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Referencia:  Bxpediente No. 05,122.742
Solicitud de Patente dr Inveacion fitulada: “Composicioncs antisépticas,
metodos v sistemas”

Solicitante:  Tyco heahheare Group LP

PUE NE| 7
4 DE . EXAMEN D

ALVARO CORREA ORDOSEZ, mayor de cdad y vecino de Rogotd 1.C., identificado tal comu
aparece 0} pie de mi firma, en mi cardcter de apoderado de la soviedad en referenvia, doy
respucsta al auto emanado por csc Despacho dentro del término legal:

1. En rcspucsta a su primer requerimicnto anczo nucve capitulo reivindicatorio,
prescntado durante ka fase internacional, c] cual, entre ofras cosas, corrige la numeracién.

2, Prexeniu copin debidamente legalizada de) documento de cesidn de los inventores a
la sulicinte. Adicivnalmente, prexento documento de cesién de Aseptics, Fnc., primera
solicitante, a Tyco Healthcare Group LP.

3 Finalmente deseo aclarer que la presente solicitud no cs capitulo L como sc informé
originalmente, sino capituln N. Por lo tanto también presento copia dc los anexos
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preseniucig comn respuesle #l repurle praobilar mibermecivng] subre patentabilided poly con
L tracuccion sirple de Tog mismua.
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ABCK0S Documento d¢ Cesidn de nveniores

Dacumentn &¢ coslén de la primem aollelmnic a Tyeo
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TRADUCCION OFICIAL N 2812051 de un documento escrid en inglés,
of ctuada el dla 28 de diciembre de 2005 por Jaime Armando Garavito Burgos,
c.c. N® 18.130.702 da Bogotd, Traduckor e-Interprete Cficlel segun Resolucion W°
034 do anem 11 da 1883 expedida por ol Minletarlo de Justicia

Detallas de la Ces|onaria de Patente

NQTA: Sp nmmesiren resuitados gnicamente pare soliciiudes do pgtentes

pxpedidas vy pubiredas Pam soliciudes pendientes o abangdonadas Birvase
corsulter el personal de fa Officina de Patentes ¥ Marcasg de jog Estados Linldas.

Nombre de la Cesionarla: ASEPTICA, INC.

Tolal de ceslones: 2

Cesldn: 1

Carrsle/Marca: 01431710443 Registrada: Fab. 09, 2004
Paginas: 4

Traspaso: CESION DEL INTERES DE LA CEDENTE (VER DOCUMENTO PARA
DETALLES})

Cedentes

1. KITE, PETER Fecha: 01/30/2004
2 HATTON, DAVID Fecha: 0172972004 é«: . T4
IME A, GARAVITO B

Cesonaria

AsEPTICﬁ. INC_ IFAN IEM:Y P ATRMRE N Bvoakl

1 4803 M.E. UNVERSITY VILLAGE, NO. 183 Ao 434 da feaeo 11 du 1703
SEA-ﬂLE' WAEHINETUN 931 u5 HMIHATENG DE JUBMTHLA

FPropiedad

Patente # Publicacion # Solieftud #

NINGLUNA US200401 10841 40658413

Nombre y direccion da correspondencla

SPECKMAN LAW GROUP
LISA N. BENADO



1501 WESTERN AVENUE, SUITE 100
SEATTLE, WASHINGTON 88101

ESTADO DE MASSACHUSETTS
CONDADC DE BRISTOL

Hoy 16 de diciembra ds 2005, ante ml, certifico que el documento ansxs B8 una
copla auténtica, sxacta, camplale a Integra de la Cesidn de los Derechos de-

Invencidn a Aseptics, Inc. presentada a mi por Anlta Donnellan.

{Firmadio) Julis D. Parker, Notario Pablico
Estado de Massachussetls
M| comlisldn vence:

{Apareca sello redonds en finta negra que dice: “Julie . Parkst. Notaria Pablico.
Estada de Massachusetts. Mi comision vance of 20 de abril de 2011")

(Sello an linta que dice: “Julle D, Parker, Notario Publico, E Estado de
hMassachirsatta. M comisién vence el 28 de abril de 2011}

SOLICITUD DE PATENTE

CESION
CONSIDERANDO QUE nosolros, Meter KITE y David Hatton, hamos imventado el
asunic objety del presents el tual sa describe y reivindica en la solicitud de
patente titwada ANTISEPTIC COMPOSITIONS METHODS AND SYSTEMS, cuya
especificacidn 56 presentd &1 10 de saptiembwe de 2003 ante la Oficina de
Patenies y Marcas de log Estados Unidos bajo el nimero de sare 10/662.413 y 88

la asignd el Archivo de Apoderado N° 13317, 1001clp de |a firma de ebogados

SPECKMAN LAW GROUP; y é(‘ |
W

ayTto B
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CONSIDERANDO QE, ABEPTICA, INC., una sociedad de Washinglon, con sade
en 4803 NE University Village, N" 183, Sesitle, WA 98105, desea sdguirr un
Intenés sobre el mismo,

EN CONSECUENCIA, por una confreprestacidn legalments vallda y suficlents,
euyo reclbo v suficlancia se acusa por medlo del presenta, noaotnos, Mater Kibe y
David Haiton, por medio del pressntn vandemos, cedemos v transferimos a
Aseptica, Inc. & derecho, thulo e interseses completos y exclusivos en ¥ a dicha
invencidn, eolicitud de patente y derechos de palante en el mundo, incluyendo los
gerechos extranjeres de pricrided de patenta; dicha invamldq. saliclivd y patentes
en egle 0 an cualquiar pals extran|ero y todas a3 divisiones, continvacionas,
resxpediciones, cartificacionas da re-examen y prirrogas de cualguier tipo, que he
de tener y disfitar ASEPTICA, INC., para gu propio uso vy bensficlo, y part indos
Sus FUCESOras ¥ cesionarios hasta ef la finalizacidn cabal del téminoc para el cual
puedan atorgarse patentes en aste 0 en cuslgquier pals extranjero, en forma tan
compleia y cabal como si los miemas hubiaran sido poseldos por nosotras si esta
asignacién v vende nmo #¢ hubMran hecho y acordamos gue tenemos pleno
darecho a hacerlo ¥ a scordar qua comunicaremos a ASEPTICA INC., o sus
SUCESONEs y casionarios, cualesquist hechos conocidos a nosotroe relalivos a
dicha solicithud de patmnts y &l objein deacrfo en I8 miema, v testificaremas &n
cualquier proceso legal, firmaremas todos los documentos legales, suscribiramas
todas l2s solicitudes divislonales, continuas v de reaxpadician, presiaremos todos

Ios uramertos legalesa ¥ haremos todd o posible para ayudar & AEEFTIGA, INC.
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asi como a sus sucesores y cesionarios a obtensr y hacer valer la proteccion de

patente para dicha invencion en este pals 0 en cualquier pais extranjero.

Firmado en Leeds hoy 30 de enero de 2004
(Firmado) Meter Kite

Firmado en 4603 NE U Villa. # 183, Seattie, WA 88105 hoy 29 de enero de 2004.

{Firmada) David Hatton
Estado de Massachussets
William Francis Galvan
Secretario del Estado
APOSTILLA
1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento pablico

2. Ha sido firmado por Julie D. Parker
3. Quien actua en calidad de Notario Pablico
4, En ¢l Estado de Massachussets, cuya comisidn vence el 28 de abril de

CERTIFICADO . m :

GARAVITO 8
5. En Boston, Massachussets ‘ME_-':_ o rqann € UET

6.  E121dediclembre de 2005 s aWO DR JUsnGL

2011




- aoane? (1Y
7. Paor el Bacrelario del Estado

B. N? 1115843
g9, Firmado bajo el Gean Sello del Estado {Aperece adherido ssllo dorada con
cinta azul})

10. Firma: {fimnado) William Francls Galvin, Secretario del Estado

La anterlor es traduceién fisl y completa de la cual se deja copia en esta oficina

para su confrontacion.

sisatl: éﬂﬁ.

Jaima Amnando Garavito Burgos

c.C. N° 19,130.702 de Bogotd

Traducwor @ Intérprete Oficlal seqin Resoluciin N* 034 de apero 11 de 1983
expedida por el Ministerio de Justicls

BOGDMS # 38725

ME A, GARAVITD B
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MMILDE
The Commomwonlth of Massachuseiis
Wiltiam Francis Galvin
Sccretary of the Commonweslth
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country: United States of America
This public doctsment

%—?ﬂa_nﬁ( %4

William Francis Galvin
Secratary of the Commoynvwealth

2. has been signed by: Julie D. Parker

3. acting in the cepacity of:  Notary Public

4. bears the seal/slamp of:  tha State of Massachusetts
whose commission expiras on: Aprll 28, 2011

Certified
& al: Boston, Massachusetls 8. the: 21 December, 2005
7. by: the Secrelary of the Commonwealth
8. No.: 1115943
8. Seal/stamp: Greas Seal of the Commomvealth
10. Signature:

propared by altans
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COMMONWEALTH OF MASSACHUSETTS
COUNTY OF BRIETOL

Dn this Iﬁﬁly of Depembe:, 2008, bofore me, | oerltly fat the attached document is a Lrue,
exent, opomplsa ahd unahered copy ot # Assignmem of Inventian Righa to Aseptica, Inc. presantad '
me by Antla Donrvedlan.

DTARY PLHLIé

al; Maszinhuselis
Wiy Comenission Explras:

JULIG 0. PARKER
[ e pegrea 2L Publi
.f a.-:f:;grlﬂlll nn"IjE:llilm
Anri28,
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Patent Assignment Assigne Detalls

Assignee Name : ASEPTICA, INC.
Total Assignmants: 2
Assigameask: 1

Reol/Frama: D14317/0443 Recorded: 0209/ 2004 Pagas: 4
Conveyance: ASSTGHMENT OF ASSIGNURS [NTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS).
Assignors
1  KIXE, PEXER Exes DE: 013072004
2 HAITON. RANE Exec DE: (172572004
Ausignes
ASEPTICA, INC.

1 46803 M.E. UNIVERSITY VILLAGE, N(). 183
SEATTLE, WASHINGTON 58105

Proporty
Pat # Pub # App #
NONE LSZ0040 ] 10841 . 10650113

Correspondencs H!I:I!E andd adddress
SPECKMAN LAW GROUP

LISA M. BENADO
1501 WESTERN AVENUE, SWNTE 100
SEATTLE, WASHINGTON 28101
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PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

WHEREAS, wr, Polor K1¥® and David FaTron, luve invented the sulgest mutier widon
» {9 desoribed und claimed in the pulent spelicalion cniifled AMTISEPTIC COMPOSITIONS
MxTHONS Axe SyaTEMs, e specificetion of which was flled Sepsember 10, 343 wilh (he LU1.S,
Patest 3nd Trademork Office under Gerlad No. lIJ-'GS!.*hJ.-m;i _.'i:-llm'g.n:ﬂ Aungroey Docxt-H,

" 13T Iﬂmq;:p of thn-law firm SPECKMAN LAW OROUF; and -

WHEREAS, ASEPTICA, INC.. 1 Washington cospoeation, having » place of business m
4603 NE University Village, No. 1E3, Smaitle, WA 9E105, is desirons of aouiring Ab irteeal

there:m;

NOW, THEBEFORE, [or good #nd velnable comvideration, fhe recelpt and sufficlency of
which i hateby scknowladged, we, i'l:lu: KiTE mud David HATOOR, herchy reil, oosign snd
trepsie 1o AzErmcs, Ivc, the Fill and exchesive 7ight, tille and inlerest 3 atd to saud sobject
Talter, pateot application, and patend righs tiroughowt the world, including fselgn patent
pacrity righis; mid mhject meiticr, application and petunts i thiz or any fomeign couatry and al
tivisioms, oomlinvatioe:, vissues, regxamination cogtificales and exicasiunt o F ooy 1ype, to be
heid and emayed by Asernics, Inc., for ifs own osc and benefil, ssul for 71a aucessors and
aswigrs to the full cod of the toom B which paiests ey be pranted i (bis or any fomign Lountry,
2z [0lly axad envirely a8 (e zme woold havo been held by 95 had Gas assigamemnt asd sale not

been mads, end covenuml ut we have the Falf Hghitto do 30, end agree thal we will communicate

L2
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W ATERIICA, DI, or s wccomoes and sxi(prs, sey fasil Rnown 16 4 respicning azid paenr
spplication wnd the 1uigect maoar deacpbed thereln, aad teply 1o sy gel proctsiing, sige &b
Irwitd papum, oxycrnie ol divisoml, canizming aad reitit appleancas, make M dphiil peds,
and do evivithing pecelbia o ald ASEFIIEA, IS, and jis mocceiysey i 43tiges e ohaln ind
aufptas patant prortallen Sy kel yoblact suatiar it vhit or Yy frcipn somry.

e —

Eareutyd at m , s _?.;2 of _%_.__ , 208,
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Pewr Kz
Exacined a 603 NE 4 el onyar Toang, 200
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TRADLCCION OFICIAL N® 231205 da un dacumenio secrilo an Inglés, efectuada
el dia 28 de diclembre da 2006 por Jaime Ammendo Garavito Burgos, c.c. N°

18.130.702 de Bogata, Treductor e lntéfpl'Ete.Clﬂnil Eequn Resolucion N° 034 de

enero 11 de 1583 expedida por el Ministerio de Justicla

DE PATENTES

CONSIDERANDGO QUKE, Asepilca, Inc., una compafia conetibuide sn Washington,
con lugar principal de negocios en 2386 Eastlake Ave. Eamt, Suite 437, Seattle,
Washingéon 98102, Estadas Linidos de Amérca {en adelante "la CEDENTE"), ha
desarallado, concebido, adquirido, o de oirn mode posem clerts propledad
imelectual qua incluye tdas las patentes nacionales y extranjeras &l lgual que
fodas las soliciivdes de pakente (incluyendo entra oiros. indos los sfemplarea de
las mismas en cusdquisr olro pals asi como todas las re-expediciones, re-
exdmenes, sustituciones, divisionss, continuaciones, confinuacionas perciples y
pritTogas de las antariores){cqlectivamente "las PATENTES®, inchayendo el
derecho de reivindlear ¢l beneficlo de cualesquier faches de priorded o solictudes
provisiohales ralstivas a ellag bajo cualesquier leyes aplicables y cualquier
renovacitén, sustiucidn o reexpedicion de las mismas. por el Ermino compledo
para el cual puedan ser storgades, Inchuyendo especlficamenia enbre otros, las
patentes y solicitudes de paients identificadas an ol Anexo A,

CONGIDERANDC QUE, la CEDENTE dasea ceder la totalidad de sus interssss
an dichas patentes 8 Tyco Healthcare Group LP, una sociedad Emitada de
Delaware, Estadoa Unidos, con lugar principal de negoclkos en 15 Hampshira

JAIME Al GARAVITD B

alLA purieIn E s H R L
oga D3a du Cnara 1 de 18D
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Street, Mansficld, Massachussets 02048 Eatados Unidos de América {en
adalante "la CESIONARLA") sujetn & y de acuerdo con las disposiciones de un
Contrato da Compra y de Licenciamiento celebrado por separadc y la
CESIONARIA desaa aceptar Ia cesion de diches PATENTES;

EN CONSECLUENCIA, A TODOS AQUELLOS A QUIENES FUEDA INTERESAH:.
Sépese que can vigencia juliv 25 da 2005 par una contraprestacidn legalmends
vilida y suficiante. cuya reclbo se acusa por medio del presente, la CEDENTE
cede v transflere a la CESHONARIA |a tolalidad de su derecho, titulo e Interés en y
8 dichas PATENTES mundialmenta, incluyendo clerios derechos de buscar y
obiener para el benefido de la CESIONARIA, alivio foorma de medidas
caukelares, resarcimierio de perjuicios por infracciones, incluyendo perfuicios
aumentados wWo honorarics de abogado por Infraccikin dokosa, sujelo a y de
acuerdy gon law disposicliones del Condrato de Compra v de Licenciamianto
cedebrado por separado.

