilis 220 2 =20 X0
RE1 Erotem % =2 2 >20 2 =N
R2{ Proteus matal =20 ] =20 1 =20
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FIGURE 5A
Tetrascdivm + . Tetasodivm + Dl- ammonism +
sn1 Di-xmmonium BDTA 1%-putussinm EI¥TA. Di-polassinm BLYLIA,
m MIC MEBC MIC MBL MIC MBC
224 Staph. 0.5 20 1 20 0.5 =B
| epidcomidia
31 Staph. 0.5 =20 ] [ [[X]
| cpidermmidis
301 Staph. 05 20 1 20 05 R
| xylosus .
300 Staph. 0.5 »20 1 =20 [E] R
la
JAG Staph. 035 20 0.3 £ 05 =B
lepins
524 Steph. [E] £ [ 8"’ 0.5 >4
| capitis
RE Staph 0.¥ =20 05 - >20 0s >8
| sizmlans
72 5.mareus 1 =N _os ] 0.5 8
RS57 §.murens 1 =20 | 20 1 =8
 B13 5. aureus 7] [] [1] 0 [ 1]
B30 S.aumes 1 4 1 4 X [
3 9, oursus 1 >0 1 20 1 R
R64 MREA 1 230 1 20 1 >R
R51 MRSA >20 1 20 0.5 =
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FIGURE 5B
. Totrasodium + Tetrasodinm + Di- smmonium +
Orgruism Di-wmmonium EDTA Di-potussium EDTA Di-potassium EDTA
D MIC_ MBC MIC MBC MIC MBC
R92 MRSA >20 1 >20 1 >8
S93 MRSA >20 20 1
J67 MRSA >20 >20
RS VRE >20 520 >8
Woods VRB >20 1 >20 ] >8
§77 Entero-coccus facciom | 0.5 >20 1 >20 >4
| 76 Botaro-coccus faecalls |1 >20 1 >20 >k
[ 68 Klohsiella pusumonisc . | >20 >20_ >20 >20 10 >10
R31 Klebsiclla 1 >20 1 >20 1 >10
128 Kichsiclla oaytoca 1 >20 L. >20 >10
57 Kichsiolla omitholytica | >20° >20 20 >20 0 >10
250 B. coli >20 >20 20 >20 2 >10
B/CE. coli 1 0.5 1 1 0.5 >10
137 E.coll__ 4 >20 20 >20 1 >10
292 Bat, cloncae 8 >20 >20 >20 4 >10

&
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FIGURE 5C
Tetragodiom + Tetraandlom + Di- anemoniom +
Orgenism . Di-gmmoniom EDTA Di-polassivm EDTA Di-potassivim EDTA
D MIC MBC MIC _MBC M MBC
100 T clossas >20 20 =10 >20 ] >10
J22 Bnt. vloaces =2 >0 =20 =20 4 =10
B4 Stcnn. 1 =24, L > 0.3 >10
| mattophitla
BC Pssudo~-momas | 8 >80 IS 15 2 =1
Mrupinoss
J20 Pseudo-monas | 6 =20 15 20 z =10
Bcrupinoas
J26 Peeudc-toonas | B =) 20 >0 F] =1
LU
R75 Catyna 05 4 05 1 05 2
K23 Coryne [E] 0.5 0.5 &5 05 05
sitaitfanny
[ T77 Acknciobacter | 4 ] I =20 03 >0
baunzsing —_—
44 A Duumanli | >20 +20 =20 =30 ] =1
R16 Frotens 1 >0 1 =70 as =10
mmirabilis
RE] Protens 1 =20 1 >20 as »*10
| velguria
R26 Proieus E] »20 >0 =00 -] >10
mirubilis
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FIGURE 6
[L'cira-sodinm ROTA M.
Qrganigm (mg/mi, wi'v)

31 Stagh, qidarvnidis 2040
301 Staph. xyloss 2040
I Stuph. capitic <5
T4 Stapih, bentren <5
R Heph. simalens 2040
72 Stgpll. Al <5
[R57 Staph, mrens <5
8 Staph. woreis <5
ROZ MRS A <5
599 MRSA =
J67 MRS A <5
68 Iclobsiclha prenmonfao =
J7 Klchnialla omitholytica <5
292 Bnlerobacter closcar 5
190 Entevobacter chonsac 20
122 Boterohaster lonces 15
| R4 Stonotrophoeonss mallnphikia <20
T20 Pseadomows serupinoss =10
J24 Pesndomorms soruginoss <5
144 Acinctobacter baumavil 10
[R16 Protpus miablls =5
RE L Protcus I'M <5
T Boterpcocrus <5
10987651 B, eali <5
230 E, coli <1
7115649 Klehsiella oxytoca <5
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FIGURE 7
Catheter | EDTA Calouy Culony | Colony | Caluny | Ovgusismes Presssi
D Coanec. conptnt | conmisgt | coustat | couwt al
(eg/ml) | Ohowrs | 3honrs | 6howrs | 24 howrs
(cfu/mal) | (cfw'mi) | {efusml) | {efafmL}
G 10 =100000 | 120000 G000 [ Mixed Gramsvc and
Gramtve culbures
H 40 >100000 80000 0 [1] Mixed Gram-ve ond
Crginviwe oultures
1 L 200000 >500000 25000 O CNS + Conyneforms
1 [[] ~500000 | 1ROOO0 Q [{] CNS
K 40 | >1000000 | 600000 | 300000 | 180000 | Jireptocooas sp.
CNS mul Griag-ve
bacillm
T 40 >S00000 | 2500000 150000 54500 | Psewdononm: sp. -
S C1E AP
Q 40 205000 650000 1000 5500 | Entesorocous sp.
R o) 3000 SO0 ] U___|MRSA
8 40 500000 | HODGDD 30000 7] CNS_
T 40 __137500 1000 [1] [1] MESA
7] 40 >300000 | 1B2500 | 67500 | 13500 | CNS
v 44 “TOROOD 3B500 27500 13000 | CHS - Gmoup I
]
W 20 =500000 | 0 0 0 Enterobacier cloacns
X a0 =SUU000 | 20004 [ 1] Mixed CNS
£ 40 500000 0 0 [T} CNS
Al 40 X000 IAND 60000 a MRSA
Bl a0 24000 [ U U | MRBA
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FIGURK B
Cathetey | EDTA | Colony | Colony | Colony | Celmy Orgaricms Presml
m Cope. countxt | cnumtmi-| conntxt | countat
(isiml) | ®hooni | Jhours | Ehours | 24 kours
fufml) | (ctofmL) | (cft (i
A 100 10000000 D ] NS
B 100 10000000 100 200 CN3
C 50 10300000 0 0 Mixed cobihmes
D 20 100000 | 250000 100000 Q Mixed Cram-ve and
- Gaaartvs callered
E 30 >100000 | 400000 350000 a ‘Mixed Gram-va mi
Gramrhve culfuses
r 0 200000 E, ] 060 Q Mixed Gram-we afid
— Gram-ve coltus
L &0 600060 5000 4000 [] Enimmaoccns sgl. ‘
M - 60 »500000 | 300000 17000 17000 | Proicus sp. and CNS
[+] 50 500000 30000 130000 Q Btaphylognomus aurens
N 30 500000 10000 [ 1] CNE
{pricnal)
N 50 300000 10000 (] 0 KlchaieTla ppeuniosssy:
(venons) (cNE {CNR +CNS
only} ool

2
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COMPOSICIONES ANTISRPTICAS, METODOS Y SISTEMAS

Campo Técnico de la Inveneidn

La presente invencisdn se <relaciona con composiciones
antisépticas, métodos y sistcmas para el us¢ en diversas
apreclaciones médicas, lo miamo que aplicaciones sanitaclas
en general incluyendc apllcaclones sanitarias industriales y
ambientales. Las composiciones de 1la presente inverncion
poseen propiedades antimicrobianas, antifungicidas,
antivirales y antiamédica y pueden también servir como
anticogulantes. Lags sales y conposicicnes especificadas de
dcido tetracético de etileno de aminag (EDTA) [CypiizNiNasOx)
son empleados a concentraciones especificas y nivales de pH.
Los métLodos ilustrativos incluyen suministrax Th
recubrimiento antiséptico aobre superficie de objetos para
reducir la lIncidencla de infeccidén, y poner an cecrnzacto
ocbjetss y/o superficies por medie de enjuagar, lavar y/o
remojar con wna soluclén antiaéptica para inhibir 1la

proliferacién de, reducir o eliminar pob_aciones nmicrobianas.

Antecedentes de la Invancién y Descripeién del Estado de la

Téonica
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Las infecciones son un problera significativo en muchos
campos en donde laa condiciones sanitarias son impogtantes,
tales como en cl culdado de la salud. Las infecclones
problemdticas pueden surgir de organismas bacterianos, hongas,
de amebaa, de protozoarlos y/o virales. Loa retos son
encontrados tante en prevenir la infeccién y en reducir o
eliminar la infecclidn une vez sea establecida. Los anbientes
infectadcs nueden incluirse en superficie de objetos, fluidos,

y cornduckos de fliuidos, y/o humancs o animales.

Las Soluciones de alcohol y travos de alcohol isopropilo scn
usados cominmente para limplar superficies sanitarias y ae
han demostrado que tienen una actividad antlbacterisl. El
cfecto mds efective inhibitorie antimicrobiano se usa con
solucicnes de iasopropanol al 70%. Las soluciones de alcohol a
eatas concentraciones son muy c¢ostosas y se evaporan
répidamente, lo que disminuye sustancialmente su elicacia e
incrementa su cesto. Mas ain, aungue las solucicnes de
isopropancl puedan ser usadas socre superficies, incluyendo
la piel humana, y en una variedad de aplicaciones médicas,
las soluciones de alcohcl a esta concentracién no pueden ser

suministradas a humancs para propdsitos médicos, diferentes

tépicamente.

En el campo de la salud, las infecciones de diversos tipos y

lag causas son comunes y frecuentemente resultan en
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permanencia hospitalari=s més largas, llevandc & maycres
coetos Jd» houspltal. Ril: paor, ocarca da 20.000 pucienkes oo
nuersn stvalmenta sa atribuvan a infeccisnss noeacamlales -
estc es, infecclonsa adquiridaz en un hospital o en otroa
amlentes de salud., La wigilancia de 1las infecclones
nosaconiasas se ha wveelto una parte integral de la practica
hespitalaria, Los estudios conducides nace més de 20 afios
por ~g8 cuntros de prevenclén y control da enfersmedsdes (CDC)
deoumantaron la eficacla de estas aciividades para reduciz le
ocurcancia d= infeccién nosccomial. A ussar de la atencién
dada a _os problenis de infeccién nososomial, ain =mbarge,
lag Lasas de infeccidn no jan sido redncidaa dreamiticamsnte,
¥ laa irfecolon=ss nosocomlales permanecen como un  riesga

sestancial y ura preaccupeacidn sustancial de la =aiud.

Una fuente problemitica de infeccionas an los campcs médicos
v vetarinario ag encuentra an los catéteres, ¥
particularmante en catétaras permanentes. hos catéteres sg
han ccnvertido en essnciales wara el manezie de pacientes e
culdade critien, adn el interior de un cateter es
frecuentsmente la nmayor fvente de isdwseidn. Los cabdteres
son usados para 8l suministro de fluidos, productcas de sangre,
drcgas ¥y nutrientes, lc misma jue para hemnodiatisis,
nemnofiltracién, dislisis perltoneal, racuperacidn de musstra
de sangre, monitorao de condiciones de paciante, ebtd. Los

vstéiexrer Lranscutdneos [recusntemenka se nfeckan a travasg
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de l# penetracidon =n la pilel del catéter. 3Se ha enconbtrads
que el setecnta por clasto {(70%) de todas las infecciones en

la corriente sangulnea nesccomiales wcurcen an pacisnies con
catéteres venosos cenbrales. Dasuicher et al. Waw Engl. J.

Med. 24J:1-8 {1999).

&r particelar, durante algines procedimientos, un celéter

puada estar imglaniado, Yy permanecer 1mplantacdc en, un
paciente por un pariode de tiempo relativamenks largo, por
sjemplo duranze treinta dies, Los catéteres para terapla
intrevenosas (I¥) ¥y catfkeres urinarica - tipicaments
permanccen  implanktados curante oz periodc de  tiempo
Yustancial, Como un rasolbade del trauma en lay &reas ce
insercidn, y el dolor en lios paclentes, taleas cacélsge= no
pueden ser ramovidoesy © implantados frecouentemente. Las

dacterlas gue nacen en sl catdkday hen sido implicedse como
una fucnte prlmagia o principal da infeccicnea an &) tracie
urinarlo. Los paclenteaas gue reciben wun catéter ceuntzal

insartade periféricamente durante €l emrararxo tapbién se ha

ancontrado que llava un rimsgn significative de
complicasiones infeccioeas. Qgure et al. Am. J. Obste.Gynerol.
188(5): 12Z3-% {2003}, Adiclopalmente, una Zinfeccién por
calater central wvenoso resulia en una sspais relacisnade del
catdier, y westc ha sido gibade en las complicaciones mas
frecuentas dAuvrantse la wnutrisidn. Relmund st 5). Clinica),

Hotrition, 21(1}: 33=-38 (2002). 1Debidc al rlesge de

W
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infecclones, la caterizaclon puede estar limitada a
incidencias <cuando el procedimiento es absolitamente

nacasario. Esto compromete sesrlamente la sa.ud del pacients.

Daspués de la mayoria de procedimientos de acceso médico
prescrito que involucran un catérer, cl catéter es anjuagado
o lavado con salinas y luege lienado con un liquido, tTal ccmo
salina ¢ solucién de heparina, para ilmpedir que la sangre se
coagule y tape el interior del catéter, inhibiendo el gue la
sangre del pacisnte aa devuelva hacia el catéter, e impide
gua gascs ingresen dentro del catéter. E1l liquido quc es
usadc para lavar o enjuagar el catéter se ha llarado como sl
"lavado dc¢ bioqueo” y el liguido usado para llenar el catéter
después del lavado o duwrante pericdos de ne uso sa ha llamade

como la solucidén “da bleques”.

Tradicionalmente, los catéteres han sido bloqueados con
solucioncs de salina noemal o heparina, las cualeas
suninlstran actividad anticoagulante. La heparina y -a aalina
30n usacdas algunas vecea en comblnacién, La sslina normal es
genaralmente wussda para bloguear pcr corxte tlempo los
catéteres intravenosos perlférlcos, pero no tiene actividad
anticoagulante ¢ antimicrebiana. Las solucicnes dec heparina
son usadas generalmente para blogquear caldékerss vasculares.
La heparina tiene actividad anticoagulante pero no funciona

como un antimicrobiane y ne impide ni mejora las infecciones.



.
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También hay indicaciones fuertms de que la heparina en .as
soluciones de blogueao pueden cenducir a la tromboclitopenia
inducida por heparina, una complicacidén de sangrado sario que
ocurce en un subconiunto de paciente gie reciben inyecciones

de heparina.

Ias scluciones de bloqueo de catéter comprenden taurolidina,
dcido citrice y citrato de sodio segin se ha propuesto. Una
publicacién reclente (Kidney Internacional, Sept. 2002)
describe el usa ds una socluclén de alcohol al 70% como una
solucidn de bloqueo para una puerta de catéter subcutdnea. El
uss de alcohol como una solucidédn de blogueo ez cuestiornable,
ya gua aste no es un antlesagulante, y en vista de que
existen riesgos asociados con esta solucidén al ingresar en la
corclente sanguinea. Los inventores tampoco se han dade
cuenta Ge ningurna evidencia que indica que una solucidébn de
alcchol al 70% tiene cualquier actividad de erradicacién de
la pelicula. Una tendencia gque estd surgiends vy
reccmendaciones nuevas del contro para enfermedades
infecciosas (CID) es el de tratar infecciones de catétec
existentes sistemidticamenze sea con un antibiéticc especifico
o un antibiético de alte rargo. El uso de un antibiético en
ura sc.ucién de bdlogueo para impedir infecciones no es
recomendado. El uso de antibi6dticos para tratar infecclones
de catéter exislentes tienen ciertos riesgos que incluyen: (1)

el riesgo de desarrollar unas cepas resistentes al
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antibiébtico: (2) la inhabilidad del antibidético para matar
biopeliculas de capa profunda o sésiles, bacteria, que pueden
requerir el uso de antibi&tice en concentraciones tdxicas;: y
{3) e) alto ccsto de la terapis por antibidtico prolongada.
Los catéterea recubiertos con un mnaterial antiaépticoe o
antibiético son dispecnibles. Sin embargo, sstos catéteres son
recubiertos solo pueden suministrar una proteccién limjtada

durante un pariodo de tiempo relativamente corto.

En genaral, los organismos de libre flotacién pueden szer
viulierables a los antibiétices. Sin embargo, las bacterlas y
los hongos puedan volverse impermeable a los antibléticos
agregindose a superficies y produciendo una sustancia
protectora superficial, frecucentemente referida come una
sustancla polimérica extracelular (EPS! para formar una
biopelicula. A medida que los microbios proliferan, mas de
cincuenta regulaciones hacia arriba o hacia akajo pueden
ocurrir, resultando en 1la formecién de una biopelicula
microbiana resiatente al antibistico. las dcs terceras partes
de las infecciones bacterianas que los médices encuentran han

sido atribuidas & biopeliculas. Netting, Science News, 160:28

{20€1).

La formacién de biopelicula as wn proceso controlads
genéticamente en el ciclo de vida de la bacteria que produce

numerosos camblos en la fisliologia celular del organismo,
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frecuentemente 1ncluye uvna resistencia a loa antibidticos
incrementada (hasta 100 o 1000 vecaes), en corparacién con el
crecimiento kajo condiciones planctédnicas (flotacidn libre).
A medida que los organismos crecen, los problemas con
sobrepoblacién y diswminucién de la nutricién disparan
separacién de los crganismcs para buscar nuevas
localizaciores y fueates. Los organismos nuevas dispersados
répidamente revierten de nuevo a su fase de explotacién libre
original y son nuevamente vulnerables a los antibidticos. Sin
enmbargo, el organismo de flotaci6én libre puede ingresar en la
corriente sanguinca del paclente, creando infecciones en la
corrlente sanguinea que producern signosa clinices como flebre,
y mds sintcmas aerioa relacionados c¢on la infeccién. Los
flotadores sésiles de la blopelicula pueden despranderse y
sujetarss a superficles de tejldo, talea com¢c vailvulas dsl
corazébn, causande la prollferacién de la biopelicula y

problemas serios, tales cemec endocarditis.

En  establecimientos lnduatriales, _a formacién de
bicpeliculas e3 muy comin y se refiere generalmente cono
incrustaciones biolégicas. Por ejempie, el crecimiento de
tiopelicula sobre estructuras  mecdnicas, tales como
dispoaitivos de filtracién, es una causa principal de 1la
contaminacién blolégics de sistemas de distribucién de agua
potabis. La formacién de biopelicula en establecimientos

lndustriales pueden 1llevar & la degradacién material,



WO 2004/108083 9 PCTAJS2004/018009 Sbo

- 0uU08d

contaminacién de productos, blogueo mecénico e impedancia de
transfercncia de calor en slstemas de procesamiento. La
formacién dc biopalicula y la contaminacién resultante es urn
problema comin en la preparaclidn de alimentos y en las

instalaclones del procesanmiento.