La CEDENTE declara y acuarda ademés que no se ha hecho ni se hard ninguna
cesidn, venta, acuendo o gravamen que esta en conflicto con esta cesidn y vanta.
La CEDENTE acuerda adamds qué cuando asi lo solicite fa CESIONARIA fimard
¥ eniregiara con prontitud a asta Oltima o 8 au representants legal todos v cada uno
de los papeles o inslrumenios requeridos para marmtensr y hacer valar los
derechos sobre dichas PATENTES qué pusdan ser mecesarlos o aconsajables
para tievar @ cabo fos fines del presente.

EN FE DE LC CUAL, la CEDENTE ¥ la CESIONARIA se han encargada de quea 3e

i Lo

fime asta tesitn &n la fecha armiba mencloneda.

%



Lugar:
Facha:

CEDENTE: Asepfics, Inc.

(Firmado) Presidente

Nombre: David Hapton

Cargo: Presidente

Notario: Teresa A. Mcintyre

(Aparece selio redondo en tinta negra que dice: “Teresa A. Mcintyre, Notario

Pablico. Estado de Washington. Mi comisién vence el 21 de julio de 20067)

Lugar:
Fecha: " y
CESIONARIA: Tyco Healthcare Group LP )

JAEZT £, ZRREVCO D

(Firmado) PR
Nombre: Jeffray C. Hunt :;::.l.fr.::.'-n;:-r a'.'m..l:u:
Cargo: Vicepresidente/Gerente General, SharpSafety Division i
Notario: Julie D. Parker

(Aparece sallo redondo en tinta negra que dice: “Julle D. Parket. Notario Publico.

Estado de Massachusetis. Mi comisién vence el 28 de abril de 2011%)

(Sello en tinta que dice: “Julie D. Parker, Notario Publico. E Estado de
Massachusatis. Mi comisidn vence el 28 de abril de 20117)

Aparece cuadro con titulo ANEXO A el cual contiens titulos, niimeros y fechas. Se

han omitido los nimeros en 3 columnag de la uccién debldo a que no son
completamente legibles en el original. é ’

JAIME A, GARAVITO B

oA RIAE £ NgNRN I UK, e,
sen %4 On tmern 1) de W
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Cty | Sub | Tipo Titulo NoOmero de Fecha de la Numero de Fecha de Namero de Fecha de
caso Solicitud Solicitud Publicacion Publicacion Prioridad Prioridad
us 1 PRO | Sistemas y métodos anb-microbiales Dic. 5, 2001
uUs 1 ORD | Sistemas y métodos anti-microbiales Dic. 5. 2002 Mar. 11, 2004 Dic. 5, 2001
WO 1 PCT | Sistemas y métodos anti-microbiales Dic. 5. 2002 Jun. 12, 2003 Dic. 5, 2001
EP 1 PCT | Sistemas y métodos ant-microbiales Dic. 5. 2002 Nov. 24, 2004 Dic. 5, 2002
Dic. 5, 2001
CA 1 PCT | Sistemas y métodos anti-microbiales Dic. 5. 2002 Dic. 5, 2002
Dic. 5, 2001 ‘
AU 1 PCT | Sistemas y métodos anti-microbial Dic. 5. 2002 Dic. 5, 2002 .
Dic. 5, 2001 ¢
JP 1 PCT | Sistemas y métodos anti-microbiates Dic. 5. 2002 Abrit 21, 2005 Dic. 5, 2002
Dic. 5, 2001
us 2 PRO | Composiciones, métodes y sistemas Jun. 4, 2003
antisépticos -
us 2 CIP | Composiciones, métodos y sistemas Sep. 10, 2003 Jun. 10, 2004 Jun. 4, 2003
antisépticos Dic. 5, 2002
4 Dic. 5, 2001
wo 2 PCT | Composiciones, métodos y sistemas Jun. 4, 2604 Dic. 16, 2004 Sep. 10, 2003
antisépticos Junio 4, 2003
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10.

Estado da Maessechussets
Willlam Francis Galvan
Sacratario del Estado

APOSTILLA

Pala: Estados Unidos de América
Esle documenta piblico
Ha side firnada por Julle D. Parker

Cheien achia en callded de Natara Piblico

En 8l Eslado de Massachussets, cuya eamisidn vence al 28 de abril de

2011

CERTIFICADO
En Boston, Massachuseats
El 21 do diclembre de 2005
Por &l Saeristaria del Estado

N® 1115842

JAIME A QARAVITO B

a1 INTMESARC) IR ]

qes DM ¥ Jump 11 d¢ L
MIHATERS D JUSTHIIE

Firmado bajo el Gran Gello del Estado (Aparece adharido sello dorado con

cinta azul)

Firma; (femado) Willlam Francis Galvin, Sacretario del Estado
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La anterior es traduccitn fiel y oompleta de la cual se deje copla &n este oficing

para su confromtacion.

Armando Garavito Burgos
c.Cc. N" 19.130.702 de Bagota
Treduchor e Intérprete Oficial segin Resoluckin N* 034 de &nera 11 de 1963
expedida por el Ministerio de Juslicia

BOGDMS # 38683
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3. ecting in the capacity of:  Notary Public

4, bears the seal/stamp of; the State of Massachusetts
whose commission expires on: April 28, 2011

~ Certified
§. ai: Boston, Massachusetts 6. ihe: 21 December, 2005
7. by: the Secretary of the Commonwealth
8 No.: 1115842
9. Seal/stamnp: Great Saal of the Commanwealih
10. Signature:

(77 = J

William Francis Galvin
Secrotury of the Commonweslth

The Commonwealth of Massachusetts Z ’ :
William Francis Galvin
Secretary of the Commonweslth
APOSTILLE
(Convention de I.a Haye du 5 uctobre 1961)
1. Counlry: United States of America
This public document
2 has been signed by: Julle D. Parker

propared by Dirilens
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COMMONYEALTH DF MABEACHUSETTE
COUNTY OF BRISTOUL

Kt

Onthis" day of December, 2005, belore ma, | ety Ihet The aflached document is a rue, exael,
cnplate and unafterad copy of the Assignment of Palant from Aseptica, Inc, to Tyen Healthcara Gattup
LF preserted lo ma by Anka Donnalian.
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ASSIGNMENY OF PATENTS

WHEREAS, Asepiica, Inc., a company incorposatad in Washington with a principel
place of business sl 2368 Eastiake Ave. East, Suile 437, Seatlis, Weshingion 98102 USA.
(harcinafter referred to as "ASSIGNOR"), has developed, conceived, acquired or olherwise
owns certain intelleciual property which includes all domestic and foreign patents and patent
appiications (including w ithout kmitation, all counlerparts thereol in any other country and all
reissues, resxaminations, subsiiations, divisions, continuations, continuations-in-pant, and
exiensions of the foregoing) (collectively "PATENTS"), including the right 1o claim tha benelit of
any priority dates or provisionol applications relaling therelo undor eny applicable laws, and any
renewal, substituts or reissue thereof, (or the full term for which the same may be gianted,
specifically inchuding, wilhout Emilation, the patents and palent applicafions idoniified in
Schedule A attechad herein;

WHEREAS, ASSIGNOR wishes tp assign its entire interasls Iin such PATENTS fo Tyco
Healtheare Group LP, a United Siales Gmiled partnership of Delaware, with a principal place of
business al 15 Hampshire Street, Mansfleld, Massachusalis 02048 US.A. (hereinafier
referred to as AsmGNEE')uuhjedtoandnmmmmdamw

NOW, THEREFORE, TO ALL WHOM IT MAY CONCERN: Be it known that effectiva
July 2.5, 2005 for good and valuable considerafion, the receipt mum
acknowtadged, ASSIGNOR assigns and transfers to ASSIGNEE afl right, title and
ASSIGNOR In and o said PATENTS, woridwida, including certain rights to
ASSIGNEE's own benefil injunctive refief, qumwm
mmmmwhurammwnmmmdnm
with the provisions of the separately execuled Purchase Agreemeni snd License Agreement.

ASSIGNOR further covenants that no assignmenl, sale, agreement or encumbrance has
baen or will bs made or entered into which would conflict with this assignment and sale.

ASSIGNOR furthor covenanis that ASSIGNOR will, upon ASSIGNEE's requast
promplly execte and defiver to ASSIGNEE or iis legsl representative any and all papers or
instrumenis required (o maintain and enforce said PATENTS which may be necessary or
desirable to carry out the purposes hareol,
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IN WITNESS WHEREOF, ASSIGNOR and ASSIGNEE have caused this assignment to
be signed eflective on tho dale set Torth above.

Oy
TRy

Place:
Date:

ASSIGNOR: Asaeptica, Inc.

By:
Tes:

Nama: DA\M O HA T~
Tille: Prenrd o

Notay: Sl & i,

Place:
Dails:

ASSIGNEE: Tyco Healthcare Group LP

m [ .J
— géi:d&__ 9.8
Name: Joffrey C

TRis: Vice President/General Manager, ShamSafety Division
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V. 1, Citalioes mi Bxplansiiiols

NOW CITATINS —-—eem——eeem-

UR #,N0,851 Bl (WIDER o« wf) J1 December 20 731, | 2300, ¢z coluean |. lmes 8-20; crdipna 2, Bnme A-3; crfumn 4. [l
1u=-14; ol 8. linee 8-10; onjama ¥, Lices 31-35.

O IV IMi26 A1 AIBMEDY) |4 Minrch; 2000 (b4 .02,3000). 200 ubsines

Clalmg 1-16, T7-7A, &M 20 Wek an Linvcetive step wmize PCT AnleZe 3304 os being vinvicus ever RKurnginsky {138 QP48 in view
af Wikkn (U3 62003613,

Fomguski dbsshotes & weilocl For clenpiny soils fees neezmebats Dy il o senkary fole:s due e Tmderinl nxl fangnl eedh by
npriving 10 e SUrEee o Hloicng compagilion. Sez paps 1, lincs E2-15, fines 6184, Tas compaslibon comprives a chobiing ugmi
Szl s wlkali ooeial snley np pansal §al of clodorodinnl mersicsl NG (EDTA) in un wmmnsl oF .25 la 15 pans by wsipht L&
052548 N, 5 DowvemBena?t of | us 4 oagbng seons s sht tmante of | o 5 pagts Le bess snn 20 % fwach i mebuonsd, stkamsl utc), an
slcwciunizz in ne amanm of 0.5 t& 0 parie, & misters nf e 0 movs diflereal Imwralkyl elber aloeha™ in an smoocs oF L ke 5 peics,
e v o= I5 WSy i msaand n cempless said comgvisiion. The PH of lhe pomporifun ie Froe 7 1> T2. S pyn 2, s 1222,
Gues <8 e52, Tines 580D, page d, clahies 1, 4, 1 Sen HEAMELE 1, papr & whcnsn elcandiom s of erirpiéoediznt srictiaaclic
il S e

Katpp ikl foes no spoelileai®y mach dl (he coompasiiion is Dazbased §iy o storike, pygegen free foom, .
Wilder Leachey iniimicrobisl eampasitunt T climineling jnfe=kons lon vhrkoo sarfisces s cuslols nchring um sazties ol me |
body . Liae uisw taumslzs i tha ambmicroblal 0i3posiions ol lx: ndministersd w3 o ligeiG cither orally e Clrough # suilabh: ddivery
syatem, Ml a3 4 TBSEE, 5ot colitmn |, lines 6, cnpngan 1. Tiacs 30-3., wnd coluzvm 4, lines J5-14, 11 {5 faribes saugie e T
uniImlepablal compostifona 2o psoliuged in w shee und pysapen dree Fees, ttdl cin be jpseduced o e nhelomipnl ey enngh =
ghihctrr. B culumn B, [imes §a i1, cofumn 7, Loes 21-32,

Farm FCTIPRASTS Bappionemal Sax) {Apeil 2008}
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L wrwri v been chwious i & person of antinary «iBl (a the art 10 enploy Uss apinicrubld cnmpesition of Kurgicski in 8 sevile
pyvagen (s condition kecause Wider ioactes unlimicroblal eompasitions 23 packaged in & sierile and pyrogen free frem, Thus from
i tewchings of Kurgindei, and Wikier, noe of ardirary skil} in tho mt &t the thine of iovaation wuukd kave henp motvalcd 1n erploy
e claimed aptigrptie composhtions in 2 srerlle prrugen free fore an convemional wick anttmisroblal curapssitions with the cxpectation
of vsing the composition (n Catheters, samal hes, rheoal fabes.