Para complicar los asuntes adicionalmente, los ansaycs de
=ensibilidad convencional miden solamente la sensibilidad al
antibiético de los organismos de libre flotacién en vez de
los ozganismos en un estado de biopelicula. Comc resultado
una dosis de antibié¢ticeo es administrada al paciente, de modo
gue tal como por medio de un catéter, en cantidades gqua
rararente tienen el efecto deseado sobre los organismos de
fase de biopelicula que pueden recibir en el catéter. Los
crganismos de biopelicula pusden continuar desprendiendc mas
crganismos plancténicoa o pueden dormirse y proliferar

después como uwna infeccién aparentémarnte recurrente.

Para poder erradicar organiasmos de biopelicula por medio del
us¢e de antibidnicos, un laborateorio debe daLerminar _a
concentxacidén de antiblético retenida para matar La fase ds
blopelicula genética especifica del rganismo. Equipos
altamerte especlalizados son requerides para sumiristrar la
concentracién minima parm la erradicacién de la biopelicula.
M&s aln, los protocolos de diagnéstico actuales consumen

micho tilempo, y los resultados no son frecuentemente
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disponibles en muchos dias, por cienpio cinco dias. Este
periodo de tiempn claramente no permite un tratsmlento pronto
y adecuado de las infacciones, Este rechazo, ¥ ¢l miedo bicn
injustificado de la infeccién, pucde resultar en un sobre uso
de antibidticoa de amnlio espectro y la remocidén continuada
innecesaria de catéteres y procedimientos de reemplaze. EL
aobre uso de antibiétizos de amplio espectro puecden resultarx
en el desarrollo de cepas bacterianas resistentes a los
antibiéticos las cuales no pueden ser tratadas de maners
efectiva. La remocién y reemplazo innecesario de catéteres es
doloroso, costoao y puede resuiltar en dafic y trauma del

tejido en el puntc de reinsercidn del catéter.

La resistencia del antibiétlco de las biopeliculas, acopiado
con camplicacionea del usc de antibidticos tales conc el
riesge de desarrollo de cepas reslistentes a loa antibisticos,
he convertidc el tratamiento con antibidticos una opcién no
nuy atractiva. Como resultado, el usc de antibidticos
limitado para infecciones sintcmiticas y antibidticos
profilacticos tipicamente ya no son ewpleades para impedir la
contuminacidn. Debido a que la kiopelicula puede actuar como
una barrera resistente fenotipica selectiva a la mayoria de
los antibiébticea, el catéter debe sar removido frecuentemente
para poder erradicar una infecci’dn relacionada con e. cazéter.
La remccién y reemp.azo del catéter ca consumidcra de tiempo,

estresante al paclente y complica el procedimiento médico.
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Por lo tanto, existen una necssidad de nétedes convenientes y
afectivos para matar organismos, y especialmente aguellos que
residen al interior de los catéteres, sin la necesidad de

remover el catéter del cuerpo.

Adicionalmente a _as infecciones bacterianas y de honges, las
infecciones amébicas pucden ser muy serias y dolorosas, al
igual que potencialmente amenazadoras de la vida. Varias
sspecies da Acanthameoba, por ejemplo, se han encentrado que
infectan a los humanoa. La Acanthameoba se encuenlLra por Todc
8l munde, en ol sueloc y en el polvo, y en fuentes de agua
fresca, lo mismo qite en agua salubre y agua de mar. Estas son
ancontradas frecuentemente en unidades de c«alefacclén,
ventilacién y aire acondiclonade, e unificadores, on
vnidades de didlisis, y parafernalia de lentes de contacto.
Las infecciones ccn Acanthameoba, adicional a las infecclenes
microbianas y cde hongos, nueden ser tanblén comin en'conexién
con otros dispositivca médicos y dentales, incluyendo
cepillos de dientes, dentaduras postizas y ctros dispositivos
dentales, y similarea. Las infecciones con Acanthameobs
resultan frecuentemente de un almacenamiento inadecuado, un
manejo y una desinfeccidn inadecuada de lentes de contacto y
otros dispositivos médicos que entran en contacts con el
cuerpc humazno, en donde ellas pueden ingresar a la piel pars

medio de un certe, harida, uns raspadura, el ojo, y similar.
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Existen clases diferentes y numerosas de microbios que
presentan infeccicnes problemdticas, incluyecndo variedades de
bacterias y hongos. Sin embavgo, los métodos presentes para
eliminar las infeccicrnes generalmenie emplaan aoluciones aque
son eafectivas contea un nimerc limizade de diferentes
micrcbios. Root et al. {Antimicroblal Agents and Chemotherapy,
32:1€27-1633) (1988) dascribe que el uso in Vitroa de uso de
disodio EDTA conira un Sthaphylococcus epldermidis patégeno

aislado asocliade con catéter.

El EDTR ha sido util tradiciocnalmente como un quelante de
metal y ha sldo utilizade en comblnacidén «on otros
componentes activos, para una variedad de propdsites. £l EDTA
es a menude usado, en bajas concentracicnes, como un
anticcagulante in Vitro para miastra do cspecimenes de sangre
y ensayo y un alnergista antioxidante, y es también agregado
a sclucionss, pnor ejemplo, quelante, un estabilizador, o un
presarvalivo para preparaciones farmacéuticas. E1 EDTA puede
existir en una variedad de formas, algunss ds las cuales son
formas de salea de sodio, talces come sales de sodio, diacdio,
tetrasodio, y otras de las cuales son quelates no metal tales
como hierro, ccbre, magnesio, etc. Clertas formas de EDTA han
sido utilizadas, en conlunto con otras sustanclas como un
adyudante, en ccnposiciones para iratar catéterea infectadas.
Cuande son usadas en establecimientos gquimicos, o eon

compesiciones empleadas con humanos ¢ animales, las
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soluwciones son ajuvstadas genarslmenbs & un pH da  zango

fisiclégico, o nengren.

Una combinacisn = un alesnal <on un adi®ivo, bAl cops uns
forma da ka2l sin sodio de EDTA, sc ha descrito en la
puslicacidn PCT WOO0z/0E198. La publicacidn PCT WG 00772906 Al
descrlbe urna mezela lisflilxada de un agenta antlmlzrobliano,
por @jumple, uh antibibdtice, y un sequnde ajente, qua puade
ger una fomma de szl sin sodie de EDTA, o nn Aagente
gqualanta para el lavade de catéteres. EBEn la patenta
estadounldenzs Mo. E,683,El&, compsalclones gue tilenen un
agenite snbicoagulante ¥y ung guslanka, %al come EDTA, ¥ un
agente gnlimicechiano, bai comd la ganinociclina, se describe
para recubrir dispositivos médiccaz s inhikir la infeeccién en
loa calbdékaxas. Ea particular ige edqenplos describen, una
formsz de discdio EDTR que es llevada a2 un pl fisioldgice da
T4 y s usada en 1w 2omposicidn., La publicacisn PCT
WOB9/99997 describe el tratamlento de la dnfeceoldn fangal con
una combinacidén de un agente antifungal ¥y un gqualanta, Lal

o el ELTA.

Gtras #@reas en las ocaalea laa infeccionss presentan ua
Erablemz incluyen los disgozibivos diicos y Llos materiales
uksdos an conexidn con loa ohica, tales oma lentas de
contacta, baciex weaclerales, pekberisle=s de sstura, lontes

intraoculares y similares. Zn parklonlar, as ha dadc énfasls

gﬂ’t
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en el desarrcllo de métodos para dasinfectar protesis
cculares, tal como lentes de contacto. Las blopeliculas
bacterianas pueden participar an 1infeccioneas oculares y
permitir que las bacterias persistan en superficies abidticas
gque ontran en contacto con, o estén implementadas en el cjo.
Las blopeliculas también pueden formarse scbre superficias
blézicas del ojo. Zegans et al., DNA cell Bio., 21: 415-20
{2002). Una forma severa de queratitis puede ser iniclada pocx
una ameba prorozcaria «que puede contaminar los fluidos
desinfactantes de los lentes. Una formulacién oftdlmica de
tetrascedio EJTA y sales alcali, amortiguadas a un pH de &-8,
para la desinfeccidn de lentes de contacto se desccribe en la
vatenta eatadounidense No, 5,300,296, La patente U.S5. No.
5,998,498 describe una composicién oftilmica de EDTA y otras

sustancias, come clclodextrina y acido bérico.

En el campo dental, lcs elementos gue son colccades er una
bcca, tales como herramientas dentales, y dispcsitivos
dentales y ortodéncicos tales como retenedores, puentes,
cajas, y similares, requieren ser mantenidos en condiciones
estériles, particularmente durainte el almacecenlento y
anterior a la colocacién en .a boca. De otra forma, la
lnfeccién puede ser trasmitida a la corriente sanguinea y
convartirse en seria. La patente U.S. No. 6,077,501 describe
el usc del EDTA en una composicién limpladoza de cajas

dentales con otros componantes activoos.
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Bl sumniniatro de agus ee también fuente de 1infecclones
micresblanae v de otros  tipos.  Lea disposilbivoa de

alnzcenami®sto de agua, tales como o5 sominlatroa de agua ¥
Lukos de suminiztro, frecusntemente se2 infecken. Laa
auperiicies Adinternas o lz Etubaria gue Lisvan fluldos a
nflcinas mécdicas y dentales presentan un ambicnte Jue &5
gdecusdo para la infecclidn y al crecimlente microblano, y 1a
adherencia de los micrebica ¥ Ifomacidén oz qgapas  de
bicpealiculs altamonte protectoras SN fracucntemente

problendticas &0 loe alnmacenamlantos de fluidos v

dizpositives de suminiatra.

Exista unm necesldad pa*s mejorar los mécodoe ¥ composiclconas
para impedir y destruir las infecciones en una varledad de
ambientes. Tales sgolnciones antisfptiras daberian toner un
rangc swplic de propladedas ankimirroblanas. En par*ticulax,
las solucicnes deberian ser capaces de gpenetrar las
Giopeliculas pacs erradicar Lo DEORGLSIN0G er las
mopaliculns. Los npatodos vy soluweicras dederizac ser 1o
suficlentzpante =equros Dars ser usados como uns madica
praventiva lo mienc gue er al tratamiente de Infarciones

existentes
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Rosunan do la Invancién

La siguiente invencifin suministra solucicries antiséptlcas que
comprendun, consistentes esencialments de, o ccnsistentes de,
une o nas saies de EDTA a4 un pH gue es mayor que el pi
fisiolégicos y a una concentraclién prescrita. Loa inventores
han descubisrto que ciectas composiciones EDTA posecn
actividades antisépticas podercsas y funciones poderosas como
agentes artimicrobianos de de amplio eapectro, Lo mianc gue
funcionamiento como agentes funylicidas centra muchas cepas de
levadura patogénleca. Las ccmposiclones de EDTA ds la presente
invencibén también son altamente efectivas en matar arganismos
de biopelicula patogénica y en reducir y eliminar
bilopeliculas exlstentecs, lo mismo que prevenir la'formaciOn
de biopeliculas. Las composicipones de EDTA de la invencidn y
combinaciones de ellas exhiken tanto actividad
antiprotezoaria como antiamédica. Con hase en reportes
publicados, las compcsiciones de EDTA de 1la presesnte

invencidn se aspera adicionalmente que exhivan una actividad

antiviral.

Las formulacioncs de EDTA de la presente invencién son
gseguras para la administracién humana, y sen biocompatibles y
nc  corrcsivas. Ellas también pueden tener propiedades

antlcoagulantes y por lo tante son (tiles para prevenir y/o
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tratar una variedad de infeccionadas relimcionadas con catéter.
Las solucliones ankiséptiicas de la presente inveacidn tlanen
nunarosas aplicaciones, incluyendo sclucionas de blogueo y de
lavados de blogueo para diversos o varlos tipos de catézeres,
usados como agentes antlsépticos © aoluciones antiséptlcaa
para sanjdad de un rangc de dispositivos médicoss, dentales,
vetarinarios, instrumentos y otrcs abjetos, supezficles y
similares. MAs aun, ellos tienen aplicacisnes sanitarias en
estab.ecimientos de manejo y preparaciétn de alimentos

industriales.

Las compoasiclones antisépticas inventivas pueden ser
enpleadas profildcticumente para prevenir infecciones, o para
reducir y/o eliminar infecciones existentes o establecldas.
Métodos para prevenir o tratar infeccién de un objete o
suparficie con un wmicroorgariamo indeseade también se
suministra, tales métcdcs comprenden poner er contacto la
superficie u objstc con wna composicidn de la presente
invenclén. las composiciones inventivas deben pueden par lo
tanto ser empleadas paza inhinir el crecimiente vy
proliferacién de poblacicnes microbianas y/o patégenos,
incluyendo 1la formacién y proliferacién de biopeliculas;
inhibir el crecimiente y proliferacidn de peblacicnes
proiozoarios, Jnhibir el crecimiento y proiiferacidén de
ponlaciones amébicas; e impedir las infecciones anébicas,

particularmente las Iinfeccioncs por Acanthamcaba,
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La oprescnte invencién suministra tamolén métodos para
erradicar sustancialmente potlacionss microbianas, izcluyendo
tanto poblacienes micrcbianas plancténicas y poblaciones
microbiaras en la fcrms de biopelicuias, junto con métodos
para erradicar sustancialmente una poblacitn de AcanLhamocba.
Talea métodos comprenden poner en contacto un sbjete
infectado © wuna superficle infectada, o un cbjetc o
superficie gue se sospecha que aestd :Iinfectadn, con una
composici6tn de la presente invencidn. Dependicndo de la
composicién antiseéeptica usada en varios métoados, los diversas
pericdos de tiempo de contacto pteden ser reguercides para
inhibir o proliferaciédn de divcrsas poblaclones, y/o
sustancialmente erradicer varias potlaciones. Pariodos de
tiempo de contacto adecuade para varlas composiciones son
proviazas en los ejamplos y pueden también ser determinadas

mediante experlmentacién de rutina.

Er una modalidad, las composiclones antisépticas de la
presente invencién tienen por 1le mencs cuatro, Y
preferiblemente al menos cincs, de las sigulentes prepicdades:
propiedades anticocagulantes; actividad inhibitorfla vy/o
bactericida contra un amplio espectre de bscterias en una
forma plancténica: actividad inhlbltoria y/o fungicida contra
un espectro de hongoa patdgenos; actividad inhikitoria y/e

bactericida ccntra un amplio sespectroe de bacterias en un
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s&3il, o Eorma de blopeliculay aorividad Znhikbizoria ccabrs
lnfeceicnes protozoapias; actividad iphibitorie contra
infecciones dm Acanthamceta: seguridsd y blocompatipilidad,
per lo menos en volimenes meodeslbss, ma contacto con un
paciente, segurided y biscompatitilidad Dor lo mznos  =n
vollimsnes wmadeslas en 1a corriente sanguinesd de un pecianka;
y &awguridiad y ccmpatiblilicdad con obgjsims y  zuserficiaa

indusiriales.

Lasa sales solubles ds= SDTA son usadas en ias composiciones de
1z pressnte invencion. Salas da sodic de EDTA estén
dispenibles zominnenke Yy aon genaraimente uzadas, 1nctuvendo
disadioc, trizedio y szlez de iteirascdio, aungse otras sales
Jde EDTA, incluyendo =alem de wmnrenio, diamdnis, pokasis,
dlnotzsln, disodio cdprico, dieodic da magnesio, sodio
férrizo, o combinaciones d= =llos, rtueden smer uzadas, sismmre
qi2 ellas tengan las proplededes d=2ssadas antibacterlanas,
fungicidas, antiprotozoagias y/e anbismdbicas, y de qua eilas
fanr: lo auficientamerte solublaa an el disclvente dezeado.
Varias combinacionas e sales de EDTA puaden sar usadas ¥y
oueden ser preferidas wara apliceciones particulares. De
marcra Iimportante, en la mayoria de las modalidades,
composiciones ¥ métodos de 1la prassaie invencidém no  se
wpzlenn sgentes ankibiotizox tradicionales ¥ mor le tanto no
8¢ contribuye al desarrolla de orcanismos rasiatentea 2

antibidtices.
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Lex compasicionas antizépricas de ia invencidn comprencen,
conslaten de, o consisten =2encialmentes de unz o mas sales de
EC0TA en solucidn a un pH mfy glhto gua al pE fisioldglon.
Preferiblensnts, tales zompesicicnes tienen un pH de 8,0.
Preferiblements, las composiclone= d= l= invencién, tienen un
pH ma @l range entka 8,3 y 12,5, entre 9,5 ¥y il,5 o ankes
10,5 v 11,5. La =sal d= ECTA =3ti cansralments presente en una
cantided de pesr lo manos &6,01% p/v. En modalidedss mreferidas,
1as compeosicionea de la inwvenciédn fonprengen por lo nenos una
5zl de ETTE en unz cantidad de 0,2% a 10§ pfv, nis
rrafariblemente 0,2% a 6,0% n/v y mae prefericlemente 0,2% a

q r ':.% Pf";a

En modalidades aespeciEicas, las compsesiciones de la invencidn
comprenderx, O conslsten esenciaimanka e, wvn sclvente y por
lo me=ncs una 5al de EDTA en una concenktracids enbre 0,03% 3
1L0% n/v, en donde la =2olucién iiene un pH Ha par 1o mencs 5.0
y poses ula 2ctividad bactericida contra un alto =apectrs de
bacterisa. Preferitlemente, por lc menos una sal de BELTA es
trisodio & Labkrasaodlo de EDTA. El disolwente es genssslmente
acleccicnade del grupo qua censlsce de:  agua, =2alinas,
aleohelas, y conblnsclones de ellos. En una modalidad, =1

solventa ma wng oombinacidn de agua ¥ etanol,
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Lagz composlciones aniisépticaa de la invencién pucden aer
esnpleadan oo soluclones de bleoquac ¥ el lavade de bhlogueos
paxa diwersns tipos de catéteras da ancesso  pazmanenie,
incluysndo catéteres vasculares usados para el suministro de
flaidos, pzeductos sanguineos, drogas y suleicldn, tetiro de
fluidos o de sangre, dialis=is, monitereo de condiciones del
paciente, ¥ almnilares. Las sPiluciones ancizépticas de La
presexisa invencidn pueden tamblén ser uwiadex come soluclones
de blagueo o de lavados de tlogueo= para catétoras urinariss,
tubos nasalee, tuboa de garganks y simllarzes. Los parametros
de la aclucidn general describes mas adeiante son adecusados
para waskas propasikboes,. En una modalidad, uvna  solusién
antiséptica comprende, conaiste dea o consiste esencialmente
a uno o mas ssles de sodio EDTA a un pH meyor gque =1 pH
fiaioidclca as ampleado para mantenexr la permanangla de
cizpositivea fde acceso parmareEnte intravascular. los nétoedos
nard catéteres sanitarioa y oktros Lubaz médicos, tales como
tulos nasalesa, tubhos e garganta y similaree, ramhién se
suministran e invelucran el conbkachko de) catéter s otre tubo

medico con una composicion aanitaria da la presente invencisdn.