Clahes 1-10 fack liventive mep wader PCT Artleie T303) s heing abvious over Merck Iofes, Ninth Fairivi, 1976, pape 83484, in view
of Wilder {US 6508513,

Mavek [rclex qiscloses (e invuar clalmcd tum-sodium BDTA we nld, well kuomm apg oseful Rer varions pinemascutioat ancs. This
codipouns ¥ tmupht ey an aguencs solutios of 101 prams in 100 mi of wesser: yiclding 0 51 5% (W) pulutiam A §F arecus wistivn
of this coutpoard s inaght as pamseasing o pH of 11, meeling those Emiatinm heseln rochunl,

Megck ladex does arx spocifically tench itat te cumpxition is paciged ina werlle, pyrosen free farm

Wikder I s dincumed phove,

It would have been ciwloix €3 & persod of ordicery shill in the art 1o emplny the aotimbonudial comynsition ol Mend In p stevile
pyrogen free condition boonie Wider teacies antimirohinl crmposilives ns pustuged 1o » sierile and pyrogen {cee fivm. Thus Moo
the imchings of Merek, and Wikder. one of ondinary skilf b the net of the tdme of veation wold heve boes mutivated to employ the
vhudmnd nrtiaeptic dumpunitions ln & seslle pyrogen free form ui conventanad wih untimicrokial ecenpasitions swith the expeztiton of
oslag the corpeaition ja cuthetern,

Claims 3-16, 27-28, amd 30 bk [nveative sicp unter PCT Anticle 13(3) ux being ctvious over Fahim (WO (07 13658) ba view of
Wikier (US 6,300.801).

Fabtm dxioser axliniceabial engrposiiors comprighig ateet 0035 10 adout 3.0 % by welgh! of a sabt of EDTA such = wus sodium
EDTA, and the composition tms » pH froen abeal 5.0 10 aboet 1.0, Sag page 10, Bnes 10-24; ard page (1, Mces 6-50. k s laoght
that the viscoaity of Lhe compoalthon <o br adjnaed ky arding sodlum chioside. See paga Lices 13-16. The natknicrubial prupevties nf
the componitlom were alea raported. It is furthes kmght thal by insrcasmg the RIYTA-N# occoenteation from 2 o 1.0 % by weigt
provhied & subsantisl incremse (n hacterls sedustion, Sec puge 23, TaNe 8, prototype 10, wherein rie composieon eocaprlacs 3 % by
Wwelyht of tetrn sadiam EDTA, NeCl, wter snd 5 pH of 9.3, The sntimicrohisl enmposstions oomtprising tetra-mediom EDTA weght
by Fuhlm are waed for cleuning akin. See page 41, clalen 33-Y7.

1 Pakln dics ool specifloally leach s the compearition is peckepod i o werile, pyrogen free form.

Wikier e ol is a8 discusacd hove.

It would kmve bean niwiaus © & porsun af prdinnry skill Ip the £21 10 ampluy 1he apimicrobial eouposition ef Fakim in s seaile
PrToges irve racdiition hecaugn Wider toaiies antimicroblal camposuzy as packaged i & marfle 20d pprogen frox furm. Onr of
Ocdimary okl i the aey o the thme of (eversion would heve bees muthvated to employ e olalmed antiseptic conpeshiion in erile
pyrogen trve form us coevuntionul Wit amimirokial cam prvitions with the cxperistion of using the composition in cafbeirrs, and
mber medlenl devices.

Clekes 1-32 mant the criteris se1 ot in PCT Arficle J304). and thiss have induestrind appticabliity beewise the sadjoct muticr dalmed
sse be made v uxen I induamry

PFoem PCT/IPEA/409 (Supplemsosal Bax) {Agril 2005)
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ather aciive compoinds, for a variety of pupoecs. BDTA 15 often uacd,
in law concentrations, 28 an in wire anticoagulant for bload specimen collection and
#ating and m an antioXidant synergiet, mnd |8 alao added to solutions, for example, 20 &
chelntor, & smbifizer, or 8 presecvative for pharmacentieal preparations. EDTA mbly exist
in a variely of forma, some of Winith are sodium salt forms, eech s disodyen, trisadium,
and tetrasodium saMs, and others of which are mutal chelates mech az iron, copper,
magnesiom, ct;, Cortain forms of EDTA have been uilized, in corfunction with etber
substancen 58 sm mdjwrant, in eompositlens foc treating infecied oafetérs, Whan nsed ina
clinical setting, ox in » ennpostion employed with humans or aninals, the solulkiong mee
penerslly edjusted to a physiclogical, or seutral, pH range.

A combination af =n slcobol with sm additive, such as » non-sodium sait farm of
BDTA, is deseribed in PCT publicatSon W0 02705188 PCT publication WO 00/72006
Al describes a lyophilized mixture of 3 antimicrobis] agent, 4., an autibiotic, and
seonhd sgent, thal may be 2 non-sodkem galt fartn of EDTA, as 1 chelating agent o
netheter flughing, In .5, Patent No, 5,688,516, sovepositions heving an anticosgniaat, &
thelsting apent, mwh 8 EDTA, sed an animmerobisl apeat, swh os Misooyotine, are
deecribed for conting medicel dovices and mhildting catheer fecton. I particular
deawribed exataples, 8 disodiue fonm of EDTA {3 hrought tn o physialogioal pf of 7.4
and ig weed fn the composition. BCT publicgtion WO 95/09957 dasoribes the restment af
fungal infection with & combinmion of an antifungs) agent and 3 chalator, cuch ay RDTA.

Other aress in which infections presest = peohlems inchode medical davices and
materiale used in connsetion with the eyes, snch a3 contast lonyes, scleral buckies, sufome
matwcials, imtmocular tendes, and the likz. In particulor, thare has heen emphaziy on the
development of methods to ditinfect ocular progtheses, o.g. contart lonses, Bacterial
bisfilmy may paciicipate in oofise {ofections and allow baeteris to persiel om abiote
surfkcea that aome in contact with, or are implented In, e 2ye, Biofilms may alio form
on ihe biotis surisces of the sye. Zegens of al, DN4 Cell Biol., 21:415-20 (2002). A
sewire form of lemtitls cap also be initisted by a peolozoen amoeba which can
contaminate lens disinfectant fheids, An ephthalmie formulation of tetrasedium BDTA
and elkeil apits, buffered m a pH of §-8, for the disinféstion of contact lenwes is described
in U.8. Patent Mo, 5,300,295, 1.8, Fatent No. 1993458 desaribes an opthelmic
composition of BITA and other substancey, such as cyclodextrin and borlc acid.

13317, 1802PCT 6
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consgiing of of convisting espentially of one or more sodivm EDTA eali{s) et & pH higher
than physiological pH is cmployed te maintain the patency of in-dwolling intrarwaacular
aceess devices, Methods fx sanitizing catheters and ofher medical tubes, such 75 nasal
tubes, throat tubes and the Llka, are also pravided apd involve contacticg the catheter ot
othar medica] tube with 2 sanitteing composition of the present invention.

In anothsr embodiment, antfseptic campasitiona of the present invention
comprising, cansisting of ot eoosisting ecsentially of ons ar mora sodiee guli{n) of BDTA
at & pH greater than physialagiex) pH ars provided s sanitizing sohutions fbor medical
doviess mch an dertiires and other dentsl, erthodontic and/or perisdontal dovices, for

contact lenses and other nptias] devices, for madios] ind vetsrinary insimments, devices

and the ke, and 1= smitizdng solutons for sanitizing xucfacey ami phjects, Methods of
sanitizing such doviecs are alee provided, the mathoda comprising conteeting & devise
with an antiseptic composition of the preseul invention, [n peccral, amiscplie
oomposlilana of the present fmvention may be used as coskiung solulions for deqntal,
orthodontic and peciodostal deoviows, Including sotthiwushes, nd mey also used as
scaking solutions for coniact lenses and ofter optioa] devioss, m well 23 medical and
veleriary fstraments, devices snd (he [iks. For theea applications, aniisepdie
compaositions of the present invention arc generally formmlated an solutions, or are
provided in & dry form which, upan sddition of o sitahle salvent, faorma a solution.

In yei anolher embodiment, siiisoptic compositions of tha prasent Invention are
farmuolated for use [n aplutdans, gols, crmame and other preparaiions designed for sopioal
use as antiseptic ogents, wipes, antbesierial reatments and the Lke, Antisepéic
tompositions of the presont invemtion miky sle be used as aneibacterixl agents in
connaction with bandages, deessingy, wound healing agents oud devices, and the Hie, T
talated ombodimenis, coverings for me in womsd ‘healing, soch ms bandages wnd
drussings, sea provided whersin the covering (s [mpregnaied with ons or more of the
compastions of lha present imventlon,

Anliscpic compositiony of the prexant [nvention may also be employsd in
industrial settirgs such = water ctorage s distribation systems, water pwification,
humidification and dehumidification devioes, and in food preparation, hendling and
Pankeging setiings, 16 inhikit, mduce or cubtantially hminide microbial populations in
both fres flosting and sesslfe forms, as well a5 many fungal, smoehic aod profozoan
papulations, [odustrial aquipment end sorfsces may be eontacted with, finshed with, or
1331 7. 1R PET Lb
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each ome. Tothis add 0.5, 1.0, 1.5, 1.0, 4, & E, 10, 15, 20, 25, 30, a0, 50, 60, 70, &,
90 and 100mgimL of Ters-sodivm EDTA (or other EDTA =it or EDTA Mt
combinatlon belng tested), udne n atoelc solution st 200mgfml.

o Pouor 20mL agar into & steyilc petri dish and allow Lo se2, Pour 3 farther plates, Label
B plstes with the concentration of EDTA thoy conisin. Do fhls fise ench
cancentration,

¢ These plares e then b stored, untl tsey wre.neoded, in & 4°C Fdge.

Tnsculating tha plates

o Grow overnlght cultures of 21 Gram-positive orpanlima sed 19 Eram-nqshn
organicms [n nubrient broth

v  Diluiaeach coliore fo 0fsfo’mL, nsing phosphate toffared saling (PRS).

u  Use an suteeretie plabe inosulstor to poulste ewoh pleta with '.il orgeTTisnmsE.

s Incubatn the plntc-; avernight al 37°C.

s MNext day soots + ar-- for growth '

s  Uss sterile fiker paper ta transfec the prawth frem the mitial pletes ta Grech Cled agar
plates in datermine the MBC's.

a  Liwcubate the replica plales overnight st 37°C,

s  Next doy scom 4+ or — for growth, The MIC and MBC were described as the lowest
concentration at which théne wis no growih,

Tic roxulis aro shown im Figs, 1A-3C. Tigy. 1A-1D shew MIC and MBC data
(presented s my'md EDTA solution, wi) for many gramt-poeilive and pram-negative
orgenisma sgalnst EDTA salt aclulions conristing cxsentially of di-potassinm BEDTA; di-
ammonium BEDTA; diwodium BDTA; fri-sodlum BOTA md @tw-sodivm BDTA.

Fig. 1 shews MIC and MBC daia {presamiad 25 mefod EDTA solution, wiv) for
yeasts against EDTA sall salutions consiating cascntially of: tatra-sodium FDTA; di-
potassinm EDTA; md di-arnmonivm BDTA.

Frgs. 3A and 3B show MIC ond MBC date (pessamted 23 mgiml FDTA solution,
wiv) for gram-msitiva end prem-megmive orgenlams sgeing EDTA salt solntions
conzistieg essentiadly of: suprio di-sodium EDTA; megnesivm di-sodinm EDTA and
ferrie oo EDTA.
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for gram-positive and gram-negative organisms against combination EDTA salt solutions
consisting casentially of: cupric di-sodium and tetra-sodium BOTA; cupric di-sodium
and di-potassium EDTA; and cupric di-aoditm and di-emmonium FDTA.

Piga. SA-5C show MIC and MBC datu (presented as mg/ml EDTA sofution, wiv)
for gram-positive aod gram-negativs organisms sguinst combination EDTA salt solutions
conaigting essentially of: tetra-sodium and di-smmonium EDTA; tatra-sodium and di-
potassium EDTA; and di-ammonium snd di-potassium RDTA.

Severa]l of the EDTA slis and EDTA salt combinations were effective in
inhibiting and/or eliminating & broad spectrum of bacterial strains st reasonable
concentrations, Prior medieal testing and use has established good biocompatibility
profiles for the use of sodium EDTA sals in bumans and amimals, while the
biocompatibility of other EDTA salts has not yet heen established. Tetra- and tri- sodium
EDTA salts appeared to be the mest efficacious against a broad spectnm of pathogenic
bacterin. Tn sddition, they have been, or could casily be, established to be biocompatible
for human and veterinary use, and they are cost affective and stable. Tetra-sodium EDTA
salt is additionally active as an saticoagulant and is highly soluble in aqueous solvents.
Based on these factors and the experiments cutfined above, tetrs- and tri-sodium EDTA
salts were chosen &3 the most promising candidates for antigeptic compositions of the
present invention.

Example 2
Minimum biofilm eradication coneeniration (MBEC) data for organisms against
Tetrasodium EDTA, ising the madified Caigary device method

Biofilm formation is sn important factor in bacteria) contamination. An effective
antiseptic eampadilion prefernbly bas the sbility to reduce the proliferation of biofilm, or
prevent or inhibil the formation of biofilms. We therefore tested our candidate tetra-
sodium EDTA mntiseptic solution to determine whether it eould prevent or inhibit the
formation of biofilms. The minimum biofilm ersdication concentration (MBEC) for
varigus arganisms against tetra-sodium EDTA was established using a modified Calgary
device method. The Calgary method is described in Olsen o al., Conadian Journal of
Veterinary Research, 66:86-92 (2002) and in U.S. Patent 6,599,714. The method and
results are deacribed below.

1117.1002PCT 20
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Conc. | Colony Colony Colony Colony
EDTA | count/mL | count/mL | count/mL | count/mL
mg/mlL | aflerl after 3 afler 6 after 24
hour hours hours hours
0 L.OOB+06 | 103704 94444 91241
1.00B+06 118519 131481 116667
1.00B+06 | 107407 100000 131481
3 69343 15036 36496 0
67153 15974 32197 0
67153 _ 19697 39416 0
@ 10 38686 12033 RO 0
42336 17803 219 0
* 40909 18561 0 0
15 8000 8133 KYy') 0
- 8513 8133 219 0
7467 8267 133 0
20 13786 2840 0 0
' 12473 2820 0 0
14661 2600 0 0

For 292 Enterobacter cloacae, the MBEC = < 5 mg/mL tetra-sodium EDTA.

Table 4: Organism: H. Enterococens sp.

Cone. Colony Colony Colony | Colony
O EDTA | count/mL | count/ml, | eount/mL | count/mL
mg/rL | after] after 3 after 6 afier 24
hour hours hours hours
® 3 600 | 3520 | 000 6133
. 8133 3980 3440 4720
6800 3920 3760 4640
5 1380 780 80 0
1160 580 100 0
1140 500 120 0
10 40 0 0 0
100 0 0 0
20 0 0 0
15 40 0 20 0
0 0 0 0
80 0 20 0
20 1480 730 160 0
1560 3 160 0
2000 320 140 0

For H. Enterococcus sp., the MBEC = < § mg/mL teire-sodium EDTAL

13317.1002PCT
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Exampls

In vitro catheter lock treatment procedure on patient positive eathetors
A catheter lock treatment procedure using the candidate 40 mg/mi (4% w/v) tetrs-
sodium EDTA sohition was developed and used for sample patient hemodialysis catheters
10 that tested positive for varions microbial infections. Catheters that wero determined to
have microbis) infections were subjected to the catheter lock treatment using tetra-sodium
EDTA, and colony counts wera taken &t various time points. In & first experiment, all
catheters weore treated with a 4% wiv tetrs-sodium EDTA solution while in s second
experiment, ontheters were treated with totra-sodium EDTA solulions at various
IS concentrations. Tetre-nodium EDTA sohuions wero prepared and stored as described
above in Bxamples 1 and 2. The procedure and results are described below.,

Method:
o Renal hemodialysis catheters removed on suspicion of infection were scroened, by
20 flushing ImL of sterile phosphate buffered saline down each tumen. Quantitative
cullure was performed using 1 and 10 uL aliquots spread onto blood agar plates
and incubuated.

» The catheters were initially stored at 4°C until after screening and the extemal
lumen sterilized with an alcohal wipe.

2s e Prior to lock treatment testing, the screened positive catheters were locked with
autrient broth using a 5 mL syringe and incubated ovemight at 37°C to ensure
biofilm viability snd to ensure total colonization of all the endoluminal surfaces
with the [nfecting organiam,

s Aftler ovemnight incubation, each catheter lumen was flushed with 5 mL of sterile

30 saline and two lcm pisces were cut from the distal end, each plsced in 1 mL of
IM sterile calcium chloride, (for neutralization of agent) ons for Scanning
electron microscapy (SEM) and the other for culture, in sterilc universal
containers.

e For tha culture procedure, the universal was placod in a sonication bath forl 5 mins

s at room temperature and then vortexed for 20 secs.

o Quantitative culture was performed using aliquots of § ul and 10 pl plated on
blood ager plates and spread by mesns of sterile plastic L shaped rods, incubated
at 37°C ovemight, and colonies counted next day.

13317.1002FCT 1]
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sodium EDTA ook fluid amd incubated st 37°C for 8 Tes,

+ At 3, 5 and 13 lus Incubation two 1 om pisces of the disial end of the natheser
wurs et off and neutralized in 1 mL of 1M stériia ealciom chlorids soltion.

‘s Tha quentitative count procedure was followed, at each fime Interval, as
proviousty daseribod and one piccs ratained for SEM,

Seventeen (17) infectcd renal hegodielysis catheters were temied with an
antiseptic samposition consisting of tewra-sodium BDTA at a concestration of 40 mg/mi
(4% wv). ‘The remiiy are shown in Fig. 7. Ton edditionn] imfiscted rowal hesndialyni
cafhebeys, ne well pa one arteris] md one venous calhsker, wars trealed with an antiseptie
codiposition consisting of tetta-eodium EETA st concentrations. of 20-100 ma/el (2-10%
wiv). The oesylts wre showwn in Fig, B

The results degmamstrats thet 40 mgml (4% wAY) ichwsodium EDTA h
cificacious in Xitting, or diassaticelty redueing, the populetion of most arganisms ofer &
24 hour trentinent. This concantration of tetra~codium BD'TA ks anfo for wee In coanection
with hurmsms snd other animals and b3 considered to be efficacions, and thae is = desired]
concontmtion for eatisaptic tompositions and methads of the precent lnvention.

Exomple 4
The effact of teirs-sodiam EDTA on Acanzhamesio and the effect of tatrn-sodium
EDTA trexted Kiebolella sa Acowshamosba

Scvernl spacies of dooathamoelr s copable of infecting  hweming
Acanthamorbic mfections oficn resull ag 2 consoquence of improper slovapge of costast
lenpest and other medical devices fhet come info contsot with the humen boady.
Asgnihamosbae Feod on basterial popristions and are resistant to many treséments. The
effact of teia-sndium EDTA, prepared s described abave, on dcanshamogha popmlations
wag lested 5 follows, Tewa-sndium BOTA. compoaliions were alao prepared using Pages
salipe and physiologles! salina as solvenis. The effeet of tatra.sndium EDTA-treated
Klebsislle on Acewthamosba was also koed axperimemelly wing e following
methadalogy.

1317.]0027CT 6
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o Afterincobation centrifuge each universal for 10 minutes st 3000rpm.

Pour off the supernatant and resuspend the pellet.

Place duplicate 10ul. of each dilution and fhe control onto a non-nutrient agar plate
with a iawn of Kichsiella (not incubated with EDTA). Cut a graove down the center

of each plste 10 prevent migrption and place 10ul. of the dilution being tested on each
side.

Mark each inoculation site with a black marker pen.

Incubate plates at 30°C.

Check for growth of Acanthamocha by direct visualization of the plstes using »

X 10-magnification cyepiece light microscope, starting at cach inocutation site,
Table 10: Growth of Acanthamoeba sfter 24 hours Iincubation with Klebsiella

(previously incubated with EDTA)
Concentration of EDTA  -| Qrowth of Acanthamoeba

i

f

ot (2 1F

I

Molope_ul saling)
saline)
jological ealine
cal maline)

| 20 (physiological saline
40 (physiological ssfine)
(physiological saline)

3

]

Table 11: Growth of Acanthamoebsa after 48 hours Incubation with ¥Xlehslella
(previously incubated with EDTA)

Concentration of EDTA Growth of Acanthamoeba

| (mp/mL)

0 (Pageas saline)
0 (Pages saline)
20 (Pages salino)

| 20 (Pages saline)

40 (Pages ssline)

| 40 (Pages saline)

0 (physiological saline)
Lo jclogical saline)
20 (physiological salins)

qHEANN
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FBS, Airdry as befors. Using separate washes amd drying vedela for each typs
prevent contummation.
e Plncs cach section into 1mL PBS in a ceatrifnge tube, somicated in 8 sonioating
water bath for 15 mimiies _
10 s Plate out each iube, it duplicate, on the mtomatic. plate inocnlator, 50ul on o log
dilution-
e Plale out duplic=ies of 2ach tube diluted 30
+ Incubate &s plates st 37°C overnight Read colony founts on sutomatic plate
reader ProfoCOL. Reyeat aflor 6 hoors.
15 .
The resis for control and BD'TA-trested cathelor sootiom are shewn: bolow,

Table 12
|Type nru;thutu! Thie of Number of PColony count in|Colemy count i
paction incubation  emthglcr Ection T [cfufral)] 110 {cfivmL
Cantrol 30 min 1 . 240 0
220 1]
Control 30 min | 2811 1
_ 140 0
Contml 4 hours 1 1430 0
1129 0
Contro] 6 hours 2 S0 TR00
46T 3800
Adfredricd 30 min I 240 1319
POTA A0 B0
Air-dried 3 min ] 267 0
BDTA 120 )
Alr-dried & hours 1 1280 18800
EDTA 1120 2200
Air-dried & hours 2 2240 21333
EDTA 2340 L6000
Rinsed 30 mam | 287 L1
EDTA EFs) i
Rinsed 30 omim 2 1040 1]
EDTA 0 0
Rinsed & houre 1 1980 9600
EDTA 1740 12800
Rinsed & hours 2 . 3600 19000
EDTA 3660 600
13917.)009CT 31
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these were therefore analysed further, As sections were placed in 1 mL solution, counts
per ml, arc equal fo counts per section.

10 Tabla 13
Type of catheter section | Mean colony eount afier | Mean colony count after 6
30 minutes (cfu/section) hours (cfi/section)
Control 880 ﬂ?
Airdried EDTA 407 1745
Rinsed EDTA 421 2743
Table 14
is
Type of catheter section Mean % reduction in Mean % reduction in
cfu/section from the cfi/section from the
control after 30 minutes control after § hours
Air-dried EDTA $3.8% 474 %
Rinsed EDTA 52.2% 173%

Repeated over 24 hours with Klebsiella + CNS:

Table 15
Type of catheter | Mean colomy count | Mean colony count | Mean colony count
section after 30 minutes after § hours afler 24 hours
(cfu/section) (cfufzsection) (cfu/section)
Control 3!7 9205 105806
Air-dried EDTA m 3720 70370
Ringed EDTA 474 9499 77051
2
Table 16
Type of catheter | Mean % reduction in | Mean % reduction | Mean % reduction
section cfu/section from the | in cfi/section from | in cfu/section from
coutrol after 30 the cantrol after 6 | the control after 24
minutes __hours hours
Air-dried EDTA 27.4% $9.6% 33.5%
Rinsed BDTA +25.7% +31.9% _ 27.2%
+ Denotes increase in mean cfu/section from control
a5
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& To the duplicate ket of weoighed tara-sodinm EDTA, 0.5 ml sterilc distilled waber
wig adidad amd vortex mixed, Eilewed by 0.5 ml ai 74% ethenol.

» Bach of lhe mbas of tetra-sodium EDTA wes torind for pH where solabillty was
obsecved.

The experimanial remits damaabrated dmt toim-sodium BEETA was completely
insoluble in & 7% cthemol solwtion, The results farth@morn dexemstrated hat, when
tetra~sodium wax digalved in distifled water i concenirations in the mnge of 10 - 100
mp/ml, wiv, ths reira-sodivm BEDTA. renminzd n solution upon addition of sthanol. A
preferred echnique thus tovalves sojubilizing BDTA slt{s) in an squeous solution firmt,
and thom addag cthanal or snother solveat in which the EDTA salt{g) are less soluble ar
ipsoluble. Prepared in this fashion, EDTA salk gnhetion are expestcd to be sisbde over
tims. The messwed pH valoes for varkoes solatiomy wers ss fhillows:

' 4% cthanol, slone Al 7.8
Water pH 7.1
+ 10 mgtoira-poliem EDTA . pH 20
+ 0 mg seiva-codium EDTA pH 10.8
+40mg fets-sodium BDTA pH 11

+ B0 mg tetm-zodium EDTA pH I1.15
+ 100 mg totra-scdiom EDTA pH 1125

Exampie B
EiTert of sutnclaving at 121%C ea teirn-sedium EDTA solutions
We teated (he effect of auteelaving on twirz-sodium EIFTA solntions (o dakermune
whether entocliving could he used to sieellizs tetra-sodium EDTA solutlons prior o uwsa.
The methodology Lmed i regults are dascribed below. '

Merthadt

s Make duplicates of 0, 20, 30 and 100mg/mL of eera-sodinm EDTA in sterils water
emd abeyily, molton nutrient agar at SO%C

e Leavaoan sef 4t room emperaturs (oot heated) imd aulgclava :.mnant (hentad),
*  Nexi duy placs all agar botfles i o sieamer t melt for 40 minutes.

135317, 1002MCT ”
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We kejied the afTect of antoclaving on different formulations of EDTA salutiena

%0 datermine whethar autocleving could be used o ateriizs various BDTA solutivas prior
tonse. The methodology used and romules ore deseribad below.

Method:
Make up the agar

Place 50 mL of Nttt agar endation inta TX 100ml, sterila glass botiles.
Add no EDTA powdar o the first bottle (labeled 4)

Add 2000 mg of EDTA powder to tha second boiile (labeled d0wgéml, suin}
Add 4000 mg of EDTA powsder io the thind botfle (labeled Bimp/mg muo)

' Add 5000 mg of EDTA powder to the fonnth bottie (Iabeled 100mg'mL nuta)

Add s BDTA ip bottles five, six and sevem (but Iabel them 40, 20 and 100mgfml,
NON auioclaved), leave aof room empemiure.

¢ this for tach EDTA formutation to tes, and autoclays all bottlca, marker auto, at
121%C for 20 minutes. . _

MNext day, plama all botlles in @ skcam Bath to melt the agar for pouring.

Once melted, eflow to cool 16 30 °C befora adiding the appropriate amount nf EDTA
10 the bottles labeled NON amioelaved. All bottles ara now ceady to be tested.

* Meaguriag the 7anes of difTasion

Uing @ oock hoscr, pumeh gut 2 holea 4 7 fresh blood agar platzs.

Make & 0.5 McFarland svspension of CNS and sprend naing a sterilo swab over the
platea in oreate n lawn,

Pipetta 190 ul af ench boltle insa 2 saparate "punched out holes” and incubete at 37°C
owernight.
Do this for esch EDTA forrmulation.