En otra modalizZad, la compasiciones asntlsdpticas de la
oresente  invensifn comprende, conalate da o conslsten
esenclalmente de uno o mas smles doe sodio de PDTA A un BH
rAayer qua =l pH fisiclégico ¥y son  seminiziradas como

goluciones sanilarian pars dispositivoe médicos tales como
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cajas dentales u orrcs dispositives dentelex, orkoddnbicos
y/v pariodénticcs, paza  lentes e contasts 1 oTroa
dispositlvas dptices, para instrumentaos imadicos [
veberinarios, dispomitivos y gimilares, y como salucisnes
sanltarlas psra superiicie y chjetos sanitarios. Los mébodos

tie rigiene de talss dispositivos son tanmbién provistos, los

métodocs comprenden poner en contscke un dluobositive con ona

composicisn antiséptica de la presenta invencifin. En general,

laa ¢cenpoaicienes antisépticaz de la presente invencldn
pueden szer wusadas come selucicnes de  enjuvayus, ara
dignsaicivaa tianralea, orrodénticoa o perlodénrices,

incluyvendo <cepillos de dientes, ¥ tamkidn puvadan 36T uvsados
CoRD anduciones da anjuagns para lenlod fHe conkActo 0 onras
dispositivos Opticoe, lo mizme gue Lpzirumentcz médicos v
veterinarios, 4Adisgositivos médicos ¥ veterinarios ¥y similares,
Para estas splicsclones lsa composliciones antlsépticas de la
presente invencion Zon formuitacas genezaimentc CoM
solucliones, ¢ zon provistas =n una forme sece Jus Zuego ce la

dizolucidn = ur sslvente adocuade forman vha soloachidn.

En todavie opize modalidad, las compoeiciones antlisepticas de
la preasente invencidém ach formaladas para UAS AN ASIUCLOMEE,
gelsa, cremas u otras preparacicneB disefiadas para uzo topico
LORS agentes antisépticoa, limpiones, ‘tratamientos
antibacieriaies y similarcs. Las cemposiciossns anlisfptizas

d=2 lz npresente invenclén tamtidn puedsn ser usados cone
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agenies anlLibacteriales en conexién cen vendzajes, benday,
curaa, agentes de corscidén de heridas y  disposliivos de
curacidm de heridas y similares. Ea mixlalidades relacionadas,
cuerimiento en u=o pAra curacicén de heridss, Rzlse como
vendajes, venutgs =ze suninistran =n donde el rabrimiento es
impregnado con uno o @2ds composicimnes de lz  presaonte
lnvencicn-—-

Composiciones antisénticas de 1a presante invencidn también
piledsn 5sr swplestios an eataplecimiernios infuszriales itales
como mixlasdas de almacenamienio vy distribucldn de agua,
puritficacidn de agua, hurddificacidén y dispsEitives de
deshumidificacidn de agua, y en preparacicnes de zlimentos,
askshlecimiento de manejo y empagus, par:s irzhibir, -educir o
susiancialmenie eliminar poblazicnes microbianze tranka de
formnax de libre exploCacidn como adsile=, io mismo cque nuchos
hongos, smebas y poblacicass de protozosries. EL euquipe vy las
anperficies lndostriales pueden eastar en contacto 2on, Sar
lavadas con, © limpiladas con composiciones antisépticas da la
pres=nte invenclén. Las formulaciones de las ccrposiciones
antisépticas con liberacidn en el tiempo puadan Lambién ser
suministradas gpara proveer tratamicnts durante el GCiempa,
pactlovlacnente en locslizacicnss cus son frecuentemente de

dificil aceaas.
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Brava Daasripeidn da los Dibmjos

Las figuwaa 1a-10 wmueskran la concentzacidn ainima
inhibitoria ({MIC) ¥ las concenkbrasiones minimes bactericidas
(MBC] paza Ziversos organismos cacteriales gram—positivo ¥
grav-negatlvos caontra solucliones de sal de EDTA cpe consiisban
e3encialments de: dipstasio EDIA; dlamcnlo EDTR: trissdio
EDLA, unsando el método de dilucidn de agar. Los orysnismcs
sacteriales fucron aislados da las infecclones relacisnadss
enn Gabdtear an pacientea humanca. Técnicas sxperimentales zon

descritos &n el Ejemplo 1.

La figura 2 muestra las concentrzclones MIC v MBC para varlas
organiemos fingiecon tonktra diferentes formulazlanes de EDTA,
mmarnzlo el wéiodo de dilucién EQET. Las tézaloas
sZperirentales son describtss en el afeappis 1. s organismos
de ncngos fuerocn recnlectados de muestras da  pacientes

anmAEnoA

Le figura 3 muestra los dsktos MIC y MDC pa ara diverscs
organismos bacterialss gram-posibive y gram-negazivos conkra
sclucicnea de aal de ZDTA gque conzizrten esenclalmevttie deo:
disodie chprico de EDTA; digodic de magnesic da FRTAr v
disodic férrico (e EDTA. Lo2 orqanismos bacterlszlea fuaron
aislades de infecciones. Las técnicas experimantales scn

deysritas en el ejemplo 1.
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Laz figuras 4A y 4C moestran los datea MIC v MEC de ocrganismo
beibariales grem-posiitive y gram-negativos contra soluclonea
de sal sa EDTA que conelstsn ssencialmenie de: disedic
ciprice de EDTA vy teiraacdlo #a EDTA; dieedic acbprice vy
dipotasio de EDTA:; v disodlo ciprico y diamnonle de EDTA. Zeos
organismncas bacterlalea fueron ajalados de las infecclones
relacionadux ron cartédieres en patiantea himanzs, Lag técnicas

experineniales se deacriken en el Ejemplo 1.

Las figuras 4A y 4C muestrzn 1os datoa MIC ¥ MBC o=
organiams Dactarisles gram-positivo y grawm-a=getlv4s contra
combinaciones de zgluciones de ssl de EJTA gua conaisten
agencialmente de: tetrsuodie y diamonis de EDTA; tetrasodio ¥
dipotasio de EDTA; y diamondo y dipotexzis da EUTA. Loz
organismos Zzacterialss Fveron aislados da lan infozcclones
ralzcicnadas mon caléberes an pacientes huvanoa. Las té&cnicas

sxpasimenkales se descriden en el Ejemplo 1.

La figure € muestis l& moncantracidn minima de los valorea de
sreadicacidn de blopelicula (MBEC) parz varics crganiamos,
expresecde en mgfml de tetrascdio de EPTR (nfv] usando la

ratodologia descrita on ol cjempla 2,

La figura 7 moestrs Jlos  resoitados  axparimestales  del

bl:'ﬂl.'.ﬂlil:i.El'lllt‘.l da cetétares de hersdidlis's rewal infeciados con
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una composicidn antiséptica que <onsisce asencialmente de

tetrasodioc da ENTA & unz concentracidn de 40 mg/ml (pfv:.

Za figura 8 muestren los eesultados erperimentaies & partir
del tratamiento de catéteres de hemcdidllsls renal infeckado,
coms fambién wun zatéter arterial y wuna venoss, cor una
vomposicién antiséptica que consiste esencialmente de

tezraspdio de EDTA a concentraciones de Z0-100 mg/ml ({p/iv).

Descripeién Detallada de la Inwvencidn

Z1 EDTA 35 usa a conoaatraciones  hajss  en  wuchas
COmposiciones, &n combinacidén zon componentes actives, como
un asxtabillzador o un mgenke praservativo. Las composiclanes
antlsépticas de la prescnte invencidn comprenden gensralments
cangeatraciones mayores de EDTA y p:e.-.‘eri.hlemente comprerdian
per lo menos fxlss de RDTA ©¥ 0,01i% en peso por volumen {g/v),
y pueds comprender hasta 15 % {efv] de ual de EDTA. >ara
nuchas aplicscionss, las composiclones antiséplices dHa la
invencion preferiblwmanls comprends por 1o nmenos 0,.% {p/v) ¥
manos da 10% {m/v) de sales Ze ECTA, mas preferiblemente
entre 0,1% (p/v) de =ales de EDTR y EB,0% (p/v) da males de
EDTA ¥y mas preferible 0,1% y &,0% de sales de =DTA. Las
crangngiciones llustratives explican mas adelente, comprenden
J,6-4,4% {p/v) da anles de BDTA =n solucidén acuocsa, 0 O,1%-

0,02% ip/v) de salas de EDTIR er una wazola de squa y eianol.
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e concentraclén de aalea de EDTA cara varias aplicacionss
pusden depsnder de la sal de ZDTA, 2 caabinacidn de aalas,
gmpimadax, =l tipo de infecciém a ser itratada vy, hasta zlgin
crads, el disolvents nsade para la= CoOmposiciones
antisdpricas. Por ajampio, cuande ics disolvontes acuosss que
comprenden =tanol son uzados, la concentraciin de salez ce
EDTA requerica para suminisirar el nivel deseads de activicad
cueden reducirze en camparagién oon lae Loncenbraszioues de
sales de EDTA usadas en composiciones gue contienen agua coms

disalvents.

TLas ccmpoBicicnas antisépticas comprenten wvno & nas zales de
FOTA se han demoskrado ser  inhibitoria=s y/fo  eficaces
haciericidamente en ranccs da concant*acidn de 0,019 a 30% o
mas, LOMO S& mMuesira en los datoa ilustrativon suministradcs
mas adelante. Concentrunclonss "efectiwvas™ de azalea da ERTR
deseados en compoziciones wentisépbicss de la presente
invenzién para ilashibie, srradicacién kactericida, Fungicida v
de bLicpeliculas ¥ de otros prowdsiitos, p=eden  ser
deterrlnados wor rutinas de ezparimantaclidn, como se

describid en los sjemploe que se surinistran més adelants

la pharaicopdeis Britdnica (BP) eapecillcos que una solucisn
ml &% de discdio de EODTA tisne un pH entre 4.0 a 5.5. La BP

Lamblén espscifica un rangs de pH de Y.08B a 3.0 para
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splucicnes de trisodis de EDTA. Los valoras de pH para otkas
salss ds ERTA &n solucicnes scuosas 8e han suministrads en el
ejenplo 10, més sdielante. En el oH fisioldgice, las szles de
sodio de EDTA exlsten coms combinacidn de disodico ¥y trisedio
dz BDTA, con la =el da trizosdico de EDTER si#suio la
rredominsnte. En los Estados Unideos, la KEDTR de “disodio”
farmanfutica preparacs para inyecclonas han =ido tituladas
ganaralments con hidréxido de sadlo & un pH de 6.5 a 7.5. A
83te pha, la Folucidn de EDTA realments comprende brisodia de
EUTA principalmenta, con uvna proporgion menor da Z1a sal de

isodio. Otras composiclones que comprenden =sales de socdic de
EUTA que son usadas en aplicaclizcnes médicEs y de smlud son
ajustadas generalment= = un pi que e«3 sostanclalmanka

Fizioldglos.

En ciertas modalisades, lss composirzlones actisipilcas de la
presenka invenclén comprenden, conszisten aszsncialmante de, o
consisten de, una sal se a2ccio f£e FEITA I{c comblnacisan de
#ules de sodis Jds BDTA) =0 solucidén a un pH mayor al
fisioladgica, preferiblemente & un pH que es mayor a4 8.0, a un
PH mayor a 2.%, 2 ur pH mavor a %, 3 un oH mayor a 9.5, o5 avn
pH ingpor & 10. Eo sbras moedelidedes, las modslidades
antisfpticas cle la presentes invencion compronde, conaisten
esencialments da, ¢ consisten da, una sal de sowlis de EDTA (o
una ccmcinacién de sales de sodio de ZOTA] an sol»cidén 2on un

FH en 21 rancc entre §8.% ¥ 12.5, a un pll entre 9.5 v 11,5, o
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a un pH entre 10.5 ¥ 110.5. Cusgnda se usadan agui, ol término

*yn: de BDTA” puede crfarlrse a2 una sal dnica, tmwl cana a un

L]

dizodio, triuodio o retraszdio o & ohra Eorna de zal de EDTA,
s puede raferirye a una combinacidén de tales asalag. La
compoBicidon de males de EJXTR depende tankd dm las sales de
ECTA usadas para formular la compesicldn, y wl BH de 1la
compogicisin., Para las coenposicianez antisépticas de la
presante livancidén que comprendes =ales de =cdio de EDTR en
rangca da pH deseaies (especifirados anteriormente) las sales

da sxilo de EDIA eatan presenzes predomicantements tanto en

las formas de trisodic y de tetrasodio.

En una &dadaiidad, Las  composiclones antisépticas de  la
presente invencidn comprenden, o consisien eaenclalmente de,
une combinecidn d2 nor I menos les szles de trisodic y
tetrasodic de EDTA. En otra modalidad las  zompeslolonaes
antlséptiza® de la presante invencién comprenden, o consiaten
essnclalpente de, una combixacldn de por lc meno= las sales
de trisodio ¥y tetrascdio de EDTA, an las cvales por lo menos
10% dal EDTA en la composicidn estd presente en la forna d=
sal de tetrasodio. En todavia 2btrem modalidades, las
composicionss antipépticas de la presente invencidén cocmprends,
c consisten esenclalmente, una combinacion de pcr lo menos
sales de trisodicz y tetrasodio 4@ EJTR, en las cuales por leo
menas 50% o por lo menoa £0% del EDTA on la composloiédn esid

presente an la forma &l de trisodiz. En otra mozelicad, laa
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cormeslciones  antimdpticas de la  presanta invencidn
comprenden, o coasisten esencialmenta Ga, una combilnacidn dew
disodio, zTrisodic y telrascdio de EDTE, en lLe cual por menca
cel 10% del EITA an la composlcidn =std presente en la Torma

de snl ga digodic.

Lau Lcoumposicionsa antlsantices comprandan, consisktan
sgancialmente de, o conslsten de sales de EDTHh diferenie de,
& en adicidn a, las sales ce scdic de EDTA que tiene unns
rangos de pH “efecilvoa™ diferentes. Ranccs de pH “efectivos”
prrd ias sales do ENPA desesdos en compoziclonss mntlséptica
de la presente Invencidn para nag en grradicacidn inhibitoria,
bactericidfa, fungicida y de biopelizila y otros propésitos

pueden cdeterminarse por exparimeniacldn rutinaria.

En aigunas medalidades, las commesiciones antisépticas de 1a
nresente invancién conaiszTen de sales e EDTAR, segién se
describisd  anteriorments, ¢ solucisnas antisépticas que
conslsten de sales de EDTA dizueltzz en un dissivenka,
genecalnente, =n un disclvonte acuoko tal coane agua o salina.
En otras nmodalidsdes, laz compogiciones antlsénliless de la
nresente lnvenciér consisten esenclalmente ds salea de EDTA,
saglin 5 daszribid  anteziecrmeante, gensralmente =21 un
dizolvente acboan tal ¢z agua o Palina. Lae compogicionss
antisfpticas de la presente invoncién conklsten esancialmente

de ung =al de EDTE, o una combinacidn da sales da EDTA, qus
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estén sustencia mente libkes de otras suskanclas activas que
tiene una actividad asnstancial ankl-nicroblana y/o #nlliongcs.
Lz activldad sustancisl anti-micrcblana y/f¢ antihongo, en
ests contexto, signlfica actividad enkimicrobiana /o
antihongos coe e3 por In wanca 508 de la  scghlvidad
axtimicrorcizna v/o eatihongos de una compoaicldén de sales de
sodio da EDEA &n una sclucldn azuoss & una conceniracion de

4.0% [gf%) a2 un pd de 1D0.5.

En algunas mcdalidades, las ccmposiclones sntixépllcas de 1a
presente  invencidén comprenden salas e EFTA gue  tiene
concantracisees sxpacificacas, en rangss de pH especificados,
v rusden contener maisrialea, que incluyen compi=pzntes
activos, en  adicién a fas sales de PEDER cdescrizas
anteriormente. Otroa compenenites antimicrotiales ¥ biccidas
pueden ser incorporsdcr en las composlolones santisépbicss de
la aoresenka lnvescién, adngue el owsa de  ankibiSticos
tradicionalea Yy agentes blocidas deseatimula jeneralmante
coms una consecuencia de=l  dessrreollce de  organismca
registentas a los antlsldricos y a los blecldss, #n algunas
rodalidsdea, las compeaicicnes zantisépticas de la preseste
inverclén  rosmrasds  sales de ERTA  en concentraciones
eagecificacas ¥y zangos de pH, gue sen sustanzlalimente libres
de otras sustanclas activas gse tienen astividad sustancial

antiricroblana v/ o antlhonges.
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Dtros componahtes activos e inactivos rambién pueden wer
incorperados en lay compesiclones satisépticas de la prosents
Ilnvencisn, slexpre gue ellos no daben o afedlean de manera
acdversa la activided y/c eazatilidad s las sales de ENTA.
03 &#genbkas proteclitizos poeden ser Inemzporados en las
composlcionsa antisépbloas para algunss aplicaciones. Las
coxposizsionas antisépticas formuladas para aplicacldn tdpica
puedsn isclinir diversas cremas, anollentes, y composiclones
para el cuidade de la piel Calas como aloe vera y =imilares,
nzr ajeiplo. Las compozicicnes antisépbicas de la peeachte
invancidn suministradas en una foomlacidn da  aslucién
tambidn pueden comprender otros componente= activos e
inactivoa, siempre Y cuands ellicsk [ Fhed interfleran
negativamente con lp azbilvicad v/o la esktabliidad se la sal o

las saies de EIXPA.

Laz compcaiciones das l1la presente Invencién pueden ser
utilizadas an una scliucldn ¢ nna forma Seca. BEn solusiés, la
5ar o Sales de ZDTA son preferitlementes dis:seltazs =n un
spivenbsa, gue pneden camszender une solucidn acucsa, tal come
adua ¢ sclucién salina, u otra solucién bioscompatibis an la
cual la sal o las sales de EDTA son sc>lubles. Tambidn se
pueden urilizar etros solvenkes, iacluyenda seluclones e
alcohol. En usa modalidad, las composicisnes de la sal de
EDTA de l2 presente= invsncidn =cn formwladas en wns mazcla ds

agus ¥y etanol. Tales soludclanas son ailtamante eficeces v se
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pueder ser preparadas al elaborar una solucién de depéuito de
sal o s5ales de EDTA en agua Yy luego introducir la
concenLracldn deseada de stanol. Las concentracicrnes de sal
de EDTA de desde aproximacdamente 0.01% a 10%, u/v, son
adecuadas, y las concentraclones de etanol de entre
aproximadamente 0.01% y aproximadamente 108, v/v, suministran
compssiciones antisépticas efectivas. En algunas modalidades,
ias concentraclcnaes de sal de EDTA de aproximadamente 2 mg/ml
(0.2% p/v] en agua con una <concentracién de etanol de
aproximacdamente 1% (v/v) son altamente efeclLivas contra un
amplic aapectro de cepas bacterianas. Cuando son utilizadas
las sales de EDTA de sodio, el pH varia de estas
composlciones antisépticas como se describlé anteriormernte.
Los solventes no acuosos biocompatibles también se pueden
emplear, slempre y cuanco la 38l & las sales de EDTA se
puedan sclubilizar y pueden permarecer en solucién durante

almacenamiento y uso.