Next day meanre the zonea of diffesion md recond resulle.  Dhuplicate holes were
uzsed and 2 mensoremenls par TOTMG WeT MAds.

Cupric and ferric EDTA solutions did nok prodnce my zonoa, The effect of hant

upom these sojutiong therefore cannot be measumed vsing thia methad. The zoms sises

131 HDAPCT »
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1. An gntiseptic camposition comwising at |sast one salt of efhylenn diamine
totraacelic amd (EDTA) in solution, whercin the af least ana EDTA salt compriscs tofre-
soium EDTA at 4 soncentratfon af at leact 0.01% (w/v) wod less then 15% (wV), wherein
the wmiiscplic oompaosition ks abactericidal effbot over a broad spectrm of bactaria, wherein
the patiegptic composftion kas a pF oF at beagt 0.5, and whereln the antiseptic composition is
pl:lmgn;i in a stcrfls, pyrogen-foes form,

2. The compesitian of clabm 1, whenein the composition hag a pH betwasn 9.5
and 11.5

3 The compasitiom of claim 2, whereln tha somposition hazs a pH between 105
and 11.5

4. The composition of cleim 1, wherein the at teast one salt of EDTA i5 present
af a congentration of 0.2% wiv 1o 10.0% wiv.

5. ' The composition of ¢laim 4, wherein the et benat one salt 6FEDTA s pregent
in & concendration of 0.2% to 6.0% wiv.

6.  The composition of olaim 3, wherein tho at least one salt of EDTA ig present
at a concanlration of 0.2% Lo 4.0% Wiy,

7, Tha compositoa aff olaim 1, whersin the solufion is sslcoted fiom the grokp
consisting of: wator, gallng, alechols, and combinations thereof.

8 The composition of claim 7. whereln the sohition is a combanation of water
end ethanol.

g, The camposition of cleim &, wherein the solntion comgrisss efhana] in an
amount af 0.1% to 10% wiv.

10.  The composition afclem 1, wherein the composition possessey bactedcidal
activity agalnsl bacterig in plankionic fortm and {n sessile forms.

11.  The compasition of olalm 1, Whercin the eampogition further poasasses s Jozst
ene property sclected from the grongy commisting of-

AMENDED SHEET



H LR
FLT/U%0%.1B009 . 092005
(&} anticoagnlant activity;

(b Limgicidal activity ageinst fungsl pathogena;
(e}  inhibitory setivily ageinst protozoan infections; snd
(d)  inhibitory activity ngainst awoebic infrotions.

12. A dry form of the antiseptic composition of elaim 1 thet, npon reconstitation
with e solution, forms fhe compesition of chaim 1.

13. A formulation of the composition of olnim 1 that is stilsble kor topical
applisatiom to snrisece aad objects.

14.  Atime releasc formulation of ihe comrposition of clalm 1 that provides
antiseptic activity over an extrnded pericd of Hme.

15. A lock fumh composition comprising at least coe salt of esirylene damine
tecraacetic acid (EIITA) in solution, whernin the 41 Teast one ETITA salt compriscs tetra-
enhatlon BISTA nt o cancenmation of at Jeast 0.01% (w*v) and lses than 15% (wiv), wieetein
the lock Nush covmposlilon han a pTd of ot least 9.5, wherein the logk flush coenpogition is
packaped in 2 sicrile, pyrogen-free fonm, and wherein the lock flush composition is
biocompatible for use In in-dwelling acesss catheters, urinary catheers, msal tubes end throst
tubes.

16.  The composition of claim 12, wherwin the solution is selected from the yroup
eonsisting off water, saling, sloahols, and combinadions thoreof.

17.  An antiseptic composition compeising tri-sadlum end tetra-sodium cthylena
diamine tstragoetic acid (EDTA) in solution at a concenteation of ar jeast 0.01% {wiv) mnd
less than 15% (vwi'y), wherein the stigeptie composition has a bactericidal cifeet over & broad
spectrom of bacteria, wherein the antiseptic composition has a pH of at laast 9.5, and whereln
the antiseptio composition is packaged in a starile, pyrogen-free fortn.

18.  The compoaktion of claim 17, wherein the composition bas a pH between 9.5
aud 11.3
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19.  The compasition of clalm 17, wherein the eomposition has 3 pH belween 10.5
rnd 1.5

20.  The compaozition of claim 17, whereln the at Jaast one sglt of EDTA i prosent
at 8 conoenimton of 0.02% wiv ta 10.0% wiv.

21,  The composition of claim 20, whercin thws at beast one sall of EDTA s present
i 2 eoncentrilion of 0.02% to 6.0% wie.

22,  The composition of claim 21, whertln the at least pne mit of EDTA is present
al a concentration of 0,02% to 4.0% wiv.

23.  The compoxition of claim 17, wherein the solution Is selocted From the gronp
cornisting of: water, saling, alcohols, and combinatinng therecf

24,  The compasition of claim 23, wherein the sohution is 8 comblmation of water
and ethanol.

25,  The composition of eldm 23, whepsin the echntion comprises ethanol in an
amoant of 0,1% to 105 wiv.

26,  The composition of claam 17, whorein the ecmnposition peasessesy bactericidal
activity ngaimet bacieris In pisiktonic forms and In acssile forms.

7. A methnd for inhibiting the prowth and preoli {erstion of a paopulation of at least
oof ymidesirable microorginism on & surfhee of an ar within an ohjoct, comprlsing contaoting
e surface or chject with 4 compogition of amy one of claims 1-24,

_ 28.  Themethod of elaim 27, wharein the undeslrable microorganism i selecied
from the group coaslstisg of microbisl pepulations, fongal pathngens, peotozoan
popilations, and amochic populatioea,

29.  The mathod of cleim 28, wherein the ymdesinble microorganiom s
Accmthamosha.
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30. The method of claim 27, wherein the surface or object is selected from the
group conaisting of: catheters, medical tubes and conduits, intravascular devices, implanted
medical devices, medical and veterinary instruments, contact lenses, optical implants, dental,
orthodontic and periodontal devices; water storage, distribution and treatmont fecilities;
industriel equipment; and food prepamtion and processing equipment.

31. A method for inhibiting the growth and protiferstion of a biofilm, comprising
contacting the biofilm with a compasition of any one of claims 1-26,

32. A covering for uss in wound healing, wherein the covering is impregnated
with a composition of any one of claims 1-26.
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FIGURE 8
Cafbeter | EDTA | Colony | Cslony | Colowy | Colony Organtsms Present
1 Cone. | coumiat | countet | couméai | countat
{mg/ml) | Okouwrs | 3bours 6 homrd | 34 hours
(cfufml) | {cfa/ml) {cfw/mL) efufmlL
A 100 10000000 0 Q a [+t
B 100 __{ 10000000 | 100 200 v_|am
C 50 10000000 [1] [1] 0 Mixed colifonns
D 0 >100000 | 250000 | 100000 0 Mixed Gram-ve and
Orpmtve coliures
B 30 >100000 | 400000 | 360000 [ Mixed Gram-ve and
Gram:+ve coltures
F 30 300000 57000 2000 Q Mixed Gram-ve and
: | Gramive cultures
L ) £00000 3000 4000 0 Enterococcuy
M 5 >500000 | 300000 17000 17000 | Proteus sp. and CNS
[+] 50 500000 IR0 130000 0 flocaccus mumeus
N 50 500000 10000 [ L] CN8
(eriacial) _ L
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16 FEBRERQ 2006
Archivo de referendia del egente o solleltante
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PCTIUS04/18009

Fecha de prasentacian Internacional {dialimes/afio)

04 Junio 2004 {04.05.2004)
Fecha de la prioridad (dia/mes/ano)

04 Juhio 2003 (04.06.2003)
Sollckanta

ASEPTICA, INC.
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. Por medio de la presents se notifica al solicitante que esta Autorided

Examinadora Preliminar Intemacional transmite junto con este el reporte
preliminar internacional sobre patentabilidad y sus anexos, si existen,
establecidos en ia soliciiud internacional.

Una copla del reporte y sus anexos, si eaxisten, estd siendo tranamitida a la

Oficina Interacional para comunicacion a todas tas Oficinas elegidas.

Donde se requiera por cualquiera de las Oficinas elegidas, la Oficina
Internacional preparara una traduccién en Inglés del reporte (pero no de

cualesguler anexo) y transmitiré tal traduccion a aquellas Oficinas.

ADVERTENCIA

El soficitante debe entrar a le fase nacional antes que cada Oficina elegida
mediante el desarrolio de clertos actos (presentar traducciones y pago de
tarifas nacionales) dentro de 30 meses a partir de la fecha de Ia prioridad {o
mas tarde en algunas Oficinas) (Articulo 39(1)) (ver también la advertencia
enviada por la Oficina Intemacional con la Forma PCTAB/301).

Donde se debe presentar una traduccién de la solicitud intemacional en una
Oficina elegida, la traduccidn debe contener una traduecién de cuslesquler
enexos al reporte preliminar internacional sobre patentabilidad. Es de
responsabilidad del solicilante preparar y presentar tal traduccidn

directamente a cada una de las Oficinas elegidas concernientes.




Para detalles adicionales sobre los limites de tiempo aplicables y
requerimientos de las Oficinas elagidas, ver Volumen |l de la Gula def
Solicitante PCT.

Se dirige la atencién del solicitante al Articulo 33(5), que suministra el criterio
de novedad, nivel inventivo, y aplicabilidad industrial descritos en el Artlculo
33(2) a (4) sirve solamente a los propositos de examen preliminar
internaclonal y que “cualquler Estado Contratante puede aplicar criterios
diferentes o adicionales para los propésitos de decidir si, en qué Estado, ta
invencion reivindicada es patentable o no” (ver también el Articulo 27(5)). Tal
criterlo adicional se puede relacionar con, por ejemplo, las excepciones de
patentabilidad, requerimientos para permitir la descripcion, claridad y apoyo a

las reivindicaciones.

Nombre y direccion del IPEA/US

Mall Stop PCT, Attn: IPEA/US
Commisioner for Patents

P.O. Box 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimiles No. (571) 273-3201 KENSSIV

Caso No.___ H-KN 00319
Funcionario Autorizado Cédigo do Accién

Daton de Base RECIBIDO

Fecha vencimicnto

. Febrero 24 de 2004

Sresni Padmanabhan :-'.echa Final ,.:r _e_m .
(Aparece fima llegible) o "
Teléfono No. 571-272-0600

Forma

PCTAPEA/416(Enero 2004)
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PATENTABILIDAD

(Capitulo 1l del Tratado de Cooperacién de Patentes)
(Articulo 38 y Ragla 70 PCT)

Archivo de referencia del agente o soliciiante
13317.1002PC
PARA ACCION COMPLEMENTARIA
Ver Forma PCT/IPEA/416
Salicltud Intemacional No.
PCT/US04/18009
Fecha de presentacion internacional {dia/mes/aito)
04 Junio 2004 {04.06.2004)
Fecha de Prioridad {a/a/mes/afio)
04 Junio 2003 (04.08.2003)
Clasificacién de Patente Intemacional (IPC) o clasificacién naclonal e IPC
IPC(8): AB1K 31/195; AG1K 31/045 y CI. US.: 514/566; 514/724
Solicitante
ASEPTICA, INC.



Este Reporte de Examen Preliminar intemacional, se establece por esta
Autoridad Examinadora Preliminar Internacional de acuerdo con el Articulo
35 y 50 remite al solicitante de acuerdo con el Articulo 36.

Este REPORTE consiste de un total de § hojes, incluyendo esta hoja de
portada.

Este reporte también se acompafia por ANEXOS, que comprenden;

a. B Enviado al solicitents y a la Oficina Intemacional) un total de 17 hojas,

como sigue:

D Hojas de la descripcion, relvindicaciones y/o dibujos que se han
corregido y son la base para este reporte y/o hojes que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Auloridad (ver Regla 70.16 y
Seccidn 607 de las Instruccignes Administrativas).

0 Hojas que reemplazan hojas anteriores, pero que esta Autoridad
considera contienen una correccién que va més alld de la descripcidn en
la solicitud internacional como se presantd, como se indica en el item 4

de 1a Casilla No. | y Ia Casilla Complementaria.

b. D (enviar solo a Ia Oficina Internacional) un tolal de (indique tipo y
nimero de portador(es) electrénicos)., que contienen un listado de
secuenclas y/o tablas relacionadas con esto, solo en forma legible por

computador, como se indicé en la casilla complementaria que se



4.

relaciona con &l Nelado da sacusncias {var 3eccion 802 de Inslruccionas

Administrativas)

Esla Raporta contiane indicaciones relacionadas con los siguiantes items:

Casilla | Base dal Concepto
i Casilla 11 Pricridad
] Casilla Il Concepto de sin fimdamento con respecto a novedad,

nivel Inventivo y aplicabllidad industrial

[l Casilla IV Falta de unidad de invancidn

Casilla vV Daclaraciin motivada de acuardo con el Artleuln 35(2)
con respects a novedad, nivel inventivo o aplicabdidad industrial; las

clRaciones y explicaciones ayudan a dicha declaraciin

E Casllla VI Clestos documantos citadoe
Casfla Vil Clertos defecias en ia solicitud internacional
[ Caslla VI Ciertas nbservacinnes sobre |a solicitud Internecional

Fecha de presentacion de la peticidn

06 Septiembre de 2005 {05.08.2005)

Fecha de terminackin de este reporte

31 Enerc 2008 (31.01.2008)

MNombre y direceion de correspandencia IPEA/LIS

Mail Stop PCT, Atin: IPEAMIG
Commisloner for Patents

P.0Q, Box 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450
Faceimiles No. (571) 273-3201

Funclonario Autorizado



Sresni Padmanabhan
(Aparece firma ilegible)
Teléfono No. 571-272-0600

Forma PCT/IPEA/409 (hoja de poriada)Abril 2008)

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL
SOBRE PATENTABILIDAD

Soficitud Intemacional No.
PCTAJS04/18009

Casilla No. | Bases del Reporte

1. Con respecto al idioma, este reporte se basa en:

@& 13 solicitud internacional en el idioma en que este fue presentado

O Una traduccion de la soficitud intemacional en [pqlés, que es el idioma de
una traduccién suministrada para los propdsitos de:

[  bdsgueda intemacional {de acuerdo con las Regla 12.3 y 23.1(b))

O  publicacion de la solicitud internacional (de acuerdo con la Regla
12.4(a))

O  examen preliminar intemacional {de acuerdo con las Reglas 55.2(a)
yio §5.3(a))

2. Con respecto a los elementos da la solicitud internacional, este reporie se
basa en: {(reemplazo de /as hojas que han sido suministradas a la Oficina de
racepcidn en respuesia a una invileclén de acuerdo con el Articulo 14 se



rafieren 8 an esis reporie como 'presantadas onginaknania” y o 58 anaxen a

adie reporta).

O |a sobcitud intemncional camo se prasanid/suminiatrd originalmenta

la descripcldn -

Paginas:
1-b, 7-B, 1118, 21, 22 24, 27-30, 32, 3b, 36 38 y 40
come se presentdsuministrd originalmente

Paginas* 6, 10, 18, 20, 23, 25, 26, 31, 33, 34, 37 y 39 recibidp por esta
Auteridad en Saptiambre 08 de 2005 (06.08.2005)

Péginas NINGUNA reciblda por esta autoridad en

Las relvindicacliones:
Paginas NINGLNA como se presenti/suministrd originalmenta
Péginas™ NINGUNA como se corrigkéd {undo con cualquier declaracidn} de
ecuardn con gl articulo 19
Pagines' 44-47 reclblda por esia Aubariiad en Septiembre 2005
{06.08_2005)
Paginas* NINGLUNA recibida por esta Autoridad en

& Loa Dibujosa, Hojas:

Paginas 1-13 como se presenid/suminisird originalmente
Pagines* 18 reclblda por esta Aulorided en Sepllembre 06 de 2005
{08.05.2005)

Paginas* Ninguna recibida por exta Autoridad en

L] una lista de secuencias yo cualquier tabla(s) relaclonada — ver Caslila
Complementaria Relacionada con la Llste de Secuenclas

3. B Las commecelonea han resultedo en B3 cancelaclédn de:



@

B

Le descripcion, paginas: NINGUND

24 Lae relvindlcaciones, Nos.: 33-38
Los dibujes, holesMgursm NINGUNO
Ed La lista de secuencias (Especifigue)  NINGUNO

Cualguier tabla(s) relacionada con |a lista de secuencles
fespeciique): NINGUNO

4. O Este reporte ka sido emitide como &1 (algunas da) i35 comectionas no

hubleran sldo hechas, ya fue ellas han sido consikleradas que van més sllé
de la descripcidon como se prezentd, como s Indicé en ls Cesla
Complamenlaria (Regla 70.2(c)):

La descripclén, péglnes:

Las retvindicaciones, Noa.:

Los dibujos, hojasfiguras

La lista de secuencias [Egpeciique)

Gualquler tabla(s) relecioneds oon la liste de secuencias

fespeciique)

OO0OoO0oaQ

* & el Kom £ aplive, algunas o lodas de o3ie8 hofas pueden SR mamAdes “redngpiHTAdD",

Forma PCTAPEAAGE (Abril 2005y
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SOBRE PATENTABRIDAD

CasillaMNo. ¥V

Sollcitud Internaclonal Na.
PCT/US044 8009

Declarecidn motivada da pcuerde con el Articudo

35{2} con respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad Industrial; las
citaciones y explicaciones ayudan a dicha declaracidn

1.

Declarackin
Novedad {N}
8ic  Rabivindicacionas
Ne: Reldvindicaciones
Mivel Inventivo {15}
Sii  Reivindicaciones
No: Reivindicacionas
Aplicabilided Industrial [JA)
3  Relvindicaciones
No: Relvindicaciones

Chaciones y Explicaciones (Regla 70.7):

Por favor ver hoja separada

1-32
NINGLUNA

17-26, 29, 31-32
1-16, 27-28B, 30

1-32
NINGUNO

Forma BCTAPEAMDS {Enanc 2004)

q/
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL
SOBRE PATENTABILIDAD
Solicitud internacional No.
PCTAIS04/18009
Casllla Complementaria

En el caso en que cualquiera de las casillas precedaentes no sea suficiente.

Continuacién de;

V. 2. Citaciones y Explicaciones:

NUEVAS CLTACIONES

La US 6,500,861 BRB. (WIDER et a) Diciembre 31 de 2002
{31.12.2002), ver columna >, lineas 8-20; columna 2, linwas
30-34; columna 4 lineas 10-14; coclumna 6, lineas 9-10;

columna 7, lineas 51-55.

WO 00/1385€ Al {AHMED) Marzo 16 de 20C2 (16.03.2002), ver

rasymer.

L.as relvindicaciones 1-16, 27-28, y 30 les faltan nivel
inventivo de acuerdo con el articuZo 33 (3) del PCT como c¢s
obvic sobre Kurginaky (GB 1279148} en vista de Wilder (US

6,500,861) .
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Zurginski descrize un métdo psra limpiar fiarras oua se
acumalan an Tektrstss = instalacicaas ssnitsries dezide al
zrecimien-o d4& hongas y bacterias al aspliczer wobre la
uzerficie unAd tompusicidn limpiadora. Vgr pfgina 1, linaas
12-1%, Llineas 6:-64. L& composlicidn compramnds vn  agente
quelanlié tal como saies da metal Sleali o sales parciales de
dcide etilencdlaminotetzecético (SDTA) en wuna cantidad e
.25 a 1% puriss Tor posc eas denlr 0.25-15%, no alzano:

inferlin- de 1 a 4 Atomos de carkbono an 13 cantif=2 ds 1 a

parzes @& decir nmenss del 10%, {tal como Mekancl, etanct
etc.), una alcanclasmina en una #@ntidsd de 0.8 & 6 martes,
una mazgla Ze 2 o mia aloocholas de éter alduile izferiar en
ana canbidad d= 1 a 3 parkas, ¥ 8l reat> es agus sn aAna
cantidad para oomplstar dicha composicidn. Bl pH des la
compoRicién ea 7 & J.E. var pigina 2, lineas 17-22, lineaa 4B-
E2, lineasa 59-60, wnacina 4, ralvindicacionea 1, 4, 5. Ver
STEMELO 1, paAcina 4; on dongde ‘a sal de tetrs sodic de Aqlde

etilenodlaminotetrac&tico aa uliliza.

Kurgiski nc ensefin gspacificamente que le composicién se

empaca an ung forma eatéril lihre Jde plréigencs.

Wilder ansehs composicicner antimicrobiales para eliminar
infacciones da varias superficics y materiale=s que incluyen
la swoerfic!e del ¢uarpz. También 56 plensa que  las

corpoaicliongs ankbimicrobiales se pusdsn adrinistrar Come un



13 g;gg.s,go?\

liquido u oralmente o a través de un sistema de
administraciér adecvado, tal ccmo un catéter. Ver columna 1,
lireas 3-20°', columna 2, lineas 30-31., y columna 4, iineas
10-14. Tamblén se piensa adicionalmente que las composiciones
antimicrobiales se empacan cn we forma estéril y libre de
pirdgenos, y sc puede introducir dentro de la cavidad
anbdeningl a través de un catéter. Ver coliumna 6, lineas 9-

16., columna 7, lineas S1-%8,

Seria obvio para una persona axperta en la téenica emplear la
composicién antimic¢robial de Kurginski ea una condicion linre
de pirdgenos cstéril debldo a que Wilder ensefa las
compogicionas antimicrobialea come empacadas en una forma
estéril y libre de plirdgenos. Asi a partir de las ensefianzas
de Kurginski y Wilder, una persona exparta en la técnica al
tiempo de la invencién podria haber sigo motivada para
emplear las composiclones antisépticas reivindicadas en una
forma estéril libre dc pirégencs como convencional con
composl¢iones antimicrobiales ceon la expectativa de utilizar

la composicién en catéreres, tubos nasales tubcs dec garga:nta.

Las reivindicaciones 1-10 les falta rivel inventivo de
acuerde con el arziculo 33 {3) KT ya aue 8s obvio sobre
Merck Index, novena edicibdn, 1976, pAgina 8366, en viska de

Wi.der (US 6,500,861).
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Merck Index desceribe o]l EDTA tetra sodic reivindicado
aztu=lmente como vielo, bien coneceolde y 3itil parxa vazios ucos
[orpacduticons. Eske acompugstn 56 plensa coma wn2 solucion
acuosa de 133 ¢ en 100 ml 2= agua; srofncicndc una ealucian
51.55 ip/v). Una aolwcifs: acuossa al 1% de eske compuesto s=
oiensa que posee un PH de 11, gue cumpla aAgueliazg
limitacion=a deacritas agui.

Merck Index ng enasfia especiiicamente que lz composzlaidn se

enpacue =i vna forma estéril iibre Ze slrdgenos.

Wilder m= como Ee ZSizcutid anteriocnente,

fodria mssar cbvioc para ura peracns medisnaspente versada en

a
téenica emplesr la compesicion azntimicrobial de Merck =n una
condicidn estéril iibre da pirdgenos detido a que Wllder
misails las composicicnes antlmloronlzles coms empacadas en
una forma estarxli y libre de piz¢genos. dsi a parcbly de las
2nszflenzas de Meyxctk, v Wilder, una pursona sxparita on la
téchnica al Lieppo de la invencidn sa podriz motivar para
sinmlesr las composicisnas ankigéptleas reivindicadas en uns
forma askéril libre de pirdcesss come corposiclones
antimicrobianaa convencicnalea con la cxpertatlva de usar iz

composicidn en catétzzrea,
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Las reivindicaciones 1-16, 27-28, v 3¢ le faltzn lnvenkive de
azuerda con gl articunle 33 (3) PCT mor sar ocvias schre Fahim

(W0 05/13656) en viste Jde wilde» [Uf &,Z00,3881;.

Fahin descrite zonooszlflonas antimicrozizles gue comprenden
cercs e D_ D25 a2 cerca 8.0% en oesd Jda wna sal de EDTA tal
commo EDTA tetra usodic, y la campozicidén tiene un pH de c=ros
de 5.0 & merca ¢2 11.0. Var pagina 10, lineas 10-23%: y pégina
1l lineas 5-10. Se snzena que la viscoaidad de la cemposicisn
se puede ajuetar al agregax cloruro s sodio. Var pdgins
linaas 15-16, Laz prcpiedadss antimicroziales de las
compoaicionas tamblén se zeportan, Se pienza adicionalnmente
gque al incromentar la concentracidn d= EJTA-Nad de 2 a 3.0%
en pesc zuministra un incremenko suoetancial en lz reduoaciba
de bacteriasz, Ver pacina 25, tablz B, prototipo 10, &n Zonse
la composicidn zomprends 3% en pesa fde EDTA tetra scdlo.
Eacl, &ygva y wn pH da 5.5, Las compesicionas anbimicrobislas
gue ccaprenden ECTA tetra acdic ensefiades peor Fehim se
viilizan para limplan ls pisal. Ver piginsg 41 reivinticsciones

35-37.

FARLM 5 engalta egpoclificamete que la composicldn se empague

en una forms estéril libre de pizégenos.

Nilde*» &3 como sa discutid antarisrnanta.
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Podria zer chvio para uzna peraonn merlanamsnte versada en la
materia emplear la compesicidn antlmizrxchial da Falilm sn una
condicldn wskéril libre de pirdgenos dekbido 2 ¢que Wlldar
ensefla las composizigtas antimicrozialez o empacadaz en
una forma gatéril ¥ libre Z2 pirdganoe. Una perscona exXperchs
&n is téecnica &l tiempo do le invencidn se podris mctivar a
explaar las zomposiciones asallzdéotices reivindicadas en una
Fnzma estéril lik»a de pirdgenos oomo  convenclonal oo
compoas iciones antimicrobianas con la expecstatlva de giilizar

iz cocmpeslicion en gatéterss, ¥ otroa dispositivos médicos.

Les reivirdicacicnes 1=3% cunplen sl criteric estanlaecizZo =n
el articulo 33 (4} 2CT, y asl tiene aplicabilidad induatreiz)
debids a2 gque ls materis chjete relvindicada se puede hacer =

ussr =i la induatria.