Las scluciones de EDTA de 1la rpresenta invencidn son
prefsriblemente suministradas en ura forma estéril y noc
pirogénica, y sc pueden empacar an cualquier f(arma
conveniente. En algunas modalidades, .as composiciosnaos de
ENTA antlgépticas de la presents invencién =e pueden
suninistrar en 1reclacién con o© como una parkte de un
dispositive médico, tal como una jeringa pre-llenada u otro

dispositivo médico. lLas composiciones se pueden preparar bajo
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condiciones estériles, aaépticas, o pueden sex esterilizacas
ivego de la preparacién y/o empagque utilizado cualauier
variedad de técnicas de esterilizacién adecuadas. Se pueden
utliizar frascos, jeringas o recipientes simples o miltiples
de soluciones de EDTA. Los sistemaa de la presente invencién
incluyen tales frascos, jeringas y recipientes que contienen

1a solucién de EDTA de la presente invencidn.

La composiciérn de la presente invencién también se puede
suministrar en una forma auwatancialmenle “seca”, tal como un
racubriniento sustancialmenie seco sobre una superficie o
tuberia ¢ conductos, o un dispositivo médico o industrial tal
como un catéter o conducto, o un recipients, o similar. Tales
formas sustanciaslmente secas de las composiclonas EJTA de la
invencifin se pueden sumninistrar en ura forma de polvo o
licfilizadas que puedan ser recosnstituidas gara formar uns
solucién ¢on la adiciédn de un solvente. Sustanclalmente las
formas secas de las composicionss de EITA pueden scr
alternativamente suminlstradaa come un recubrimiento, o se
puedan incorporar cn un gel u otro tipo de portador, o
encapsuladas, o empacadas de otza forma, y suministradas
sobre una superficie como un recubrimiente o an un recipiente.
Tales formas sustancialmente secas de las composicisnes EDTR
de la invencidén son formvladas da btal forma que, e la
pregencia de una solucién, la composicién sustanclialmente

seca forma una solucién de EDTA que tenga la composicién y




WO 2004/108083 35 PET/US2004/018009 FEJ

~ 0001406

lzs propledad=s descxitsa  anteriormente. B ciertas
medalidades, difersantes Lkécnizcas de  encapsulacidon o
almacanamientc se nueden empiear de tzl foarma que el tiecpo
e likeraslisn efectivo del Z0DTA se logra luego ¢ una
exposicidn proiongads a las soluciones. En esta medelload,
las sovluricnes de EZDT2 susrkancialnente sszas pueden
suministrar agiividad antiséptica duranktae un  pericdo
axtendido deé tlempe v/oc luego de exposiclosss mbltiples a las

anluciones.

Las compgesiciones gque comprenden BDTA tilenen vn perfil de
saguridad bien establecido en relacidn con &l use médico y la
administracién & humencs. Las dasls de hasta 3000 mg de EDTA
de dimodie son irnfundidas durante 3 horas, diariaments, para
¢l tratamiento de hiperczlcemia =n humanos y ex bien Lalaxsdo.
Las sales ds EDTA Ccanmblén estdr prescntes en combinacién —on
okros  componentes, «n  mnuchas acluciones utilizadaa am
aplicaciconea médicas y para la salud humana, y se han
establecids, seguras para uso humeno kante in vibso 2ome lo
vivc, Las sales EDTA e:kén disponibless [éasllmente & un oosto

raxcrable, y son estables &n zoluciin durante el tiemps.

Li Formelacifn vy peeduccién de zonposiclionss sntisévtices da
la presente invencidén es ganeralmente dirscta. Fn o una
mccalidad, laz composicicnes asniiséoticzz Sessadas de 1la

pzessnta invencldn son formsladas al disolver EL manes wna
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x4l de BOTA en un solvente acuoso, tal como agua purificada,
a la concentraclédn deasada y ajustar el pH de la solucién de
sal de EPTA al pA desiends. En modalidadas alternativas, las
tenposiciones anrisépticas deseadas Se 1a presente invaacidn
scn formuladas al disclver al menoa una s}l de EDTA e&n un
salvernta en e zual lz szal de BEDTR, o comlnaciones ds lax
sales, son solubles pares sumisiistrar una aclucidn fe 33l de
EDTA roncantrada, sclubllizada, Pusden s=y enlkonces agregacos
solventes o copmponentes acdicionales Alternativamente, Jla
composicidn de sal de EDTA solubilizada se pusde formular exn
toa forme diferente de una selucifs, tal Ccobe una preuarAclién
rhpica. La  solucidn antisdpticsa pusde entonces  ser
esterilixzueds utilizande medioz convenclonales, tal cono
somelldy a autoclave, y radiaciéa con UV, f£ilCraridn,
nlrxfiltracién, vJ/0 obros meddics. En el rengo de osmolaridad
requerlda para las soluciones de EDTA va da 240 & 300 mCaM/Kg,
mAs preferiblemente de 300-120 mCam/Kg. Las scluclones san

praferibleamente Formuladas utlli=ando mataerialas 8P.

Las conposaicionss antisdptica= CORIpreMien, consisten
ésencialmante de, smalea de tri o tetra saodio, o une meecle de
Butny, son preferidzz para muchas splicaclocas y pueden ser
prepszadas uiillzande salias da sodic de EDTA difersntes da
=ales de tri y kelrn eodio, tal como EDTA de disodiao la gusl
askd facilmente dispenible. Lss solusianes EDTA de disadic

tienen un oA Inferior 2 salueidn gque el rangs de pH deseaco
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tde le2w compoulcicnes de la presente iavencidn., Sin erbarcs,
lvego cel ajuste dei pH w» rango dezeadc utilizando un
matezial de ajuste de pH, tal como hidsénldo de sodig,
ackkato de sodic u otrcs agentes des sjuete de oH bien
conocidos, Las soluvecicne= da compogicisanes EDTA de sales da
di=txl y/fo Gtetrtrascdia de la =resente inpvencidn, Asl,
diferentes formas y ccmbipnacionea de sales de EDTA %e pueden
utilizar en ia preparacidén de las composicionez de SDUVA de ia
ragante invenclén, slempie y cuando &l pH d= la compoaicisn
52 ajuste @al rango e pH desesgdo antes a uwso. En una
modalided, las composlicionss ankisépiicas qua conaisien de
una mezcla de primsziamente BDTE e Lri y tetrs =cdie son
suministradas al disolver EDTA de dissdio 8 una solucidn
acus&a en urna cunbidad de 3%-5% en base de zeso/volumen, ¥
agregando hideaxide de socéio en una cantided suficiente para

auminlskrar el pH deseado Ze entre 8.5 v 12.0.

Las composiciones antisépticss He la pressenle invencidn
comprenden, coensisten ssezaclalmente de 2l menos una sal EDOR
oo a2 describid anteriormsntes son  Lambién dtiles para
muchas eclrae aplicacicnes. Las solucicnes de EDTA ze puseden
ntilizur como una sclucldn antiséptica para remojar, onjuzagar,
o contactar superficies y ofjetos médicoa, dentales v
vaterinarios. Las ssiuclone=m ce EUTA de la prasante lavencicn
s2 pnaden utilizar, por ejerplo, Pursa  almacenar y/c

desinfectar lentas de contacto y otros digzpozitivos Snbicos,
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para almacenar y/o desinfectar dispesitivos dentalas ctales
como dentadura, puentes, retenedores, cepillos de dicntes, y
similares; y para almacenar y/o deainfectar dispositives e
instrumentos médicos, dentzles y vetarinarios. &n estas
aplicaclonea, los dispositives o supsrficies se pueden poner
en contacte con, o remcjar en, sdo.uciones de EDTA de 1la
presente invencién durante un Licmpo suficliente para aliminar
sustanclalmente infecciones nicrobianas y/o funcicldas. Las
composiciones de EDTA de la presente invencioén pueden ser
adicionalmente vtilizadas para deainfectar agua y otras
lineas de suml:istro de fluldo. En la deainfeccién de lineas
de sumlnlstrs de £fluido se pueden Lograr al hacer fluido
intermitentemente las lineas con ¢omposiciones de EDTA de la
presente invenclién. De manera similar, .as composiciones de
ECTA de la presente invencidén se pueden utilizar para
erradicar biopelicu.as, y poblaciones microbianas (incluyendo
alguncs virus y protczcos) y fungosas en dispoaitivos de

auninistro y almacenamiente de agua.

Numerosos ensayos Yy procedimientos experimentales se han
llevado a cabo utilizando composiciones que contienen EDTA de
la prescnte invenclén para establecer sus propisdades y su
eficacia como compesiciones antlséptlcas. Varios
procedimientos experimentales se describen con detalla
adelante. Estos procedimientos ¥ les resultades

experimentales se suministran con propészitos solamente
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ilustrativos y no pretenden limltar el alcance de la presante

invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1

Datos de concantracién inhibitoris minima (MIC) y da
concentracién bactoricida minima (MBC) para crganismos contra
diferentes formulacionas de EDTA, utiligando el método de

dilucién en agar.

Las concentraciones irchibitorlas minimas (MIC)} y las
concentracicries Dbactericidas minimas (MBC) wparn varlas
bacterias y organismos bacteriales gram positivos y gram
negativos y levaduras ue eatablecieron para varlas diferentes
formulaciones de EDTA utilizando el métcdo ca dilucién de
sgar descrito adelante. Los MIC y los MBC para varios
organismos fueron ensayades en comblnaciones del o las sales

de EDTA.

Los organismos bacteriales gram positivos y gram negativos
fuaron aislados de paclentes humanos que tiene infecciones
reiacionadas con catéter para asequrar gque las cepas
bacterianas fueran activamente patcgénicas y fueran del tipo
comidn en infecclanea bacterianas relacicnadas con catéter ern
humanos. Los organismcs de levaduras Zueron recolectados de

pacicntes que tienan serias infecciones septicémicas. Los
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crganls=mos se catzlogarca y mantuvieron an el laboratoric de

Peltar Kite de l1la Un'lwversidad de Leacs.

Varlas szluclanas de sak de EDTA ¥y cocmbinaricnas  de
seluclones de sal de EDTA so prepararon al dlzolver sales da
EDTA con grado de reactivo relevante en agua deszilada = la
goncentracidén de sal EDTR deseada {n/v). Las ssluciohes de
3zl da EDZF deposifadas concentradas ss prepscaron para cads
sal dec EDTA o combinacién da sal de EDTA vy fuercn empleadas
para dete:iminar el MIC y el MBC para varies orgunisncs. Las
aoluciones EDTA de Letra y trl sofio am prsperecon wtilizande
luox saies de teftcn ¥ trl sodin de EDTA en lugar de utidlizar
al BOTA 41 sqdio ¥y ajustar el pH de la solucién para lograx
lox rangos Zeasadoy. @as szluclonks de 53l de EUTA z2e

askerilizaron anlaa de usc y slmacenaron a 4°C,

Protocolo da Matsdo de Dilucidn da Agaxr

Elaboraaidn del sgaxr

# Colocar 2 litxaz de agar nukrishte en una bafla da vapor

y dejar durante azroxlmsdamenta 1 hora [hssta Fusdidod

o Parmitirle al asa* enfrizr a 54°C,

v
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o R=colectar 20 boxellas de vidris eskéril (125 nuj ¥
localizar 100 mL de agar nutrients en cada uns. A este
sa pusde moregar 9.5, 1.4, 1.5, 2.6, 4, €&, 8, 1C, 15, 2G,
95, 3D, 40, 50, &0, 70, 80, 2 y 100 mg/mL de EDTA
tetrasodic (o otra sal de EDTA o ¢cmbinacion de sal de
EDTA que e onsays) uhbilizande una solualdn: depositada a

200 mg/mL.

» Vertar 200 mL ce 2g3r @n una zaja pekrl 2&8téril ¥
purmitirle asentazsa. VYerier 3 plates adizsionales.
Ercar Jox platos con la concehtracidén de EDRTA qua e:los

contienen, Hacer satc para cada concentracion.

a« Estos platea pusden ser enlbonces almacenadss, hasta que

ellos =me necesiten, on un refrigsrador m 471

Inoonlacién de los platon

¢ Hacer crecak cultivos duranie teda 1la zoche de 23
akganismos Gram positivosm y 19 organigmos Gram negativos

en un cultive ds nutrlentsa.

s piuir zada cultidve a :0%fu/wrl, utilizando soluclén

salina smortlguarda de foefats (PES;.
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o Utilizar un inoculador de plato automitico para inocular

cada plate con 21 arganismos.

e Incubar el piato durante toda la nochs a 37°C,

o Al siguiente dia calificar mAs o menos el crecimiento.

e Utilizar papel de filtro eatéril para transferir el
crecimiento de los platos iniciales a platos de agar

C.ed freacos para determinar el MBC o los MEC.

= Incubar los platos remlica duranie la noche a 37°C.

o Al aliguiente dia calificar més o menos el crecimisento.
Llos MIC y los HMBC fueron descritos como las
concentraciones mis bajas en las cuales no hubo

crecimiente.

Los resultadds son moatrados en la flgura 1A-5C. Las fiquras
1A-1D muestran los datos del MIC y el MBC (preseatados en
solucidn de EDTA mg/aml, p/v) para muchos organismos gram
positivos y gram negativos contra solucicnes de sal de EDTA
que consisten esenclalmente de EDTR de disodio: EDTRA de

diamonio, EDTA de disodis, EDTAR de rrisodi, y EJTA tetrasodic.

\'@
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1a figura 2 muestra los dazos MIC y MBC (presentadcs como urne
solucién EDTA mg/ml, p/v) para levaduras contra soluciones de
sal de EDTA que conaisten eaencialmente de: EDTA tetrasodio;

EDTA de dipotasio; y EDTA de diamonio.

La figura 3 y la figura 3B muestrzan los datoa MIC y el MEBC
(presentados como una solucidn de EDTA ng/mi, p/v) para
organismcs gram positivoy y gram negatives contra soluciones
de sal de EDTA que consisten esencialmente de FEDTA de discdie

ciprico; EDTA de disodio de magnesio y EDTA de sodio férrico.

La figurs 4A -4C muestran los datos MIC y MBRC (presentados
como solucién de EDTA nmg/mi, p/v) para organisncs gram
posizivos y gram negativos contra c¢ombinacién de soluciones
de sal EDTA gue consisten esenclalmente de: disodio ciprico y
EDTA tetrasodio; disadio ciprico y EDTA de dipotasio; y EDTA

de disodio ciprico y de diamonio.

Las figuras 4R-5C mucstran los datos MIC Y MRC (presentacos
camo una solucidén de IDTA ag/mi, p/v) para organismcs gram
positivos y gram negativos o contra combinacién de solucleones
da 33l de EDTA gque consisten esencialmenlLa de: EDTA
tetrasodio y diamonlo; EDTA tetrascdio y dipcotasio; y EDTA de

diamnalo y dipotasio.
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varias de las combinacicnes de sal de EDTA y sales de FDTA
fveron efactivas para inhikirlas o eliminar un amplio
espectro de cepas bacterianas a concentracicnes razonables,
Antes del ensays médico y el uac se ha estabiecido buencs
perfiles de biocompatibilidad para el uso de ias sales de
EMA de scdio en humanos y animales, aungue la
tlocompatibilidad de oil.ras sales de EDTA no se ha establecldo.
Las sales de EDTA de tetra y dlsodio parecen ser las mas
eficaces contra una amplio espectre de barterias patdgenas.
Rdemds ellasa han sido o podisn aer ficilmente establecidas
como biocompatibles para uso de humeno y veterinario, y ellas
son efectivas en costo y estables. La sal de EDTA tetrascdio
es adicionalmente activa como un anticocagulante y es
altamente soluble en sciventes acuosos. Con base en estos
factores y en los experimentos subrayados antericrmente, las
sales de EDTA de teira y trisodio fueron @scogidaz como los
canxddidatos mas prometcdores pars composicicnes antisépticas

da la presente invenclian,

Ejemplo 2

Datos de concentracién de orradicacién da biopelicula minima
(MBEC) para oxganismos contra EDTA tatrasodio, utilizando el

nétodo dispositivo Calgary modificado.

La formacién de biopelicula es un factor importants en 1la

contaminac¢ién  bacteriana. Una composicifn  antiséptica
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efectiva tiene preferiblemente la capacidad de reduclic la
ploriLeracién de blopelicula, o evitar o inhibir la formacibn
de biopeliculas. Kuestra solucidén antlséptica ZDTA tatrasocdlo
para determinar sl esta podrla evitar o inhibir la formacién
de biopaliculas. La concentracidén de erradlcacién de
tiopelicula minima ({(MBEC) para varios organismos contra EDTA
tetrasodic se astablecléd utilixando un método disgpositivo
Calgary modiflcado. E) método Calgary se deacribe en Olsen et
al., Canadian Journal of Vetcrinary Reseach, 6€:86-92 (2002)

el método y los resultados se deacriben adelante.

uas soluciones de sal de EDTA tetzasodic fueron preperadas al
disclver reactivo grade sal de FDTA tetrasodico en agua
destilada a una concentracién de sal de EDTA deseada (p/v).
Lay soluciones de sal de EDTA de %errasodic depositada
corncentradas se prepararon o fuearon preparadas para
determinar el MBEC para varios arganismcs en una Forma sésil
© biopelicula. Las soluciones EDTA tetrasodic se

esterilizaron antes de usc y se almacenaron a 4°C.
Método

Formacién de biopelicula:

. stilizar 100m. de un cultive Muller Hinton durante

toda ia noche del organismo reguerido.
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. Pipetecar 200ul en todes los poxzos en una bandeja de
mlerotitulacién de 96 pozos. Ubicar sobre 1la tapa %6
pasadores. Incubar sobrs un agitador orbital durante 24

horas a 17°C y a una velocidad de 200rpm.

Ensayo de suscaptibilidad:
» Di.ilizar biopaliculas formadas anteriormente-

s Obicar la tapa (con pasadores) en una nueva bandeja
microtituladora de 96 pozes que contiene 25Jul de las
cencentraciones raqueridas del agente da ensayo.

lncusar durante 1 o 24 hogas a 37°C. (no scbre agitador)

R intcrvalos de Ciewpo de 1, 3, 6, y 24 horas remover 4
pasadores para cada concentracién de la tapa insertar

un daestornillador y desviar el pasador dentrc del pozo.

Ubicar 3 pasadores para cada concentracié4n en un lavado

¢ 5ml dc PBS e invertirlo una vez,

Ublcar lea 3 pasadcres en 3 ml de PRS v sonicar durante

15 minutos,

Placas de 2 ulL sobre placas 3X CLED y esparcir

urtilizando esparsor de plastico estéril. Incubar a 37°C
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duzanie zoda la noche. Leer los coniess de Zolonias sl

siguiante dia,

g Ubdvar &l ras=o dei Dpasadzrz  suelio (pars =zada
conceniracldn: en €00 ul de solecifn salina Lfarmal 4%

Fara TEM.

To8 valoras del MEEC para acios obganlsmos, se expresaron en
EDTA de tertraacdio mg/ml (p/v} determinado utilizandc esta
mEtode, scn nostrades en la Cigure &, Tow  resultades
demyaukean gue 40 mg/ml Se EDTA de Celrasodis (4% p/v) fueron
ina concentracidn de radicacidn de bicpelicula efeciiva para

todas laz poclaclonca microplanas ensayadas.

Lalbos de ejempias dgenarados medianke exparlpsntos MSEC para
varics microorganiemes a2¢ 2uministran adalasta. Bl EDTR dn
tebtrasodio se ntilizd rvara todzs les =xperimentos, loa cualea

fucroen desarrgliladioe en telplicads.
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Tabla 1: organismo E. coll 250
Conc. EDTR | Conteo de Conteo de Conteo de Contec de
mg/mL colonia/nL | colonia/mL | colonia/mL | colonia/mL
después de | después de | después de daespués de
1 hora 3 horas 6 hoaras 24 horas
D 40152 93285 64234 €133
48175 62044 56934 4960
43796 61341 76642 5120
5 0 520 80 c
0 540 80 0
0 620 133 730
10 0 LY D 0
0 0 0 0
] 1] a a
15 0 0 0 )
0 0 0 0
g 0 a 1)
20 0 a O G
0 0 0 0
¢ ) 0 0

Para E. coll, 250, ei MBEC = 1dmg/mlL de EDTA de tetrasodio

Tabla 2: organismo: Pseudomonas aexuginosa J26

Cenc. EDTA

Conteo de Conteo de Conteo de Conteo de
mg/nL colonia/mL | colonla/nL | colonia/x™ | colonia/ulL
después de | después de | despuéy de | despuéa de
= hora 3 horas 6 horas 24 horas
0 86681 4400 32701 66667
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89781 3060 79562 35036

54801 3080 A321z 41606
g 0 ) 0 0
0 0 G 0
0 ) 0 0
10 0 0 0 0
] 0 0 0
0 0 0 0
15 0 0 0 0
0 0 D 0
0 ) 0 0
20 o 0 g 0
D 0 ) )
0 0 0 )

Para Pseuzicmonas aeruginosa J26, el MBEC - <« 5 mg/ml de ECTA

cde telrascdic

Tabla 3: Organismo: Entezcbacter cloacse 292

Conc. EDTA | Conted de Conteo de Contco de Contea de
mg/mL colonlia/mL | celonia/m™ | colonia/mL | colonia/mL
después cde | después de | después de | desnuéds de
1 hera 3 horas 6 horas 24 horas
0 1.00E+06 103704 94444 31241
1.00E+C6E 18819 131461 116867
1.C0E+D6 1074G? 100C00 131481
3 69343 J5C36 36496 0
67153 15974 32197 0
67253 19637 39416 ]
12 38686 12035 ea 0
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12338 17803 213 i)
40903 ZEE61 0 D
15 A000 8133 EXE] b
3533 B133 219 2
7467 R267 133 7
20 13706 2840 0 0
12473 2320 0 0
T46A] 26020 0 )

Para Ebhtercbazier cloacae 292, el MEEC = < § mg/mL da EDTA

tetzzaodisn
Tabhla 4: organismo: NH.Enterooooous oOp.
Conc. ED?A | Contec da Contzo de Conteq de Conteo da
m3 /mL ca’anja/mL | colonfiasnt, | coloniasml | onicala/mb
después de | después de | deszués de | deapuds de
1 hora 3 horas B horas 24 horas
0 5600 3520 4000 6133
3133 3580 3440 ATZ0
EBO0 3920 3760 4640
5 1390 180 80 0
L1&D0 SBC 130 0
1140 R00 120 0
10 40 0 0 1]
100 d 0 a
20 g 1) 0
x5 £0 & 20 D
0 3 0 D
Bd 0 20 D
20 1490 130 160 1)

VO
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1560 379 160 D
Z000 320 T4C 0

Fara M. Entarcceoccus sp., l& HBEC =< 3 mg/wLl de EDIR Za

tabrasadlo

Tabla 5: owxganisao: Enterchacter olospae J22

Cznc. EDTR | Conteo de Conteo d= Conten e Cented de
ing /0L colonia/yn | coloniasml. | colonia/ml | calania/mL
despuas Ze | despuds de | después de | despuds ds
1 hora 3 horas & horas 24 horas
0 124074 107407 1053536 101852
116667 512431 195554
1129563 9854 92761 120370
5 0403 267 2040 10630000
5200 133 2150 0
B933 373 1820 0
10 3543 1920 2€7 0
EL 2900 160 80
ITED 2360 Z19 1532
15 2620 1360 740 809
2100 1710 720 0
2720 1560 920 0
20 2040 a0 960 0
2360 1460 B&0
1620 133 560

A
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Tabla 6: crganismo: Profeus vuigaris RE1

Cong., ZNTA | Conkteo da Conres de Conteo de Contec de
mg /L colonla/mi- | colonia/nL | =oloniafml: | valonis/mL
daspubs da | después de | después fic | después de
1 hoza 3 horas & horas 24 horas
0 62044 dl1752 112965 532%9
Gh474 13723 143704 Gd519
540135 18932 107407 59124
L] 3180 160 3480 0
4007C 4320 3120 0
4G00 160 314G ]
10 1520 730 40D 0
1920 £33 1460 0
1200 £38 160 a
1% 2960 378 1100 0
2580 8h Tao C
2560 400 1220 L)
20 45560 100 1520 O
£440 329 1280 o
2620 210 720 1

Para Proiecus vulgari= R¥1l: la HBED =< § mg/mL de BEDTA des

tatrzaodic

Bjmmplo 3

Frocedimiento de tﬁatunientn pArsa asequrar catéter In vitra

en catéteres positivos da pacients
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Un procedimienro rpara asegurar catéter gqua . okiliea  la
spiucién candidata EDTA Latrascdio (4% mn/v)] 40 ag/ml se
desarrolle ¥ wtilizc rpara cabégteras de hemodislisis de
pacisnte cue 3on ensmyados positivoe para varlas infeccleonas
microbianas. Ioa catéteres S8 debemniniran  por Cenex
infscciones microlianas gua ae acmetieron al tratamienta de
aswguzamiento de catéter Jus utiliza EDIA  LCetrasodis vy
cohtaos de colonias se tomaron 6 varlos puntoe de tiemps. En
in Drimer experimento, todoa los catéterss ee trataron con
sotucids EDTA de zeirascdic 4% p/v mientrzy en un segunde
experiment>, los catéteres ve trakaran con soluciones EDTA de
tetrusodic en varias concentraciznes. Las soluciones d= SDTA
tetrasodis se prepararon ¥ almacenaron coing sB  desoridid
anterlormante en los cjemplos I y 2, Zos procedimientos y

ra5ultadns ge describan acdelarnte.

Matodsa:

s Catéters=x ds hemodldliseis renal removides nog
sospecha de infeccidn a2  seleccionaron, mediante
lavade <omn ImL de 2szlina amcriiguada con Sosfato
pstéaril debajo de cada Iumes. 3¢ desarrclle el
cultivo cuantizative urilizando zlicuccas ds 1 y 10
ul: que 38 extiendsn aobre nlsces de =zgar ocon sangs® ;

J8 ancuban.

A
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m Los cacéteres ge almacenén inlcilalmente a 49C hasta
despuéds dco saleccidn v se wsteriliza el lumen con un
Ecepo con alcohol.

e Antas de ensayar el brutamlento ce assguramiencto, 1cs
catéterer positlvos szeleccionadeos se asegquran ocon
nutrientes fundido utilizando uwuna jeringa de 5 mL o
iunzubados Zurante la noche a 2T*C para aseqgurar le
riabilidad de 1la lLicpelicula y azegurar la
ceicnleacisn Total de todas la=m surerficiay
endoluninales <on =l organisms infectado.

& Dasnuas e incubecidn durante lm noche, cada lumen de

tatéter se lavo con 5 mi: de sa_ucidn palina eskéril vy
se cortarcon dos pieza:ﬂs dz 1 or desde =l extromo
distal, cade gpisza s= coloty er cloruro ma cslcle
estbéril en 1 mi, d2 cloruro da celzic eatéril i M,
(para peutralizacién g2 agantes) uno paca microsceopin
ce explorscién de clechronss (SEMY y la stra para
tultive, on conbenedores universzalss estérilas.

* Para cada procadilnmlento de ocultive, a) unlversal se
colosy sn un 2ant sa sonicacidn duranka 1% minutos &
temperatura smbiente v lvego ga centrifugo durante 2C
SEQUIEos.

* El rpultive ocmantitative ae dasarsrolle utilizando

aliceglax de 1 pl y J0 pl cclecadas sobre placas de

agar <&t gangre v sa  extendiercn par medlo de
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varillas en forma de L pldsticas estéril, incubadas
durante 37°C o durante la noche y las colonlas se
contaron al siguiente dis.

e El catéter se lave y Sse aseguro ¢on 1a concen:racidn
aproplada del fluido asegurado de EDTR tetrasodio e

incubado a 37°C durante 18 horas.

®» A 3, & y 1B horas de incubacién dcs piezas de 1 cm
del extremc distal del catéter se cortaron vy
neutralizaron en 1 mi de solucién de cloriro de

caleio caréril 1 M.

e Se siguid el procedimiento de conteo cuantitatlvo, en
cada intervale de tianpoe como sa dascribhis

anteriornente y se retuve una pieza para SEM.

Dieclisiete (17} catéteras de hemodibliais renal infectados se
trataron con una composicidérn antiséprtica gue consiste en
EDTA tetrasodio en una concentracidén de 40 mg/ml (4% p/v).
Los resultados se muestra: en la fiqura 7. Diez catéteres de
hemodidlisis renal infectados adicioralas, asi como también
un catéter venosc y uno arterial, se trataron con
corposiciédn antiséptica que consiste de EDTA tetrasodio en
concentraciones de 20-100 mg/mi {(2-10% p/b). Los resu.tados

aa muastcan an la Figura 0.

Loy resultados demuestran gue 40 m¢/ml de EDTA tetrasodia (4%

p/v) es eficar al matar, o vreducir dramidticamente, la
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poblacidn de la mayoris de organismos después de 24 noras de
tretemlento. Eska concentracldédn da BDTA tatrasoxdia es segora
para uZo en reiacldn con humanos ¥ otros animales y se
consldera eficsz, ¥ @9 wsl use concentracidn dessada paze

congesiciones antisépticas ¥ métzdos de la cresente invencidn.

Ejamplec 4
El afaato del EDTA toetrascdio en Acanthampeba v ol afacto

del Klebsiaslls tratada com EDTA tetrasodic en Aczothamoaba

Varlas espacies de Acanthamoebs son capaces de infecter
Lusanos2. Ligs iafercliones acanthamecebizas & nanuddy erpllesn
Camo una conascuencia de almacenaxiento inadespads de Iantes
@3¢ coniecio ¥y otroa dlspoaitiveos mddico= gue entran en
caatacte oo Al suesspe RuwEno. La alimentacidn del
Azanihancosha en poblacicnes baciterisaloes ez rcewigtont= &
puches tratamisntos. EL efecto del EDTA tetrasodis, preracado
ccna  Se degscribid  anteriosmente, sabre pobliacicnes de
Acanihamoeba =e ensaye copme aigue. Las comcoslolones de EDTA
tstrasedio tambidn se prepsraron utillizands olusidn saline
Page y salucidn saline Fisicldgica, como solventes. El ofects
de i3 Klebgiells tratads mon EDTA bstrasodio en Acsnrhamoeba
tamiidén se ensayo experimentaimentes ukilizende 13 siguiente

matodologia,

El afanto dal EDTA tetrasndic pobre Acanthamoshs



WO 2004/108093 57 PCT/US2004/018009

Mitodo:

. 000128

Incubar en unA placa de agar sangre freaca con
Klebsiella edwazdsii a 37°C 18 horas antes dc ensayo.

Utilizar wuna solucidn de depésito da BEDTA de
tetrasodic (100 mg/mL), hdacer una concentracidn de 22
vy 44 ng/mlL en solucidn salina Page,.

Colocar 9 mlL de cada concentracidn dentro de un tubo
de ensayo de vidrio estéril. Colocar 9 ml de gslucidn
salina page estéril dantro de otro tubs de ensayo de
vidrio estéril para actuar como vn control.

Hacer una suspansldn de Klebsielle edwardsii en 6 mi
tde solucisdn salina page estérzil. Alustar al esténdar
McFarland 5.

Agregar 1 mL de 12 suspensidén a cada dilucién serial
y al contrxol. Debido al factor de dilucién de la
suspensién de klebalella cada conceniracién seré
ahora de 20 y 40 m=mg/mL. El control todavia no
contiene EDTA tetrasodio, Regspetir *=odas las

concentraciones en sciucién salina fisiolégica.
Centrifugar paraz meclar. Cada tubo dece ahora

contener uvna suspensién de kiebsiella en MoFarland

u's.

\

of
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Raspar la superficie de la p_aca de Acanthamoeba ¥y
suspenderla en .5 mL de solucién salina page.
Cantrifugar.

Agregar 200 ulL de la suspensisn de acanthamoeba a

cada dilucidn serial y al tontrol.
Colocar los tubos de ensayo dentro de vn incubadocr a

30°C durante 24 horas.

Daspués cantrifugar ia incubacidn en cada universal
durance 10 minutes a 3000 rpm.

Verter el supernadapte y resuspender el granulo.
Colocar 10 ul de duplicndo & cada sclucién y al
control sobre una placa agar sin nutrientes con un
pasto de klebsiella, Cortar una ranura hacia ekaje
dal centro de cada plato para evitar la aigracidén y
ceclocar 10 ul de 1a dilucién que se ensaya en cada
ladec.

Marcar cads sitle de inoculacidn con un esfero o

marcador negro.
Incubar las placas durante 72 horas a 30%C.

Controlar el crecimiento del Acanthamoeba rediante
dirigir la wvisuelizacidn de las placas que utilizan
un microscopio de luz de pleaza da oajo da

magnificacidn Xi10, partiendo de cada asitic de

iraculacidn.
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Tabla 7: erxooimiento dospués da 24 horas de incubacién con

EDTA taotrasodioc

Concentracién de EDTA mg/mL en|Crecimiento de Acantharmoeba
(solucidn)

0 (sallna page) FYy
0 (salina page) b
20 fsalira page) ++
20 (salina pacs) e
4C (salira page) -
40 (salina psge) -
0 (salina fisiclégica) ++4
0 (salirn fisioléogica) +44
20 (salina fisicibglica) ++
2¢ {salina fisioclégica) ++
40 (salina fisiolégica) -
40 (salina fisiolégica) ++

Tabla 8: crecimiento depuds de 24 horas de incubacién con

EDTA tetrasodio (repaticién)

Corcentracién ce EDTA mg/amL en|Crecimiento de Acanthamoeba

{solucibn)
0 (salina page} +++
¢ {selina page) +4+4
20 (sslina pags} ++

20 (salina page)

++ (trophozoltes presentes)

\’59
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10 {sslina »age)}

40 {aalina page}

0 (salira Efaiocldglca) +H+
0 [(zallna f£isicligical +++
20 (malina fiszloldgica) -
20 (salina fisioldgica) -
40 (salina fiezioldgica) +4+4

20 [salinm fiwiologliza)

++ {trophozoites presankas)

Tabla 9: arscimisnto degpués da 48 horas de incubaaidn oon

EDTA tetrasodis

Concentracidn de BDTE mg/pl e&n

(golucion}

Cracinients 4= Acantiapncha

0 (saiine sage;

++ (Lkmophozoites prasenikas)

0 (zalina page)

+++{trophozoiies nreasentoa’

29 {aallna pagel

20 i{salina page)

40 (galina zage)

40 iszlina page;

b {saiina Fisinléglna)

¢ {smlinz fisiol&glea)d

Pe—

20 [malina figinlogica)

20 {salina fisislégica)

13 {palina fisislogical

43 {salina Fi=siclisgical
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Los resulbados demuestran gue 20-40 ng/ml (2-4% p/v) de EDTA
tetrasodic en salina Eisioldgica y page o5 aflechiva para
reducir, o eliminar  evskancislmente  poblacionas e
Acanthameaba desoufy de d4d acraa de waxposicidn. Laa
composicionee del EDTR tetrasodic precaradas gque ukilizan
agua cope disolvente También Ffueron efactivas  (datea no
mestrados). Eshos resultadza ipdican que lew composicicres
antigfpticas de l# nresente invencidn aon adecuadas pesrce la
aplicaciin como soluciones Zde remojo para warics instrementos
médlcos y dispositivoa, gque incluyen lentss Za contacto y
dispesilives dentslea, ortodonticos y/o pericdéniicos. Las
ccmposicicnes antisépricas de la presente invancifn Lawigién
san efectives para eliminar auvabansizlmente poblacicnes de
Acantlismpaba en ctras zZplicaciones, qua incluayen sistemaz de
distritucion y almacenamisnto de agua ds mar y fraaza, on
unidades de acondicionamisato de aire, ventilacidm y
¢alefaccisn, humidificadores, utidedss de didlisis, vy

gixilarea.

La mlimentacién ds la Acanrthsmaoebs g poblacion=s kacteriales.
Hoxctros por lo tento hemoss ensayade aeg%n ls  moilacisn
Eacieriana gue as krate con compisiclones EDIR ankisépticzs
de la pressnte invencidn pueden taner cualgeier efecco sabrs

la alimentacsifn dal Acanthanceta en la poklacléa baoteriana
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El efecto de Klabsiolla tratada EDTA totrasodio eon

Acanthamoeba

Mbtodo:

lncubar en una placa de agar sangre frasca ccn
Klebsiella edwardsii a 37%C 18 horas antes de engayo.

Utilizar uaa solucisn de depdgite de EDTA tetrasodio
(100 mgy/mL), hacer una concantracién de 22 y 44 mg/mi-
en solucidén salina Page.
Colocar 9 mL de cada concentracidn dentro da un tubo
de ensayo de vidrio estéril. Colocar 9 al de solucidn
salina page estéril cdentro de otro tubo de ensayc de
vidrio estéril para actuvar como un control.
Hacer une suspensidn de Klcbsiella edwardsii en 6 mhL
de solucidn salina page estéril. Rjustar a estindar
McFarland 5.

regar 1 mL de la suspensiédn a cada dilucién serial
y al control. Debido al Zfactor de dilucién de la
suspensién de xlebsiella c¢ada concentracién serd
ahora de 20 y 4Q¢ mg/mL. Bl control todavia no
contiene EDTA  tetrascdio. Repetir todas las

concentraciones en soluclién saslina fisleléglca.

\“55
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o Centrifugar para mczclar., <Cada tubo debe ahora
contener una suspensién de Xxlebsiella en McFarland
0.5,

e Incubar los tubos a 37°C durante ia noche.

e Al siguiente dia centrifugar les tubos a 300 rpm
durante 10 nminutos. Desviar el supernadante; agregar
10 M1 de soluclén salina fresca ¢ solucién salina
page, resuspender vy recentrlfugar. Desviar el
supernadanta en 1 nL de solucidén salina o sclucién de
page.

¢ Raspar .a superficie de la p-aca de Acanthamoeba vy
sugpendarla eon 1.5 mlL de solucién salina page.
Centrifugar,

e Agregar 200 ulL de la suspeanslén de acanthamoeda a 3
tubos que contienc 9 ml de solucidén salina y 3 tubos
que contiene 3 mlL de solucién salina page. Briquetar
cada tubo como si ellos tuviaeran las concentraciones

ZADTA utilizadas oen la incubacién con Kleksiel.a.

* Agregar . a1l de Klebsiella resuspendidc a8 el tubko

aproplade qve contiene Azanthamoeba.