€1 EDTA ha sido uwtil :fradicisnelmenta come un guelasnte de
naital ¥ ha 2aide utilizado =2n combinacidn con  otrce
campiantes acktives, para una variedad de propésitoz. 21 ELTA
€8 a menude asade, en kajas cconosntraciones, coma  un
antircagulante in Vitrs para miesanra da especimanas de sancra
Y ensaye y un sinergisia antioxidante, v =3 tamtién agregacto
a scinciosnes, por edempls, quelanta, wn eslbabilizador, o un
rreservative pars poaparaciones farmacéuticas. EL ELTA prede
sxiatir en una wvariedad de fFormas, aigunas de lazx Susles son
formas de sales do sodic, tales come sales de sodis, discdio,
terraaodia, y otras da lan coales aon guelakbos ng meka) teles
come hierro, cobre, magnesis, ete., Ciertza feormaz de EDTA han
aido uvkillxadax, en oonjunto con otras sustancias come un
adyadante, en compoziciones para Lrakar catéterss infectados.
Cuarde son Gsacas en establecimientos Juimicos, L+ I H
compcEicicnes onplieadas  con humancs o andmalss, laz
s@luciones scn ajustadas generalmente a wun pH da rango

firicidgicg, o nenkco,

Una sorb:lnacién d= en sleshcl con un aditivo, tal come ona
forma d= =23l sin sxdio de EOTA, ss na descrito en la
publizaclén PCT WO02/05188. La publicacidn PCT WO OC/72208 Al
describe una mezela ligfliizets ¢de un eagente antimicrokiano.
por ejemplG, un antibiotico, ¥ un zegundo agente, que puede

ger una forma de a3l aln aowiiee de EODTR, om0 un agents

gquelante para el lavads de ecatetaras, En la paka=nkte

HOJA CORREGIDA

. UWTEes

o
o
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eskadounidense HWo. 5,68E, %16, composiclones que tiensn un
agente ankiccagulante y ‘'wno quelants, Lkal como =DTAR, y a0
agente antimicrobiane, tel ccns la aminodiclira, se descrlis
para recubrir gdispoeitivos médicor e Inhizir Lls iafaccidn en
lo= zabtéreres. En parkicular 1los sjemplos describken, mna
forma de disndio EDTA gue ey llevada a un pi {isioldgice d=
Y4 ¥y es ussds an la composicibén., La putblicacidén ROT
HOB9/29397 dasoribe el trstamieanto de la infsccidn fpngal con
una combinecidn de un agenie ankifungal ¥y vn guslante, tal

como a1 ZiXtA,

Otrag Areap #n las owales las infaccisnes prazsntan 4an
prchienma incluyen los diapepitivos inédicos y lcz materizles
usades en conexldn com LA ojos, tales coms lentes de
comzacic, bucles ascleralos, materizles e avlkora, izntes
intrgomlares ¥ slmlilares. En paxticular, se ha dade énfasis
B el cdesgrrolio de meétcdes pere  desinfacrar prétesls
oouitaraes, tal come lentes dHe contacte. Las biopeliculas
pacierianas pvradsn participar en lnfecciones oonlarea vy
perairir que ias bacteriae pergistan en superficies abhldticas
gue entran an conkacts con, ¢ estdn Implenentadas an el oo,
Laa Dblcpeliculas tamhién pneden formarse sobre asuperficies
bldtices del ojo. Legans et al., DNA cell Hiv., 21: 415-20
(2002}, Upa forma zsvere de guarzzlitis puede ser inclada por
unie arein protozoarla que puede contaninar los fluidos

dasinfacrantes de lczs lent=s. [na formulacion oftdlmica de

HOJA CORREGIDA
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tetrasodio ZOTA y salies alcali, amortiguadas a un pH de 6-8,
para la desinfeccién de lentea de contacto se describe con la
patente estadounidense No, 5,30C,296. La patente J,5, No.
5,998,488 deacribe una compcsicidén of=Almica de EDTA y otras

sustancias, cono ciclodextrina y écido bédrico.

HOJA CORREGIDA



son adecuados pars estom propdaites. En ung modalidad, wna
scincién ankiséstica comorende, consists da o 2 conaiste
suygncaialoente de uno 0 Maa sales de sodic EDTA =2 wn pi nayor
gue el pE fisloldgice ez  empleazo para mankanher la
perpansncia e dispoaitivos de AsCeSD PHEMANERLE
inkravapoular, Lom méktodns para catéieres sanitarios y ctros
tubss médicos, tales come tubos nasales, tutos de gargonta y
similares, tmabién s& sumindsirssan = inviucran ¢i contacio

dal catédter u otrs tuba médicn ocon una compoaicldn sanitarla

d= la pres=ite invencidn.

Ern otra wmagalldad, la composiciones ankisdpricas de 1la
presente invencidn coonprande, consiste fe o conyisban
sgencialmenia de uno o mas asles de xodic de =ZEDTA a un ph
mayer gque el pH flwicldgico y son suministradas coopo
solenivones =sanitarias para dispesitivos nfdicps EKales como
cajas dentales u otros dispositlves dentaies, ortodiniices
vio paricddnticca, psre lentes de conbkaglo uw  otros
dispogitivoe optloos, Sara inatrumentoa m&dizos o
veterjnarios, dispositivos ¥ similares, y cuone  2olucieaas
nanitarias zmara superflciae y onjetos sanitarioz. Loz métedes
ds higlieanae de tales Zisncsitivcs son Sambién proviskag, los
rétodes ccomprenden peonax en canktactoe un dispasitivc con una
corposicién anctiséptica de la presente lovaencién. En general,

2= composiciones ankigdpticas de 1la presenta invencifna
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pugden smer «#sades ¢aa =oluciones  de  anjnague, para
dignosilivos <entales, apbedinticos Q pariviénlleos,
incluyendo oepllics de dientss, y taokién pueden ser usados
coms sScluciones de enjurague paxs lentos e <onbacto @ oizos
dispositivoa opiicos, lo wiza: que inaztrumentos médizos ¥
vetarinarios, dieposirivos mécicos v weterinzrios v similaras.
Pera waras azlicaciones les compasiciones antisépticas d= le
oresenta  lavenclén son  formuladas gazeralmente come

solucicnes, o sen provizlas en ura feorma seca que luecgo de la

disoluzidn de uvn acivente adecuade fornan une solupifn,

En kodavia ortra medalidad, las composig¢iones antisépticas de
la pres=snte inwvancidn 3cn formuladas psra use en seluclones,
gelas, cremas u otras preparaciones disefsdas para uso tépice
COT0 aqgenkas antisépticos, limplonss, tratamlentas
anktibacteriales y similarzes. Les omnposiciocnes antisdpricas
de la prasante iovencién también pueden ser uszados ooRz
agentes antitasteriales en couexddn oon vendajas, bandas,
curas, agantes de ouracidn de hreridasa y diapositivos de
curacidn de nerldas ¥ similar=ss. En inodalidades pelacionadas,
cobrimlienkss a0 uao para curaciédn de heridas, tales como
verdajes, wvendas se suninistran an donde el ocubreimiasto es
impregnado oGn unn o mas  compsalcionese de la  presante

inwencise,
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Compoalelonas antisézticsa de ils prasente lnvannlén tankién
pueden ser anpleadas en astadlecimienios indusiziales teles
como  alstemss dz  almacenamlente v distrisucisn de aguaa,
pugificacién de agua, humidificacidn ¥y dispositivos de
deabumidificscldn Jde agua, y en preparacicnas de alimentos,
estab ecimients de manejs ¥y empugue, Dara inhivir, reducir o
guatancialmpente sliminar peoilaciones @micreczianaa tante de
formas de lihre emxplotazifn copes séxiles, lo misme gue nwochos
hengos, awchae y poblacioncs de protozoarios. El equipo y las
svparfizies industriales pueden ester en zontecto con, ser

lavadas cch, <
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¢ Racolectar 20 botellas 2= widric esbéril (125 mL) ¥y
locallzar 100 nmL de agar nutrlent2 en cazfa unc. A eika
se pusde agregor ¢.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4, &, B, 10, 15, 20,
25, 3¢, 40, 5D, 60, 7D, 83, 9C y 100 mgfal Jde EDIE
tetryandia [(u otra 521 de ERTRA o conblpacidn do szl de
EDTA gur 3% ansaya) utilizando una solueidn daponitada a

200 mg/ms,

 YVarkar 200 mL de agar on uns ¢&j& pabtri cestéril v
permiticle asentarse, Worier 3 rplatos adizlanales.
Marcar loz platcs con la corcentracidn de EDTA que ellos

contien®n. Huoor ealo para cada csncentracldn.

s PEFstos platos pead=n ser enkoncas almacenagoz, hasta gue

%llos se nocesiten, en un refrigerador o 4%C.

Gi Inocnlacién da los platos
" Huver cracar cultivoa dsrante teoda le noche de 23
organiames Gram pcsitivos y 15 dgganismas Gram negatives

an unl coikivo de nubrlante.

& Dlluir casa coultive a 10%fu/mi, wvtilizands solucién

salina amortiguada de fosfatoc (PBS).
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Utilizar an jaoculsdes de plato automAtiso para inccolar

cada plabke con 21 cxganismos.

Incubay wl plato durante toda la nocihe s 37°C.

Al siguienre dia ¢s5lificar mas o menons el crecimients.
Deilirzar papel d= filtrc eatdril psra tranafesrir al
creciniente da los pletos lnicizlea a plakos de agazx
Cled frescns pace determinar el BC a lox HRE.

Ineuipar lus plates replica curante leg nochw a 37°C.

Al slguiente dia calificar més o ngnos el crecimicnto.
Los MIC y lox MBC fusron deszcritos ocome  las

concentrsciones madsz bajas an  lLag cusles o hudo

cragimiento.

Los resuliacdos son nostrados en la figura LA=-5C, Laz figuens
12-1D nwestran o= datoe Zel MIZS ¥ a4l HMBC (presentadss en
goluciér. de EDZA mg/ml, =u/v) para muchos organismos gram
positives y gram negativaos contra aolucisnes de =al da EDTA
que consisten esenclalmes;ite cde EDTA de disodia; ZIRTA d=

diamonio, 2DIA v discdio, EDTA de trisodi, y EDTR tetrasodio.
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T Figora 2 musstra los datos MIC vy MBC (presentacos come und
solucidn EDTE mg/ml, »/v) para levadiras oslbra asiucionss e
sal d= EDNTRA qua cenaisten esencialmonte cde: EGTA kelrasodio:

EDTA de Zipotssio; y ECLA do diamcnio.

La figurs 3A ¥ la figera 35 mueskrdn loa daicp MIC v el MBC
iprarentadss come ung  salucisn de EDTR mg/iml, p/v) para
crqunismes gram pesitives y gram negativos contra soluclones
ce sal de SDTA gue consister esencislmanke de EDTA de diszdin

cdprico; EDTA de discdlo da magneais y EDTA de godio Férrico.

La figura 4& -41C mueskran los dstca MIC y MBC (presenktados
comy  Aolucién de EDTA wg/ml, p/v) para organismos grsm
positivos y grum negativos conira comzinacién de salucloras
Jda sAl EJTR que consisten esenclalmante de: dieodic clprico y
EDTA tetrasodio; disodic cuprice y ECOTA de dipotasic; y EDTA

de disodia cipricc y de diamonia.

Las ficuras HA-3C muestrasn Lag datos MIZ ¥ MBY [(pressntaciss
zoma una aoluweidn de EDTA mg/ml, pfv) para corgenizmes granm
rositivoa y gram negutivos o anatra combinacién de solucionss
fle =al <a EOTA gue consisten esencialm=cte d=: EDTA
tetxa230dic v cdiamcaio: ZDTA tetcssaiio y dipotasic; y EDTA de

diansnio y Zipetasio,
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2
Variss de laz combinaclones Ze sal de RDTR y aalea de ZDTA
fusron efecltlvas para inhibirilaz o sliminsr un amplic
eapeciro de cepas bacterianas a congentraciones razonshles.
Antws del ensayc médica y el usc se ha estarlacids bnencs
pexfiles de bitcompatibilidad omara el uss de lza salss de
FDCA dr seodic en humanoz Yy anlmeles, sungue s
biocompstibilicdad de otras sales :J¢ EDIR 23 ae ha sstablecida.
Las sales ds ELTA de tetra y discdio perecen ser las mas
sefloaces contra una amplioc espeotro de bacterilas patagenas.
Adcmas e1las han gifi¢ & podian sar fAcilinenbs eetaflecidas
cone bigecnpatibles para uwes de humano ¥ veierinaric, y ellas
son efectivas an coate y cetables, La 33l de ZDTA Eelkrasccéio
@s adicionalmente active oong 0n antiecpagulsnte v &g
altzmentz seluble an =olvenims acuosos. Coénn Ziue en @3ios
Eazrtores ¥ en los experinentos subrayadss antericrmente, lax
sales da IDTA de retra y trisodio fusron ss¢ouldas coma los
candigatoas mas prometedores para composicicas=s antizépticss

de la presanie invencidn.

Ejempla 2
Datcs de concentracisn de arradiocacién de blopelicula minima
(MBEC) para organismos contrs EDTR tetragodio, nkilizandc al

miétode dispasitive Calgary modificado.

La formacién de kpiovpuliculs es un factor importante en la

contaminacidn backariana. Una composicidn  antiséptica
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efpnliva tiane preferiblemente 1la cazacidad de reducir iz
nlorifueraclon de biopelicula, o evitar o lohlole la formaclin
de bicpe_icuias. Nuesira sclucidn antiséptica EJTR tetrssodic
para decerminar si esta podria evitar o inhibir la formacidn
de biopmlicslas. La soncentrazién e erradicacidn de
biopelicula minima {(MBEZ) para varios organismcs contra EDTA
Leteasodio aa esbtablecif uwtilisamio un mdlode dlspositive
{falgary modificadn. El método Calgary ee describe on Clser et
al., Carcadian Jouwrnal of vabarinacy Reaeach, $6:86-92 {2002)

&l método ¥y 1los res:zltadss as describen adelante.
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Tabla 3: Oxganismo: Entarsbacter cloacas 252

Cong.-. ERTA | Conteo do Cankesa de Contes Ze Conten dm
m3/mL colonia/ml: | colonia/whl | zolonia/at: | colonia/ml
despubds de | después de | después #e | después ds
1l hcza 3 hoeas 6 ncras 24 horas
O 1.00E+0R 103704 94444 2_24]
1.00E+05 118518 31481 L1EGE]
1.00B+06 07407 1angna 13i48]1
5 62543 35035 36496 o
67123 159874 A21EHT o
87153 19697 32416 D
10 Jeslo 12035 a0 o
473356 17603 219 O
L020% 18561 Q 1]
15 g000 Bi33 379 0
A533 Bx33 219 0
— 1467 9267 133 o
20 1378¢ 2840 [V 0
12473 2620 0 0
14E61 2600 7] 0

Para Eblershaciar closcee 292, al MRED = < 5 my/mL da EDTA

tetrasodin
Tabla 4: organismo: H.Enterococcus ap,
Coanc., EOTA | Zontec de fontec Zde Conteo de Conteo da
g ST aolonla/el | eslanila/ms | eclonla/mlL | esiznia/ml
duspués de | despuds da | dexpuds de | despoés de
1 hora 3 horas & horza 24 horas
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T 500 3520 4000 6133
8133 3380 3440 1720
BEQD 3520 A760 1646
) 1380 780 80 )
1160 580 100 i)
1140 500 120 o
10 40 0 0 0
160 0 qd 0
20 0 0 0
15 15 0 20 o
) 0 o
80 ] 20 0
20 1280 730 160 o
1580 379 16D
2000 320 140 1]

Para H. Entercoscosugy sp., la HBEC =< 5 myg/as de EDFA de

takrasosio,
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Procadimients de tratamiente para asegurar catiter In vitro

an catéters=s poeitives de paciente

in  procedimiento para asegurar coakérer mue utilize l:
solucifis candizZata FEDTR Letrascdio (1% p/v) 40 wg/ml =e
desarrcllo y utilize para eatéteces de nemodislisis  de
paclenta que son ensayados positiwos para variss infaccicnes
micrebiansix. Loa catéteres sp determinazcn por tenac
infacciones mlcrchiangs que se sometieron al Lratamlents de

azegquramlento de catéter cque utiliza EDTR tetrasodio v

contecs de ohlonias ¢ homarch en varios puntos de Liampo. E
EN Trimer gxperimento, tofoa los catéberas Se trataron con
agsluciin EDTA de etrzsodio 4% p/v mientras on un =eguoco
pxperiments, loa catéimrms ge trateron ocoa solvciones EDTR ds
tetrasodiz en variz# zoncantracionea, Laa soluciones de EDTR
tatrasodis: se prepararon y almeacensron como S8 deserinls
anteriszmente en los ajamzlos 1 y 2. Loa precedimisntos v

resulrados e Zeacriban adslante.