» Colocar l1los tubos de ensayo dentro de un incubadzr a
30°C durante 24 horas.

e Fijar otra conjunto de tubos para incubar Klebsiella

con EDTA a 37°C, durante la noche comc se hizo

antceriormente.
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» Centrifugar despudés de incubacién cada tubo gue
contiene la Acanthamceta durante 10 mirutos a 3000
rem.

s Verter ¢l supernadante y reauspender el granulo.

e Colocar 1¢ ulL de duplicado a cada dilucién y al
control sobre una placa agar sin nutrientes con un
paato de klebsiella. (no incubado con EDTA}. Torter
una ranura hacla abajo del centro de cada plato para
evitar la miqracién vy colocar 10 uL de la dilucldn
que se ensaya en c¢ada lado.

e Marcar cada sitio de inoculacidn con un mesfero o
marcador negrc.

¢ Incubar placas 390°C,

e« Controlar el crecimlento del Acanthamoeba mediante la
vigualizaclén de Zas placas que utilizan un
microscopic de luz de pieza de ojo de magnificacién
X10, partiendo en cada sitio de inoculacién.

e Ceo.cuar el restante de la suspensidn de Acanthamosba
dentro de un conjunto de tubo2s que contienen sgliucidén
salina fresca o soluclién salina page fresca.

e Lavar y resuspender la Klebsislla, gque ha saido
incubada durante ia noche ccn el EDTA, como sc hizo
antariaormente y agregar a cada tubo apropiado gue
contiene la Acanthamoeba.

e Incubar los tuboss a 30°C durante la noche.
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Después e incubacién centrifugar cada universal
durante 10 minntos a 3400 rpm.

Varter el supernadante y resuspender cl granulo.
Colocar 10 uL de duplicado de <cada dilucidn y el
control sobre uwna placa de agar sin nutrientes ccn un
pasto de klebsialla (no incubado con EBTA). Cortar

una ranura hacia abajc del cantro de cada placa para

evitar la migracién y colocar 10 uL de la dllucién

que se ensaya.en cada ladgc,

¢ Marcar cada sitio de

marccador negre.

e Incubar placas a 30°C.

insculacién con un easZero ¢ un

¢ Marcar el crecimiento de 1la Acanthamceba mediante

visualizacisn directa de las placas utilizando

nlcroscopic de luz de

X10, partiendo en cada

pieza de ojo de magnificacién

sitio de inoculacién.

Tabla 10: cracimionto de Acanthamoeba después de 24 horas de

incubacién con Klebsiella (praviamente inocubada con EDTA)

Concentracién de BDTA mg/mL en

Cracimientc de Acanthamaeba

(sclucidn}
0 (salina page) 444
0 (salina page) —-_—
20 (salina page} 4+

\”)b
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20 (salina page) ++
40 (salina page) ++
40 (aalina page} -

¢ {salina fisiolégica) ++4
0 (salina Zfisiolé6gica) +++
20 (saiina fisiolégica) 4+
20 (salina fisioldgica) ++
41C¢ (salina tislio.dglcal -

40 (szalina fisioldgica) -

Tabla 1l: crecimiento ds Acanthamooba despuéa da 40 horas ds

incubacién con Klebaiella (previamente incubads con EDTA)

Concentracién de EDTA mg/mi cn|Crecimisnto da Acanthamoeba
{solucidn)

0 (salina page) +++
0 {salina paga) +++
20 (salinra page) +
20 (salina page) -
40 {(salina page} _
40 (salina page) -
0 ¢(salina fisiolégica) ++4+
C {(salina fisiolégica} ++4
20 (salina fisiolégica) -
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20 (salina fialplégica) -

40 (salina fisloligica} -

40 (salina fisioldgica) -

Estos resultados demuestran que 81 crecimientcs que el
cracimiento de la Acanthamoeba puade ser datenido y las
poblaciones de Acanthamoeba pueden ser austancialmente
eliminados al trartar las goblaciorea bacterianas en laa
cuales ellas sc alimentan con composiciones EDTA antisénticas
de Ja procedente invencidén. Las composiciones  EDTA
antisénricas que tiene una concentracién EDTA tetrasodic de
antre 2C-40 mg/mlL (2-4¢ p/v) son efectivas. La utilidad de
las sustancias de composiclones antiséptlica de la presente
invencién para aplicaclonesa tales como sciuciones de enjuague
para varios inatrumentos médicos y dispositivos, 1incluyen
lentes de contacto y dispositivos dentales/ ortodénticos/
periodanticos, asi como tamblén otras aplicaciones Lales como
slatemas de distribucién y almacenamicnto de agua de mar y
fresca, eaen unidades da acondicicnemiento de ailre vy
ventilacidn, humidificadores, vunidadas de didlisis, ¥y

similares.

Ejamplo 5

8¢ condujeron  experimentos para determinar si las

conposiciones de EDTA tetrssodlo evitan la unién de, vy
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adherencia a, los tubos de asilicio de microorganismos. Si la
uri6n y adnerencla a los tubos de sillclo de micreorganismea
sc pueden aevitar, la formacién de biopcliculas sa puede
reducir. El protocolc experimental utilizade y los resulzades

obtenidos se suminisiran adelante,

e Llenar secciones de 1 cm de tubos de allicio con cera
furdida paras sellar cada endolumen, cndurecida a 4°C.

o Colocar 4 smccicnes dentro de 30 mL de solucidn
salina amortiqguada con foafato estéril (PBS) come un
control. Cclocaer 8 seccicres dentro de 30 mL de EDTA
tetrasodie 4%.

e Después de 30 minutas, cclocar las 4 secciones dec lcs
PBS y 4 de las seccicnes del ELTA tetrasodic 4%
dentrc de contcnedores limpios en un bicque caliente,
y permitir secar.

e Transferir las 41 secciones restantes dentro ds 30 mL
de PBS eskéril para enjuagado, luego se i1e permite
sacar al aire como se hizo anteriormente.

¢ Una vez secado colocar todas las 12 scccilones dentro
de cultivos de 10° cfu/ml, cultivos de organismos
mezclados {cultivadas durarte la nocha de Kiebsiells
pneumoniae y crecimiento CNS en nutrientes fundidos a

37°C), incubado a 37°C.
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e Despu¢s de 30 minutos ss remieven 2 seccioncs de cada
tipo y se enjuagan en 2 x 30 =L de PBS estéril. Se
seca al aire como we hizo antcriormente. Se urilizan
lavados separados y frascos de secado para evitar
cada tipo de ceortaminacidn.

» Cologue cada acccién dentro de 1 mL de PBS en un tubo
3¢ centrifugado,

se sonica en un pafo de agua de

sonicacién durante 15 minutos.

Se coloca cada tubo en duplicado en 21 inoculador de

placa automdtice, 50 ulL en una dilstribucién lcg.

e Se cclocan duplicados de placa en cada tubo diluido
/10,

e Se incuban las placas &2 37°C durant®s la noche. Se lsen
conteos de co.onla er un lector de placa automdtico

protoCOL. Se repite después de 6 horas.

Los resultados para el control y las secciones de carcActer

@

tratadas con EDTA sc mueatran adelante.

Tabla 12
Tipo dc Tipo de Nuxnero de Centeo de Contao de
seccidn de | incubacién | secciones | colonia an | colonia en
catéter de catéter NEAT 170
(cfu/mL) (cfu/mL)
Control 30 min 1 240 0




WO 2004/108093 70 PCTAS2004/018009
.- 000141
220 0
centrol 30 min 2 280 1
140 0
fontrol 6 horas 1 1480 D
1120 ¢
control € horas 2 5200 7800
5467 5800
EDTA Sccadc 30 min. 1 240 1332
con aire 400 800
EDTA Sacado 30 min. 2 267 0
con aire 720 0
EDTA Sacadc 6 horas 1 1280 16800
con aire 2120 88400
EZCTA Secado & heoras 2 2240 2.333
con alre 2340 16000
EDTA 34 nin. 1 267 Q
Enjuagado 379 0
EJTA 30 min. 2 1040 0
Enjuagada _ o 0
FLTA 6 horas 1 1980 9600
Enjuagado 1749 12800
EDTA 6 horas 2 3600 19¢00Q
Enjuuagado Jaéo 8600

Los resultados de la solucién EDTA pura se encontrarcon ser

més reproduclovles,

adicionalmente.

y cstas fueron por lo tante analirzadas

Ccnmo las secciones se colocsron en 1 mlL de

solucidén, los conteas por mL son igquales a los conteos po

sacclén.
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Tabla 13

Tipo de seccidn de

Conteo medlo de

Conteo madic de

catéter coleonia deapués de | colonia daspués de
30 minutos € horas
{ cfu/seccién) {cfu/seccidn)
Cantrol 880 Jil?
EDTA secacdo al aire 407 1745
EDTA enjuajado 121 2745
Tabla 14

Tine do seccién de
catétar

& de reduccidn
media an
cfu/seccidn del

centrol deapués de

§ de reduccién
medla en
cfu/seccién del

control después de

30 minutos 6 horas
ECTA accado al aire 53.E% 47.4%
EDTA cnjuagado 52.2% 17.3%

S8 rapite duranie 24

horas con Klebsialla+CNS:
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Tabla 15
Tipo de Conten medio Conteg medis Contao medico
sacaldén de da zolonle de czlomia da colonia
catekbay fiezzpués de 30 | despuds de & ]| despuas de 24
minwtox horas haras
(cfu/seccidm] {efu/sececidn) {zfuSsezcidn)
Control ar? 9z20% 15308
BECTA secadc 273 3729 70370
dal aire
EDTA enjungado 474 5159 71051
Tahlsm 18

Tiph Ha
asccisn d=

catéier

Poxcentaje %
da reducoldn
mecio en
esfufsecsidn de
control

daespués de 30

Porcerntaje %
da reduccion
medio en
cfu/seceidn de
on b e,

después e

Parzentaje %
ge redzccidn
nedlo an
cfu/secocldn de
canteal

degpuits de 24

minutos €. huras horas

EDTA secads 27. 4% 53, 8% 33.5%
del ajra

EDTA &njuvagado +25.7% +31.9% 27.2%

+denzta lnzremento =0 el medio cifu/seccisn de contral

Resultadss para Pssud-omonas asruginoaz:

Tabla 17

1!-5:5
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Tipo da Contes medic Conteo medio Cantes mnedla

secclidn de

de colornia

de colonia

de czlonia

catéter después de 30 | despuds de 6 | despuds de 24
minutos horas noras

[efu/aacaion) tcfufsmccidn) fefu/saceion)
Controci BAQD 342994 1290050
EDTR merado 410E 30000 474494

del aire
EDTA enjuagado 3200 1537580 1150000
Tabla 19

Tipo de
Eeccidn de

catétier

Porcentade %
de reduccidn
medio an
cfu/seccidn de
cankral,

después de 3D

Pcroentale 2
te reduoccion
mesis on
wfn/secclsn de
gontrol

daspuds de

Porcentaie &
de eaducelon
medio en
cfu/saceldn d=
caencral

después de 24

minuvtos 6.horas horas

BOTA secado 35 p 9.2 65,2
dal alre

EDTA enjuagada 14.19 55.0 1C. 8

Estos rwiultadoz demuesbrzn que a3l menos una raduccidn de

términc corto aa las peblacionas bacieriaias 2n secclones de

catdkar spjuagadas y secadas al aire.

Ejempls &

Valores MBZ altarideos cuando ss ocombinag EOTA tetta=mcdio con

stansl
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Solucienes gue Liencn un range de concenkracicrnes de EDTR
teirasodic ¢9,0.1,0.5,1,2,3,4 ¥ 8 mg/al, p/v)=e C[ormularon
con agua ¥ etznol (para legear concentraclones finales da
etanck d& 90,0,1,0.5,1,5,10,20 y 40% en aguaizara ansayar la
affirdria Se splucistas EDTE  solea, Ssolucianas da z2leshol
solas, Y% sciucicnes de EDTA=alcohal. Ias soluciones de
dapbdsits concentradas de EJTR teCtrasodis se prapacaron  an
agua d=stllnda ¥y 88 agzego etanol a las sciucionss de
Jdendsallo acuoso concwntragZo para sumlnlscrar ia concentraciés:

de ctanol apraplado.
Mitodo:

& (Cultivo de un organiamc er nutrisste fundids durante
la neche & 37°C.

¢ Solucionem na depdsize de alcohel y EDTR tetrasodic
=2 uvtllizan para llenar un patréon de rejills en
placas de % pasca [ wna wor cvlblved, quo utitizs
soluclases EDTA que tienen 0,0.1,0.5,1,2,3,4, y §
rg/ml  de  conzenivacién  de  tetrasedio, piv,  en
solvenkas de alcochel isapropllo  gue contisnen

N,0.3,0.5,1,5%,1%,20 y A0% de alcohol, B/v =n Zyua.

de organizwcs a i x 10% cfu/ml,
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» En pericdos de tiempo de 5 minutos, & horas y 24
horus cada ToBe se Gultiva 21 colozar dna tapa de %6
pinez sobre la placa (y denktro de cada poso} luego se
Lransfierse la Lapa a placas de 96 posos, que
contienen 300 =L ghe nutrisntes fundides frescocs en
cada oeso. S9e¢ incuba dursptée la nsche a 37, aea
incube cafa pilacs inoculim a 37°C durankts #l perieds
du irscubacidn.

m %4 registra la turbidez de cada poso desputs de 24

horas.

Los resultacles de varlor organiencs de muwstran adeliante.

Tablas 19

Organismo EDTA Alcohol MBC FTTA Lakra-

Tetrasoaclio MBC (%) sodic NBC

[mg/mL] (my/mbL} +

alcohol (B)

E.cild 3 15 0.5 y 0.5
2roteuz Ep-. 3 iD 2 ¥ 1
CH5 [I) [ ip 2y1
Kisbslalia sp, 3 10 1¥1

Stephilzcacus 0.1 0.1 0.1 ¥ 0.1

aurena
FSannomonas 2 12 2 Y1
5P,
CN2 {iI! B 10 D.5 ¥ 0.5
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Las soluclonez EDTA tetresodie on agus fuercn mAs wlfeccorivas
al matar los m!.:r:;urganlsmas enzayados cue estazan en las
soluciones ds etanel {sclas). Ta combinacldn de acluciones de
alrohol an ERTA tetrasodic matéd microorganismns snaayados en
las ceoncentcacicnes méx hajas. Mis bhajas. El EDTA zetzasodia
2 mg/mL (0.2 mfv) en 1% de uoluciin de aleohol suministro
excelentes resultadss y tuvieron vn wlécto bacteriolZa aokze
todog loa crganlsmos enaayados. Esta solucidm ankisdéptica es
efectiva & concentracivr#8 nas baias dJde =OTA tetrasodio ¥
gbanol e las salucliones de EDTA tetragscdio en agua =olas o
etancl sclu, Adicionalmente, ws wfectivo en coskbos, segura y
mpmvenlente pera  fabricar y usar.  Las  composicluiws
antisépiizas da la presenis invencifs para aglicacién kdpica
asi comprendan Sales de 3IDTA &0 un zclvente acucsp maxclado v

eLansi,

Ejenplo 7
3olnbilidad de EDTA tetrasodio an otanol y efecto scbhbre el pH
La wolubilidad del EDTA tetresodic en etanol se ensaye, y el

pH d= wvaris soluclonas de Tetrasodic en solventes de aazohol

ge midic.
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» Se peso EDTA tetrasodic en duplicados a través ce
rangos 10-10¢ mg en 1.5 ml de tamafos de tubos
Epvendcrf. 1 mL de 74% de etanoi se agreqo a cada
tubo y 3e centrifugo durante 3Cs.

e Para cl conjunto duplicade de EUTa tetrasodioc pesads,
0.5 mL de agua destilada estéril se agrego y se
centrifugo, seguido por 0.5 mL de 74% de etanol.

s Cada uno de los tubos de EDR tetrasodio se ensayo

para p¥ en donde se observo sslubilidad.

Les resultados experimentales de mostraron gque el EDTA
tetrasodio era completamente insoluble en 74% de solucién de
etanol. Los resultados demostraron adicionaimente que, cuando
se disolvié el tetrasodic en agua destilada en
concentraciones en el range de 10-100 mg/mL, p/v, el EJDTA de
tetrasodic restante s8 mantuvo en la solucidn luege de la
adlcién de etanol. Una técnica preferida involucra asi
solubilizar las sales de EDTA en una primera solucisn acuosa,
y luego agregar etanol u otro sclvente arn el que las sales de
EDTA son menos solutles o insolublesa. Preparado de esta forma,
las soluciones de sal de EDT?A se esperan gue gean estabies
durarte el tiempo. Los valores de pH medidos para vaclas

soluciones fueron son como slgue:

\

ud
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74% da etanol, solo pPH 7.8

Agua PH 7.1

+ 10 mg de EDTA tetrasodic PR 9.0

+ 20 my de EDTRA tetrasodio pH .0.8

+ 40 mg de EDTA tetrasodio pH 1%

+ 80 mg da EDTA tetraacdio pH 11.15

+ 100 mg de EDTA tetrasodio pH 11.25

Ejemplo 8

Efacto do auto a 121°C en solucionaes EDTA tatrasodio

5a ensays el efecto de la auto clave en soluciones de EDTA
tetrasodio para determlnar B5i el antoclave puede Ser
utilizado pars esterilizar scluciones de ENTA tetrasodio
antes de uso. La metodologia utilizada y los resultados se

dascriben adelanka.

e Fabricar duplicades de 0, 20, 80 y 100 mg/mL de EDTA
tetrascdio en agua estéril y nutriente de agar
fundido estéril a 50°C.

e Jejar uwn conjunto a temparatura ambiente ({sin
casentary y un conjunto en auntoclave (calients).

s Colocar al slguiente dia tcdas botellas de agar sn un

vaporizador para fundir durante 40 minutos.
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Modicién de las zonas de difusién:

» Utiiizande un perforador de corcho se perforan dos
huacos en 16 placas de agar con sangre fresca.

* Se hace 2na suspensidn de 0.3 Mcfarland de CNS y se
expande utilizandoe una conmpresa estérii sobre lag

placas para crcar un linés.

e 1% uL de soluciones de tetrasodlo en pipetaz ase
colocan en los agujcroas perforudos en duplicado y sa

incuban a 37°C durante la noche.

s Al sigulente dia se miden las zonas de difusién y sa

regiastran los resultados.

Los resuitados, medidas en tamafios de zona (mm) se presentan
adciante. Los tamafivy de 2zona de 1los controles Cueron
sembrados contra concentracion, parca permitir la
determinacién  de concentraciones EDTA actuales en las
muestras de ensayo, que también se presentan adelante. EsgTos
resultados demuestran cue el aukoclave de las zomposiclones
EDTA tetrasedio, si estdn en agua estéril o en agar, no
afectan materialmente la actividad antimicrobiana de las

composiciones EDTA tetrasocdio.

\

LD

J
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Concentracidn EDTA an EDTA en ELCTA en EDTA en
de EDTA ng/mL agua auzoclave agar autcelave
estéril de agua de agar
{controcl) estéri)
0 0 ¢ 0
0 0 0
20 3.2 11.6 13.% 12.7
13.2 1i.6 13.5 12.7
80 16.1 15.2 17.2 15.3
6.1 15.2 17.2 15.3
100 17.1 17.0 17.1 16.4
17.1 17.0 17.1 1€.4
Tabla 21: concentracién actual da EDTA
Concentracidn EDTA en EDTA en EDTA an EOTA en
de EDTA agua autoclave agar autoclave
irieial astéril de agua de agar
efacto mg/mL | {control) esréril
0 0 0 c 0
20 20 16 26 19
BC g0 60 101 62
100 100 28 100 83
Ejamplo 9

Efacto de antoclave on 121°C en diferentes formulaciones de

EDTA
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Ensayamos el efectc de 1la autoclave an diferentes
formulaciones de soluciones EDTAR para determinar si el
antoclave pucde sgser utilizade para esterllizar varias
soluciones de EDTA antesa de vso. La metedeicgia utiiizada y

los resultados se deszriben adelante.

Mbétodo:

Construcoién del agax:

e Colacar 50 mL de solucidn de agar nutziente dentro de

botellas de vidrio estéril 7x100 m-..

¢ No agregar EDTR en polvo a la primera soluciédn
{marcada 0).

e Agregar 2000 mg de EDTA en poivo a la segunda botella
imarcada 40 mg/mL auto).

s Agregar 4000 mg de EDTA en pclvo a la tercera botella
{(mazcada 80 mg/mg auto).

e Agregar 500 mg de EDTA en polvo a la Cuarta botella
(marcada 100 mg/mL auto).

o No agregar EDTA a las botellas 3,6 y 7?7 ({nsro
etiguezar las 4¢,80 y 100 mg/mL 1C0 autcclavaes),

dejarlas a temperatura ambientLe.
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®* Hacer esto pars cada formulacidn ZDTA para cnsays, y

autoclave para todas las bo%tellas, narcar auts, a
121°C durante 20 minutoa.

o Al aliguiente dia, colocar todaz las bo%ellas en un
bafio da vapor para fundir el agar para vertido.

o Una vez fundido, permitir enfrlarse a 50°C antea de

agregar la cantidad apropiada de EDTA a las boteliaa
etiquetacdas SIN autoclave. Tcdas las botellas estdn

1istay ahora para ser ensayadas.

Medicién da las zonas do difusién

o Utllilzar un perforader de corcho, perforar dos

aqujercs an 7 placas agar con sangre freaca.

 Hacer 2na suspensidén Mcfarland (0.8 de CNS vy
extenderla utilizaado una compresa eatéril sobre las
placas para crear un linén.

o 150 uL de pipetas de cada botella dexstro de dos
agijeroa separados &. incubado a 37°C durante la noche.

e facer esto para cada farmulacién EDTA.

¢ Bl siguiente dia sc miden las zonas de difusién y se
regiatran los resultados. Los agujeros duplicados se

utilizan y se hacen dos mediclones por zona.
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Sclucicnes EDTA ferricas y aipricas no producen ningina zona.
El efecto de calentar luego cstas soluciones no puede ser por
-0 tantc madide al utilizar este método. La medicidn de los
taraflos de zona para socluciones EJTRA di-amorlo, ZDTA di-
potasic y EDTA magnesio se suministran adelante. Lcas tamaflos

de 2ona de los controlas

(sin ctalor) se cultivan contra

concentracion permitir detarminacidn da las

para
concentraclones de EDTR actuales en las muestras de ensayo

{calientes), y se suministran los resultados.

Tabla 21: tamafios do zonas (mm)

Concentraci EDTA EDZA EDTA EJTA EDTA EDTA
4n de EDTA Di- Di-~ Di- Di- nagnesi | magnesi
(g /mL) amonio | amonio |potasio|potasio| o no o

ne calient no calient |calient |calient
calienrt ] calient e a -
e e
Q 0 L( D V) ] 0
0 0 0 C 0
0 0 0 0 0
0 0 D 0 a
40 18.3 17.9 16.2 15.5 6.8 10.6
16.3 17.3 16.2 15.5 6.8 1C.6
8.3 | 17.9 | 16.2 | 1s.s 6.8 10.6
18.3 17.9 16.2 15.5 6.6 10.6
EQ 19.7 19.7 19.9 18.3 1C.0 10.8
19.7 19.7 18.9 18.3 10.¢C 10.8
19.7 29.7 19.9 18.3 10.0 lo.8
19.7 9.7 18.% 18.3 10.0 10.8
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100 20. 0 20, 6 18.2 | 20,0 3.3 il.§
20.0 20. 6 18,2 20,0 8.3 1.8
20,0 20,6 18.2 20.0 .3 11.38
20.6 20.6 16.2 20.0 g.3 11,8

Tabla 22: valorves actpales de EDTA con autoolave

Concentracién | EDTA Di-amsnlo ERTE [Ri=- EJTI magncosio
da EITA mgy/mh caliente Fozasio céaliente
calianksa
0 ] ) 0
40 30 g »14D
20 20 7 =140
1a0 150 >140 140

Los reaultados domuestran gia al sukbcolszve ne disminuyve la
aficacia de la mayoria de composiciones da ga’l EDNTA. El
sutaclava de las composiciones antiladpticas de la presonte
invencidn pueden por lo tarmio aer llevadas a rcabo ziguiendo
la prepsrscion parse suministrar coomposiciones antliaépticas

aentérjles.

Eiempla 10

Valoxee da pE do salas EDTA, elorure da calodo y citmats de

podic
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lws velores de pH da varias galuciones de 5al EETA, Claroro

ce calcio, y ciirato de socdio, qQque atizan acua destilada como

sl solvante y  ooncantesclenes espuscificas

resultazos

EDTA

EDEA

EDTR

ELFTA

ECTA

&8 muesziran adelants=,

acido Libra 10%

Di-aaqnin 10

\ 3ndio calcizs 104

Di-potasio 10%
echre 10%

Lakeasodio 0%
tetrasodio 2%

TS nencrallzadz clommueo de celala

S lprurs Se calcio, i xmolar

Citrato de sodio EDR,25%

Confirmacién de

Lag proplesades anticoagulanbas

Ejempla 11

EDTA

LE

pH
pH
PH
BH
pH

ptl

las propiededes antincagulants ds

vaprlElcaron pkilizando la siguisnte metodologim.

Bétodo:

mid=, Lo=m

jalsciones

da la ssiuciones EDLNTA =se
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¢ Alicpotas de 100 plb de un rango de concenlrrasiongs
{0.5-100 mg/ml) de solucisrea tetrsscdio ¢ EDTR Di-
podic, ajistadas un pH de 1li.0-11.&, sa colocucon an
tihos plasticcs tepacos.

¢ 30 pL da zangre Tresca de veluntarices saludablas sa
agrego a cada alicuota de gelucionez pezcie
gentilments mediante inmerzlém d= loa tubos con

sangre a lotacrvalos xagulsgesn.

Les resulbsdod  ravelarsn cue los bubos de conkrol qus
sontenilan sangre 3in sciucidn de EDTRA tiene tiempoa e
goagulacién de 10=23 minutos. Los tubos gque contienen
sciucicnes de EDThR di-sodlo todas zienen fisnpos de
soagulacidn en excess de § dias. Les tubos de EDTA tetrascdio
que tlene une concentracién wmavor de 1 mgfwl Kienan tlampes
de coacuiacidn en smcess de % dias. Lea Tubos de ELMTR
tetrasodio gque tiene uwna cencenkragién de 0.5 mglob
coegularon @ 28 minutoa. Bl EDTA tetrasodio e=s pcxr 1z tanto
efective come wn aniicoagulante en concenbraclones an eximas

de 1 mg/mL (1% pfv).

Eismpls 12

Omwolaridad da las suspensiones do sal totrascdio
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La osmolarided ¥ la 1isis da Zélvlax rojas de sclucicnes EDTA
tetrasndiz en aguas y solucidn salina fislolfglca que tienen
variaa concentracivnes ¢ ensayo uiilizando técnicasz de
laboratoria eatindar. La lisjis da& células rojae e ensayo al
agreqgar 30 ul de EJTA dJdg sangxe on z mL cada concenizacidn de
cacde enlucidn dorante z horaa. E) rsngo de ospeplaridad de

pleema cra de 275=295 m/esmel.

Tabla 23
Osmolaridad Lisis de calwla
(S osinol} roja
2% deo EDTA tei so0d en 142 ++
aqus Dislb
15 de SDTA tek sod en 277 *
agua Diaz
2% da EDTA tet sczd en 219 +/-
golucisn salina
fisiologica
4% da FOTA tet asod en 438 -
szlucidn malina
fisiologica
Ejemple 13

Eficacia do las tras snlas FOTA en 1la disaluocifSn de sristal ea

de orina artificial (AUC)
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Un prchlema onn cacéteres urinarios o2 gue los cristiales de
orins tienden a acumularee en la sup=cficis del catéter. EL
depasito de loe crist4lea de orina poede peemover la
tolonizacisn microblana yio la formesids de hiopeliculas, asi
como tembién reducir el filuis @ través del cetéter. Seria por
lo tantc degesbls wurilizar una compoeicidén sanitariz en
r-alac.i.érl ann log caisieres urinarlos gue redocen la feswracldn
da cristales de orina. La eficacia de lsg tree 2cluciones de
gal EJTA acbre la disolucisn de crigtalez oe grinm arcificial

ue engayo uitilizendo la mertodologia descrita adelante.

Materiales:

Orina artifizisl en contanccdozes unlversales plasticoa
de 2% ml con ursasn, insucada a 4%°C durente 7 diae.

Z Bolvcitnes EDTA tetrascdie, di-amenio, di-potasic a 100

My Aol .

Método:

s Cenbrifugar cristaies de orlna artificial z 4000 rom
durante 2 minutos.

¢+ Decantar el] aupernadante ¥ lavar Jocs crlskalas en

agum sefuide por centrifugaciém.
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¢ Trag suspendsr 1o corlstales a 1 mf en agua vy
alicuptas de 200 ul denirz de 4 contsnedoraes
universales.

L _-'-"-_greg'ar.-‘l mh da 100 my/mlL de aclucidn de cada =al
EDTAR v aAagua como un contzol & cada undversal a
temparaiura Anpienta.

¢ Duspuls de L,2 ¥,.,3 horas osbservar visuvsalmenka 1la

dizclucidn d= los crilsktales comparade con el contral

Loz resulitados s= muestrzan adelanks. Tedas las solucicnes de
zalex EIPA  reducen los depisitces S eristal de grina
comparadoe oo una solucidn acuoss. Las solucicsss de aal
ZDTA scoh pecr lo tTante adecuadas para u2o con catéteres

uplrarins.

Tabla 24
sclucisn Penbsitos de cristal
Aqua+Alc Y
EDTA tetrasodis+RiX 44
Di-amceaio+ald +
M-potsslothl +i-
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Todas las referencias citadas aqui, que incluyen ccferencias
de patente y no publicaciones de patenze se incorporan agul

come referencia en au totalidad.

MienLras en la anterlsr especificecién esta invencién se ha
descrito con relacisdn a ciertas mcdalldades especificaa vy
muchos detalies se han establecido para propdsito de
llustracién, serd evidente pura aquellos sxpertos en la
técnica | gue la invencién suscep=ible dea modalidades
adicionales y que cilertos detalles escrites anui pueden
variar considaerablemente sin apartarsa de lcs principlos

bdslicos de la invencidn.
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PEIVINDICACTONRS

Aeivrindicamas:

1.

Una &coneidn antiazéprloa que comprande al meancs una
sal de acida tetraacéticoe diamingetileno (ERTAY en

ne cocncanlbrscidn de al menss 0.01% pfv v 21 menos un

o=

gcivenke, an Zonde Jla solucidn Rjiene un pH de al
inenos 6.0 y pesee actividad bactericide cocrotrxa uon

apiin espectro da bwoterias,

La solucldén de la reivindicacidn 1. o donds la

solucién tiene un pH entre 8.% y 12.5.

.La s=olucifin da la relvindlzacidn 2, en Zomdde la

sclucidn Liene un pt enktre 3.5 y 11,3,

La solucidn de lza zaivindicacisn 3, en donda lw

solucién tigne un pH enkbre 10.%5 y 11.5.

La spluclésn de la reivindicaciédn 1, en donsa 4l menss
una #al de EDTA se seleccions a partir dst grups gue
consiste da EDTA  disodio:r EDrCA  trisodioy E2TA
tatrasodio; EDTA amonizr EDTA Jiamonie; EDTR potasion
ECTA dipozasts; SDTh disedico ohpricor EBOTA discedio

magnesio; EDTA sodlo férrizo y ccmbinsiciones de aestos.

\

fu

b
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€. La solucién de la reivindicacién 5, en donde al menos
1 sal de EDTA se selecclona a partir del é:upo que
consista de: EDTA triscdio: FEITR tetrasodio; ¥y

combinaciones de estos.

7. La solucisn de reivindicacién ., en donde al menoy
una sal de EDTA estdé presente en una concentracidn de

0.2% p/v a 10% p/v.

8. La solucidn de la reivindicacion 7, en donde al menos
una sal de EDTA estd presente en una concentracién de

0.2% a 6.0% p/v.

9. La sclucién de la rcivindicacién B, en donde al menaos
una sal de FDTA esté presente en una concentracidn de

0.2% a 4.0% p/v.

10. La solucisn de la reivindicacién 1, sn donde el
solvente se selecciona a partir del grupo que

consiste de: agua; solucién salipa; alcoholes; y

combinacicones de estos.

1l1. La solucién de la reivindicacién .0, en donde el

solvente es una combinacién de agus y etancl.
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12. La s30luclién de >a reivindicacién 11 en donde la
salucién comprende eLanol en una cankldad de G.1% a

108 v/v.

13. La sclucidén des la relvindicacién 1, en dende la
solucién pcasee actividad baztericlida econtra bacterias

en fornas plancténicas y en formas deshiles.

7

14,/ La soluclén de la relvindicacidn 2, en donde la
solucldn poace adicionalmente al menocs una propledad

seleccionada del qgrupo qua consiste de:

(a)}Actividad anticoagulante;

(b}Actividad fungicida contra patdégencs fungosos;

(¢}Actividad Lnhibitorls contra infecciones Cde
protozcos;

(dYActividad iahibitoria contra infecciones de
amebas;

{e})Seguridad y Dbiocompatibilidad, al mcnos en
ve.imenes modestos, en contacko con una paclente;

(d) Seguridad y biocompatibilidad, a. menos en
vplimenes modestos, en el flujo sanguineo de los
pacicntes;

{a) Seguridad Y compatibilldad COT. objetos

industriales y supecficies.
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14.

15.

16.

17.

18.

19,

//?

s solucién de la reivindicacién 1, en donde 1la
solucién es estéril y libre de plrdgencs.

Una forma scca de la solucidn antiséptica de 1la
reivindicacién 1 gue, luego de reconstituciédmn con un

solvante forma la solucidén de la reivindicacién ..

Una formulacisén de la solucidn de la reivindicacién
1 qgue es adaciada para aplicacién toplea a las

superficies y otjetos.

Una formulacién de liberaclién en al tiemps de la
solucién de la reivindicacién 1 que suministra
actividad antiséptica durante un perxiodo de tlempo

extendido.

Una solucién antiséotica que comorende un solvence y
al menos una sal EDTA de sodic en una concentracisn
de entre 0.01% y 15% p/v, en donde la s’ uclibdn tiene
pH de al menos 9.0 y posee aciividad bactericida

contra un arplle aspeclro de bacterias.

La solucidén de la reivindicacién 15, an donde el
solvente se seleccidn del conjunto que consiste de:

agua; solucidn salina; alcoholes; y combinaciones de

estaos.

g
7 - 000185

o

"
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20. Una solucién anktiséptica que congigte ascncialmente
de al mcnos una sal de acido tetraacésico diamina
etileno (EDTA) en urna concent.racién de al menos 0.01%
p/v y al menoa un solverte, en donde ia solucidn
tlene un pH de al menos 8.C y posee actividad

bactericlda contra una amplio espectrc de bacterlas.

21. Ia solucién de la raivindicacién 20, en donde la

solucidn tiene un pH entre 8.5% y 12.5.

22. La solucidén de la reivindicacién 20, en donde la

solucién tiene un pH entre 9.5 y 11.5.

23. La solucién de la rxelvindicacldon 20, en donde la

solucidn tiene un pH entre 10.5 y 11.5.

24. La solucidén de la reivindicacidn 2C, an donde al
menos una sal de EDTA ue selecciona del grupo que
consiste de: EDTA discdio: EDTA trisodio; EDTA
tetrasodio; EDTA amonlo; EDTA diamonio; EDTA potasio;
EDTA dipotasio; EDTA disodic cdprico; EDTA discdio
magnesalo; EDIA gsodio férrico:; y combinaciones de

estos.

25. La solucién de la reivindicacion 21, en donde al

menos una sal de FNTA se selecciona a partir del
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26.

27.

28.

23.

30.

31,

0001

grupc gue corsiste de: EDTA trisodio; EDTA telrasodio:

y cenbinaciones de estos.

La solucién de 1la reivindicacién 20, en donde a.
menas una sal de EDTA esLd presente an una

concenzraclén de 0.02% pfv & 10.0% p/v.

La solucién de la reivindicacién 26 en donda al
pencs una sal de EDTA estd prasente en una

concentraclién de 0.02% a 6.C% p/v.

La wmoluclién de la reivindicacién 27, en donde al
mercs una sal de EDTA estd presente en una

concentracién de 0.02% a 4.0% n/v.

La solucién de la reivindicacién 20, en donde Je
solvente se saleacciana a partir del grugo que
conaiste de: agua; solucidén salina; alcoholes; y

comblnaciones da esros.

La solucidén de la reivindicaciédn 29, en donde el

solvente es una combinacién de agua y etancl.

Ia solucidén de la reivindicacién 29, en dende 1la
saluelédn comprende elanal en una cantldad de 0.1% a

103 v/v.

¥ "
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32. La soluclén de la reivindicacién 20, en donde la
solucidn posec actividad bactericida contra bacrerias

en formas plancténicas y en formas deshiles.

33, El métode para inhioir el crecimiento ¥
proliferacién de una poblaciébn de al menos un
nicroorganiamos indesesado sobre una superiicle o
dentro de un objeto, que comprande poner ern contacio
la superficie o el obleto c¢on una solucidén de una

cualquiera de las reivindicaciones 1-31.

349. Fl método de la reivindicacidn 33, en donds el
microorganismo indeseado se seleccicna de 1os grupos
gue conaisten de poblacicnes microbianas; patdgenos
fungosos; poblaciones de protozocs; y poblaciones de

amebas.

35. El método de la reivindicacién 34, en donde el

microorganismo indeseado ea Acanchamoeba.

36. El métode de 1la reivindicacidn 33, en donde 1la
superficie u objeto se selecciona a partir del grupo
gue consiaste deo: catéteres: tubos y conductos médicos;
Gispositivos inlravasgulares; dlsposltivos wmédicos

implantados; Lnatrumentss médicos y wvetcerinarioa:
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lentes de contacte; implantes dpticos; dispositives
dentales, ortodénticos y periodéntices; lnatalaclones
para almacenamiento, distribucién y tratamlento de
agua; equipo induatrial; y equipc para preparacién y

procesamianto de alimentos.

37, Un método para inhibir el crecimlents vy
proliferacién de una blopelicula, gue comprende poner
en contacto la hlopelicula con una solucién de una

cualquisra de las reivindicaciones 1-32.

38. un recubrimiento para uso en la curacidédn de heridas,
er donde el recubrimicnto se impregna c¢con una
nolucidn de una cualquiera de las reivindicaciones 1~

32.
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COMPOSICIONES AIITISiPTICAS‘ METODOS Y SISTEMAS

Las composiciones antisépticas comprenden por lo menos una
sal de EDTA se describen aqui. Estas composiciones Lianen un
espectre antimicroblial y actividad antifungicida junzo con
oropiedades anticoagulantes, Las composiciones anllsépticas
tampién han demostrado una actividad en la penetracién y
rorpimiento dGe seta microbiano, a biopeliculas. Estos son
seguros para humanos usos médicos, y pueden ser usados para
prevenir la infeccién, o para reducir la proliferaciéa de y/o

eliminar infecciones existentes o sstablecldas.
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FIGURA 1A

I FITA dipolusio | BOTA g FDTA disoil EDITA tisodio . | FDTA sctruguriy

Crguniwmo MIC | MBC | MIC | WBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
R34 Buph,
_g& <05 1 <5 4 <0y 0.5 <N <0.5 <03 0.5
31 Bugh. -
| epitormidis w3 3 .5 2 “hs 0.3 B3 0.5 0¥ <05
361 Giaphr.
el <5 0.3 4 0.5 D5 <05 <b.5 <05 b
| 300 Sisphoespity | 0.5 H <05 L] ob§ . ¢ <15 035 0.5 10
336 Staph.Jentizy ‘j&_g 10 b ] 1 <05 k] <5 <05 <5 =05
424 Staploapitis | <05 § 0% 10 0.5 <03 <05 <5 <3 <5
128 Maph.
pimoiame <15 B k] io <05 1 <0.3 lﬁ D5 1
72 S i ¥ ] 1 ] <05 B5 | «<0S <205 =I5 .5
R47 2 e 1 g 1 1 10 <5 L} L] <05 5 &
K13 8 aureus 1 [ ] 1 <05 ]ﬂ <05 «0.5 L5 <03
R3 B.awrerm 1 1 15 =05 L) <A <35 — —
B S eorcus 1 ] 1 10 .5 <5 <0.5 <95 — —
Bl MREA 1 [ 1 ] 0.5 ﬂi .5 <15 0.5 <35

[
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FIGURA 1B

1D |EDIAtGpotage [FOTA dismonio] EDIA dBotn EDTA irsodio | EOTA terasodio |
| Onganisme wc [ mec | ac | mpc | mec | Mhe | wic MBC MiC MG
Rl MRSA 1 () 1 & .5 1 -5 35 g4 <05
R92 MESA 1 3 i =19 a3 10 <08 s 03 L]
593 MRSA 1 H 1 1 <h5 | «05 | <p§ <05 0.5 0.5
J57 MISA 1 s 1 | <5 10 «0.5 <05 <05 <05
as ] . L] 15 <035 100 <04 .1 0.5 F1
5 3 1 > . Xl 138 «0.5 2 < 1
<05 5 <5 15 <43 0.5 yL &5 [
L 15 i 15 <5 109 Q.3 1.5 <05 0|
1.5 15 £ >10 i 80 o 40 5 [
1 13 13 Eal] —— — [ J— [E— JE—
1 13 L i) 1 | w 4 0 4 5
1 >15 1 >10 1 60 " 4 :
1 >15 1 >10 15 50 w | = LS 15
i 15 14 >10 — — —_ anm— [— R

Faz.
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I
Organismo

1378, eol

B -

15

292 Ent. closoae

190 Eat. closose

L

>I5

722 Bat. cloaces

>15

R4 Steno.

| raakoghilie

>13

>10

720 Pecudamonas

>15

>10

<3

726 I'sendomonas

15

>10

<05

R75 Coryne.
lanwn

03

R23 Coryne.

177 Acinziobaoter
bewosadi

<05

<05

<0.5

a5

JA4 Acinetobester

60-70

>10

<03

R E ] Rk

<03

/73
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FIGURA 1D

D EDTA dipotasio | EDTA diamonio | EDTAdisodio | EDTAtrisodio | EDTA wtrasodio
Organivmo  |— T e ] Wac | MBC | Wic_| amC | _Mic_|_MBC_| MiC ] MBC
R16 Proteus
mirshilis <0.5 >15 «<0.5 >10 <0.5 50 <).5 40 <0.5 LS
RE1 Proteus
| wulgaris >15 | <05 | >0 | 5 | 15 { <05 40 PY) 8
R26 Proteas
mirsbilis 05 | 15 | w5 | >0 ]| «ws | 0 | <05 60 i 15

/3y
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ID MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Organismo ‘letranoelio Tetrasodiv Dipotasio Dipotasio Digmonio Jiamonio
196 Candida
afbicans 0.5 15 0.5 >100 0.5 >100_ |
J92 Candida
albicans 05 15 0.5 >100 05 >100
Myc. Candida
albicans 0.5 0.5 0.5 >100 0.5 >100
198 Candida
Incitanias 0.5 6 0.5 >100 0.5 >100
Myc, Cadlida
icalis 0.5 10 1 >100 1 100
Myc. Candida
Guillicrmundii 0.5 0.5 0.5 >100 0.5 >100
Myc. Candida
0.5 2 0.5 >100 0.5 90
Myo. Cendida
parapsilosis 0.5 8 0.5 >100 0.5 100
396 Candida
\_@m 0.5 8 0 100 0.5 >100
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FIGURA 3A
D EDTA disodio EDTA disadio EDTA sodio
Organismo clprico mugnesio Fémico

MIC MBC MIC MBC MIC MBC

824 Staph. epidermidis <0.5 <0.5 6 30 >20 >30
31 Stuph. epidermidis <0.5 <0.5 [¢ 30 >20 >30
301 Staph. xylosus <0.5 <0.5 2 >30 >20 >30
| 300 Staph. capitis <0.5 <0.5 1.5 >30 >20 >30
J46 Staph. lentus <0.5 <0.5 6 >30 >20 >30
$24 Staph. capitis <0.5 <05 _ 6 >3( >20 >30
RS Staph. simulans <0.5 <0.5 1.5 >3( >20 >30
72 S.aureur <0.5 <05 >30 >30 >20 >30
RS57 S.gureus <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
R13 S.aurcus <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
R30 S.surens <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
B S.aureus <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
R64 MRSA <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
| R51 MRSA <0.5 <0.5 >30 >30 >20 230
R92 MRSA <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
$93 MRSA <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
J67 MRSA <0.5 <0.5 >30 >30 >20 >30
RBVRE _ <0.5 <0.5 25 >30 2 >30
[Woods VRE >30 >30 >30_ | _ >3 >20 >30
S77 Entero-coccus faecium <0.5 <0.5 1.5 >30 4 >30
876 Entero-coccus faecalis <0.5 <0.5 >30 >30 4 >30
68 Klobsiella pncumoniac >30 >30 >30 >30 >15 >15
R351 Klcbsiolla pneumoniae >30 >30 >30 >30 15 >15

®
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FIGURA 3B
D EDT.:"L d:llndiu EDTA disl_udio EI;‘TA soudicn
. cuprico magnesiy Errico

MIC MBC MIC MBC MIC MBI

128 Kicbaiclla ox >3 >30 >3 >30 >15 =13
J? Klebsiella omitholytica >0 >3 =30 >30 [E] >15
{250 E, ueli >30 >3 =30 =30 15 »15
IBIiCE. coli [ =30 >30 =30 =15 bl 5]
137 E. coli >30 =30 >30 >30 »15 >3
292 Ent cloacas =30 =30 >30 >30 =15 >15
150 Enl. cloacne >30 >30 >33 >3 >1% >15
J22 Bt closces [ ] =30 >0 =15 >15
R4 Stono. meophulis [ >30 »30 >30 10 >15
B/C Prendomanas acrnginosa >30 > >3 =30 15 >15
120 Pssudomonas asnyminosa >30 >30 >30 =30 15 =15
126 Fsrodump:ss sp. >30 >3 =30 >30 15 »15
R74 Coryns, smyeolstum <0.5 <5 <05 [ 10 14
| R23 Coryne. shraitiamry =05 <0.5 <05 4 10 i
177 Acinefobacier hammamii k] <05 <05 0.5 [ ]
J44 Acmelobeoler baamani [ L5 =30 >3 =15 »13
| R16 Profcus mimbikis [ >30 230 >0 >1§ >15
R21 Protcus valgans >3 30 =30 -30 =>13 =15
[R26 Protous mimbilis [ >30 =30 >30 >15 >15

RN
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FIGURA 4A
D EDTA Tetrusodio fg:':dl Dipotasio EDTA Diamonio
Organismo + Disodio Cuprico io Ciprico + Disodio Ciprico
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
S$24 Staph. epidermidis 0.25 2 0.25 15 0.5 20
| 31 Stuph. epidermidis 0.25 8 0.25 20 0.5 20
| FSQ_I_MM <0.1 >20 0. >20 <0.], 20
300 Staph. capitis’ <0.1 >20 <0.} 20 .1 20
J46 Staph. lentus 0.25 6 025 15 0.5 20
| S24 Staph. capitis 025 8 0.25 20 05 | 20
RSB Staph. simulans 0.25 >20 1 >20 1 20
72 S.aureus <0.1 >20 <0. >20 <0.1 20
] R57 S.aurcus <0.1 >20 <0. 20 <0.) 20
R13 S.mmeus <0.1 >20 <0.1 20 <0.1 >20
R30 S.aurens <0.1 15 <0.1 20 <0.1 >20
8 S.anreus <0.1 >20 <0.1 >20 <0.1 20
R64 MRSA <0.1 >20 <0.1 >20 <0.1 >20
R51 MRSA <01 >20 <0.1 20 <0.1 >20
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FIGURA 4B
D EDTA Totrasodio ST Drpomsio EDTA Diumonio
Organismo + Disodio Ctiprico v Luprico + Disodio Ciprico
MIC MBC MIC _MBC MIC MBC
R92 MRSA <0.1 >20 <0.1 >20 <0.1 >20
§93 MRSA <D.1 15 <0.1 20 <0.1 20
J67 MRSA <0.1 >20 <01 20 <0.1 20
RS VRE 023 20 025 20 0.5 >20
Woods VRB 025 >20 <0.1 20 <0.1 >20
S77 Entero-coceus fhecium [ 0.5 >20 03 >20 1 >20
$76 Entero-coccus faccalis | 0.25 >20 <0.1 >20 <0.1 >20
63 Klebsicllas preumoniae 10 >20 6 >20 2 >20
R51 Klebsiella i 4 >20 4 >20 2 >20
128 Klebsiolla oxytocu 4 >20 2 >20 2 >20
17 Klebsiells omitholytica [ >20 2 >20 2 >20
250 E. coli 6 15 2 >20 2 >20 |
B/C B. coli 6 1 2 >20 2 >20
137 E. coli 6 [ 2 >20 2 " 1520
292 Ent. cloacae 20 >20 8 >20 8 >20
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FIGURA 4C

D EDTA Telmaudiv EDTA Dipulusic EDTA. Diamgnio

Orgriismo + Disodio Clprica + Diswliv Ciprico + Do Cliprica
MIC MBC MIC MBC MIC MBC

190 Bt cloacas 0 >20 g =20 [ »2{)
J22 Bot. closcas 1] 220 2 =) § >H)
[ 144 Bdemo, multophiiia 3 10 1 =20 1 >20
B/C Preudo-monas 2emging: 8 10 2 =20 2 >0
T20 Pgendo-shonss asruginosa 1] 13 2 =20 2 20
126 Pesudo-monss #p [ =20 p. =20 2 >20
| R75 Coryne. amytolaimm 0.1 0.1 0.25 025 .15 0.25
R23 Coryne. siraib/smy 6 10 1 >0 1 2}
177 Acincto-bacter baumani £ 05 1.5 0.25 025 <0.1
F4 A, bammanii [ >20 2 >20 I 2}
| R)6 Protews mirehilis . 4 =20 2 =20 1 =20
| RE] Frotews vubzaris ] =30 2 >20 2 >20
R26 Proteus ovrabilis [ 220 P 20 1 220

I8
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FIGURA 5A
D EDTA Diamonio EDTA Dipotasio HIDTA Dipolasio
Organismo + Tetrasodio + Tetrasodio + Diamonio
MIC MBC MIC MBC MIC MBC

$24 Staph. 0s >20 1 20 0.5 >3
 cpidermidis
31 Staph. 05 >20 1 6 05 >3
epidermidis )
30] Staph. 05 >20 1 >20 0.5 >8
300 Staph. 05 >20 1 >20 0.5 []
JA6 Staph. 05 >0 | 05 8 05 >8
lentus -
S24 Staph. 05 >20 035 8 0.5 >8

i
RS Staph. 05 >20 0.5 >20 0.5 >8
simulans
[72_S.aurcus 1 >20 0.5 20 0.5 [
RS7 S.surcus 1 >20 1 20 1 >8
R13 S.aurcus 0 0 0 0 0 0
R30 S.aureus 1 4 1 4 1 8
8 S.aureus 1 >20 1 20 1 8
R64 MRSA 1 >20 20 >8__ |
[R51 MRSA 1 >20 20 0.5 >B

(8)
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FIGURA 5B
EDTA Diamonio BITA Dipotasio EDRTA Dipcrasio
"“,' + Telmsodio + Temasodio + 1Jiarmonin
Organisoio MIC MBC MIC MEC MIC_| MBC
R92 MREA 1 >0 1 >20 1 b
593 MESA 1 20 1 20 1 8
J67 MESA J 20 1 >20 1 3
[BEVRE I >20 1 >20 1 >
[ Woods VIR 1 >20 1 >20 1 >8
[ 577 Duteyn-cocems faccivm | {1.5 >20 1 »20 1 >8
576 Exierc-cocows [aecalis 1 >0 1 20 1, »B
53 XKlobsislla pommopise >20 =2 20 >0 i0 =10
R51 Elsbsiella 1 o] 1 =20 1 =10
ns
128 Klsbsislla corpeoca 1 =20 1 >20 1 =10
J7 Klehwiglla ormtholytica >2) 220 20 20 10 =10
250 8. goli 20 > 20 20 2 »10
B/CE. ooll 1 05 1 1 05 >10
137 E. cali 4 ] 20 =30 1 >10
292 Ent- clageae & >20 =00 >20 4 =10

(&2
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FIGURA 5C
o EDTA Diamonie EI¥TA Dipulasio EDTA Dipotasio
Oreani + Teirasodio + Teteasodig + Diamanio
EANLSmO
IC MBC MIC __MBC MG MBC

150 Tiat. clumae 20 >3 220 =30 [ >10
122 Bnd cloacee | 20 =20 =2 =3 4 >i0
R4 Steno. 1 =20 1 > (L] >10
mattophilta

B/C Peoodo-monue | & B 1] 13 15 2 =10
asrapluosa

J20 Pron 5 |6 E-] 15 a0 2 >10
mﬂnmn

126 Pecudo-monas | & =20 20 =30 3 >0
[ 3p.

E15 Conyne. 0.5 4 05 1 05 2
| oxntyculainm

R23 Coryna. (K] 0.5 05 05 0.5 0.5
| siraibiany

177 Acmcidbarter |4 ' [] 1 =2 [T L)
hammyii .

Ji4 A, baurnavi. =20 =30 >0 220 2 =10
R16 Prolcus 1 =20 1 »20 0.5 >0
mnshilis

ER1 Protens 1 >0 1 >20 05 >i0
vl

R26 %m »20 =20 20 =20 2 =10

irabill




PCTAUS2004/018009

WO 20047108093

14/16

060784

FIGURA 6

. MOBC BOTA |
Organisma Tearwsndio fmpim), pfv
3L exmidis 1040
301 ) 240
F4E Sinph. leres <5
28 Bugh, ek n40
72 Stagh. mereoe <5
R57 L uEeu 5
8 Stpph, Jasis -5
202 MRSA 25
295 MRSA <5
T MRBA A5
fiit X lel=iaity prommondan =5
T Kichsicla omithofytien <5
272 Entrvobaster clescac =5
190 Entesubastoy cisssas 20
133 Poleabarter clostas 13
24 Steoatrophoumim haliopllis =20
130 Pescdomonss smmuginoas <10
s mmsﬁg <5
14 Acinziobacts kmpiedl 1)}
E18 Prijlesse 30irabills <5
RE1 Probeys valjgirls =5
H Enteroeoecea =5
51 E. ooli =5
250 K anli <10
7113547 Klahinlla az 3

gy
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FIGURA 7

Cane, | Coateo da | Contew de. | Contew de | Conteo de
| gora | Colowaa | Coloniau | Colanian | Conpina [ Organismas
Catéter | .. Ohors | Aboras | 6homs | 24 horns Vresen=s
(mginl) | foramlp | (cluiol) | (comnl} | fetorini)
a 40 | 100000 | 20000 | 6000 0 [CutNoa Gram+ve ¥
Chram-ve M
H 40 >100000 | 20000 [ [ ulbvos Gram-+ve ¥
Onmove Muzcladas
a0 200000_| >500000 | 25000 D |CNS +Coripeloppes
40 >500000_| _1HOO0G 0 0 |CNs
C 20 [>1000000 | GOQOQG | SODOGY | 12R00C | Strepiococcm .,
CNE Y Gom-ve
hecllhs
T [ >500000 | 2300000 | 150000 | 54500 | Pssedomonas sp.+
hgmm’!_
(4] 40 Z0S000_| &50000 | 1000 3500__| Ralewocosms 5p.
R 40 ] MREA
3 40 |- 2500000 | 100000 _| 30000 CNS
T 40 137500 | H0 0 MEEA
1] 40 >300000 | IR¥500 | 67500 | 13500 OB
Y 40 700000 IB500 375080 1300 § CNS+Gmpa D
5 m
W 40| 500000 | 0 0| Entevobucier oionsae |
X 40 >5Ue0nii_| 20000 0 N
Z [ 250000 0 D | CN
Al 40 THHO0 | S7000 | 60000 0 |MESA
Bl 40 24000 ] 0 0 NBSA

&s



PCT/US2004/01 8009

1616

WO 2004/108093

000186

FIGURA 8

Conc. [Conteo de | Conten def Conteo de | Contco de .
ID | pTA [Colomina | Coloniaa|Colonian | Coloniaa | ~ Orsenismos
Catéter [ (mg/mi) | Obors | 3hors | 6horas | 24 horus Frosentes
(cfw'mL) | (cfwmL) | (clw/ml) L_(c_ryml._
A 100 10000006] 0 0 D___JCNS
B 100 "_lmooooo‘_; 100__| 200 NS
C 50 100000001 0 0 Colilormes mevcl
n 20 | >100000 | 250000 | 1 Cultivos ¥
Kon Cas ereiados—.
B 30 | >100000 | 400000 | 360000 o [Culiws y
Ciram-ve Mezeladoy
¥ 30 300000 | 57000 2000 o Cultivos Gram+ve y
— — Sirnm-ve Mezclados |
L 1] 600000 5000 4000 9 Enieroooocus p.
M %0 300000 | _17000_| 17000 | Protenssp. _ CNS
0 S0 | 500000 | 30000 | 130000 §___ | Suaphyiococous surevs
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