Matodo:

¢ L{aréterea de hemodidlisls renmel removidoz por
acazyeche de infaccldn se seleccionayen, mediants

lavado £on 1lmL de sallipa smorkiguartda ¢enh fosfato

HOJA CORREGIDA
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astéril debajo de <cada lumen. Se desarrocllo el
cuitivo cuantitativo utilizando alicuotas de 1 y 10
ul gue se extiendsn sobrce placas de agar con sangre y
ac encuban.

Los catéteres se almacenan inicialmeante a 4°C hasta
después de ueleccidn y se egtariliza el lumen con un
trapo ccn alcohol.

Antes de ensayar el tratamiento de aseguramiento, los
¢catéreres positives saleccicrados e aseguran coon
nutrientes fundidoc utilizando una joringa de 3 mL e
incubados durante la noche a 37°C para asegurar la
viabilidad de 1la  Dbiocpelicula y asagurar |la
colonlizacidn total de todas _as superficies
endoluminales con el organismc infectado.

Después de incubacidn durunte la noche, cada lumen de
catérer se lavo con 5 mlL de sclucidn salina estéril y
se cortaron doa piezas de 1 ¢m desde oL extremo
d¢iszal, cada pieza se coloco en clporuro de calcio
egtSril en 1 mL de cloruro de celecio earéril - IV,
(para neutralizacion de agentea)l unc para microsconia
de exploracidn de electrcrnes (SEM) y ia otra para
cultivo, en contenacoraes uriversalca estériles.

Para cada procedimientc de cultivo, el unlversal sc
coloco en un baflc se sonlcacién durante 15 minutos a

temperatura ambiente y luego se centrifyugo durante 2D

Segurdos.
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e El cultivo cuantitativo se desazrolic utilizsndo
alicuontas de 1 ) y 1€ ul colocadas agbre placas de
agar con sangre y se extendlercn por mecdio de
varillas en forma de L plésticas esatéril, Iincubadas
durante 37°C ¢ durante la noche y las ceolorias se
contaron al siguiente dia.

e El catétar ge .avd y se sseguro ccn la concentraclén
apropiada del fluido asegurado de EDTA taltraagdio e

incubado a 37°C durante 18 horas.

e AR 3, 6 y 18 horas de irncubacién dos piezas de 1 com
de. extremo distal del catéter ss cortaron ¥
neutralizaron en > mL de soc.ucién de <loruro de
calclio sstéril 1 K.

s Se siguid el procedimiento de conteo cuantitative, en
cada intervalc de tlempo <como sc  describid

anteriormente y se retuvo una pieza para S5SEM.

Diecislete (17) catéteres de hemodi&lisis renal infectados se
trataron con una composicidbn antiséptica que conaiate en
EDTA tetxascdio en una concenzracién de 40 ng/ml (4% p/v).
Los resultsados se muestran en la figura 7. Dlez catéterags de
henocdiAZisis renal infectados adicionales, asi como tamblén
un catéter venoso y uno arterial, 8se trataron con

composicién antiaséptica que consiste de EDTR tetrascdio en

HOJA CORREGIDA
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concantraciones de 20-100 mg/ml (2-10% p/b}. Los ressuitades

se mueatran en la Figura 8.

ros resultados demuestran cue 40 mg/ml de EDTA tetrasodio (4%
p/v) es eficaz al mutar, o reducir dramdticamente, la
poblaciés: de la muyoria de organismos después de 24 horas de
crazamiento. Esta cecncentracién de EDTA tetrasodio sy segura
para 4so en relacién ccn humanos y otros animales y se
considera eficaz, y es a3l una concentracidén deseada para

conposicliones antisépticas y métodos de la presente Lnvencidn.

Ejamplo 4
El efecto dal EDTA tetrasodic en Acanthamoeba y el efecto

dael Klebsiella tratada con EDTA tatrasodio en Acanthamoaba

Varlas eapcclies de Acanthamosbes son capacas de Iinfectar
humanes. sy infecclones acanthanccbicas a menudo resulian
como una consecuencia de almacenanientd inadecnado de lertes
de c¢ontacto y otroa diapositives médicos que entran en
contacto c¢on el cuerpo humans. 1a alimentaciédn del
Acanthamoeba on poblaciones bacteriales es resistente a
michos tratamientos. El efecto del EDTA tetrasodio, oreparado
coro Sse descrinid anteriormenta, sobre poblaciones de
Acanthamoeba se ensayo cocne sigus. las compesiciones de ZDRTA
tetrasadio tamblén se prepararon utilizando soluclédn salina

Page y solucidén salina fisiolbégica, como solventes. kL efecte

HOJA CORREGIDA
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de la Klebsiella tratada con EDTA teirasodio en Acanthamoeba
tankién gse ensayo experimentaimente utillzendo la siguiente

metodologia.
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Incubar los —ubos a 30°C durante .a noche.

Decapués de incudaclédn centrifugar cada universal
dirrante 10 minutos & 3000 rpm.

Verter el supernadante y resuspender el granulo.
Colocar 10 ul de duplicado de cada dilucisdn y al
contro. sobre una placa de agar sin nutirientes ¢on un
pasate de klebsialla (no incibado con EDTA). Cortar
una ranura hacia abajo del centro de cada placa parza
evitar la nlgracién y colocar 10 uL de la dilucidrn
que se ensaya en ¢ada lado.

Marcuar cada sitio de ilnoculacidn con uii esfero o un

marcador negro.

ZIncubar placaa a 30°C.

Marcar el cracimiento de la Acanthamosba mediante
viavalizacién directa de las placaas utilizando

microscoplo de luz de pieza de ol0o de magnificacilén

X10, partiendc en cada sitio ds inoculacién.

Tabla 10: crecimiento da Acanthamoeba después de 24 horas de

incubacién con Klebsiella (previamente incubada aon EDTA)

Concentracién de EDTA mg/mi en

{solucidn)

Crecimienzo de Acanthamoeba

0 (salina pags)

+4+
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Tivmse

0 (salina page) —

20 (salina page} ++
20 (salina page) +4
40 (salina page) ++

40 {sa_ina page) -

0 (salina fisiclégica) T+
0 (salina £isiologica) +44
20 (salipa fisioldgica) ++
20 (salina fisiolébgica) -+

40 (salina Zisjioldgica) -

40 (salira fialiolébgica) -

Tabla 11: crecimiento de Acanthamoeba después de 48 horas ds

incubacién con Klabsialla (previamente incubada con EDTA)

Cenceniracion de EDTA ng/nml en|Crecimicnto de Acanthamoeda

(solucidn)
0 (salina page) +++
0 (saiina pago} +++
20 (salina page) +

20 (salina page) -

40 (salina pagc) -

40 (salina pags) -

Y {(salina fisiolégica) -+
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b (sa”ina Eiziclicica)

20 (malina fisiologica)

20 (mallna f£isioclégica)

40 isallns £isioldgica}

4l {salina Fiszial&gical
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¢ Daspués de 30 minutos sze remucven 2 seccicnes de cada
tipo y se enjuagan en 2 x 30 mL de PBS estéril. Se

seca al alre como se hizo anteriormente. Se utilizan
lavados =eparados y frascos de secado para evitar
cada tipo de contaminacién.

o Cologue cada seccidédn dentro de 1 mL de P3S en un tubo
se ccntrifugado, se sonica en un baflc dea agua de
sonicacidn durante 15 minutos.

s Se coloca cada tubs en cuplicado en e. inoculador de

placa automdtico, 50 vL en una distribucién log.

¢ S8 colocan duplicados de piaca cn cada tubo diluldo
1/10.

e Se incuban las plucas a 37°C durante la noche. Se leen
contecs de colonia en un lector de place avtomizice
protoCOL. Se repite después ce & horas.

e Los resultadoa para el control y laa secciones de caracter

rratadas con ED™A se muesatran adelante.

Tabla 12
Tipoc de Tipo de Nimero de Conteo de Conteo de
seccién de | incuabacién secciones colonia en | colonia en
catéter de catéter NEAT 1/10
(cfu/mL) {cfu/mL)
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Coniral 30 min 1 240 O
220 0
contral 30 min 2 280 :
140 G
ot el 8 horss 1 1480 0
112D d
conirol 6 horas 2 320N gLl
517 580G
EDTA Sacads 30 pim, 1 240 1332
con aira AG0D o0
EDTA Secads 30 min. 2 2b7 0
con aire T20 a
EDTA Secads & horas 1 1:80 Lagand
con aire 1120 g8§0¢
EDTA Secadoc| 6 horaa 2 2210 21333
con aire 2340 16000
EDOTA 30 min. 1 267 J
tnivagada 379 q
EDTH 30 min. 2 1040 0
Snjuzgade a q
EOTA & horas 1 1580 IR0
Enjcagaso 1740 123800
EDTA 6 horas 2 360D 19000
2njuagado 368D gah0d

w3 resvltados d= la sciucién EDTA pura 5@ encontrarcn Ser

mds reproduciblies, v

acdlicionalmsnte.

solucidn,

seneid:,

Canteas

non mL se0 lguales a Ios
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Tabla 13

Tipo de seccidn de

Con*ao medio de

Contco madia de

catéter colonia despeés de | cclenla después de
30 minutos & horas
( cfu/aceclién) (cfu/seccidn)
Control 860 3317
EDTA secado a. alre 407 1745
EDTA enjvajado 121 2745
Tabla 14

Tipo de sectcidn de
catéter

% de reducclién
media en
cfu/scccion del
control después de

% de reduccidn
nedia en
cfu/aeccidn del
conktrol daspués de

30 minutos § horaa
EDTA secacdo a. alre $3.8% 47.4%
EDTA enjvacado 52.2% ~7.3%

Se rapite durante 24 horas con Klebaialla+CKS:

Tabla 15

Tipo de Conteo medio Con%zao medic

seccidn de de colonia de colonia

catéter después de 30 | despuls de 6
minutoa hazas

Conteo medio
de celonia
después de 24
horas
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cfu/seccion) {ctu/seccibn) {ctu/seccidn)
control 3717 9205 1058086
EDTR secado 273 3720 70370
del aire
EDTA enjvagado 474 9499 77351
Tabla 16

Tipo de
gseccisn de
catiter

Porcentaje &
de reduccitn
medioc en
cfu/seccidn de

Porcentaje %
de redueccidn
medio en
cfu/seccién de

Porcentaje %
de reduccisn
medlo en
cfu/scccidn de

costrol control contzol
después de 30 después de después de 24
minutos 6.horas horas
EDTA sscado 27.4% 59.6% 33.3%
del aire
EDTZ enjuagado +25.7% +31.9% 27.23%

+denota increnasto en el medio cfu/succidn de contro.a
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tubo y se centrifugade durante 30s3.

o Para el conjunto duplicado da EDTA tetrasodioc pesado,
0.5 wlL de agua dearilada estéril se agrege y %e
centrifuge, seguido por C.5 mL de 74% de etancl.

¢ Cads uno de los tubcs de EDA teLrasodic se ensayo

cara pR en donde se cbscrvo solubilidad.

Los resultados experimentales de mogtrarch que el EDTA
tetrasodioc cra completamente insoluble en 74% de solicidn de
etanc.. Loy resultados demostraron adlcionalmente que, cuando
se digsolvié el tetrasodio en agua  destilada 8rn
concentracicnes en el rango de 1L0-100 mg/mL, p/v, 8l EJTA de
tetrasodio restante se mantuve en la solucién luego dc 1la
adicidn de etanol. Una téenica preferida involucza asi
solubilizar las salesa de EDTA en una grimera solucidn acuosa,
y luego agrugar etanol u otro solvente en el que las sales de
EDTA son mcnos sclubles o insolubles. Preparado de esta forma,
las secluciones de sal de EDTA se esperan que S3ean astables
durante el tiempo. Los valores de pi medidos para varliag

solucicnes fueron son como sigue:

74% de etanol, so.o pH 7.8
Agua PH 7.1
+ 10 mg de EDTA taetzasodio pll 9.0
+ 20 mg de FDTA tetrasodic pH 10,8
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+ 40 mg de ELTA tetrasodic pH 11
+ B0 mg de EDTA tetrasodio oH 11.15
+ 100 mg ds ECTA tatrasedio PR 11.25
Bjemplo B

Efecto de auto a 121°C en soluciones EDTA tetrasodio

50 ensayc el afectc de la auvuto clave éen sglucliones de ZDTA
tetrasodio para determinar 81 el autoclave puede ser
vtilizade para esterilixzar soluclcaes de EDTA tetrascdio
antea de uso. La melbodologia wtilizada y los resultados se

descriken aZelacnte.

e Fabricar duplicados de 0, 20, 80 y 1C0 mg/mL de EDTA
tetrasodic en agua estéril y nutriente de agar
fundido estéril a S0°C.

¢ Dejar un conjunto a temperatira ambleste (9in
calentar) y un conjunto en autoclave (caliente).

e Colocar al siguiente dia todus bhotellas de agsar en un

vaporizador para fundlir duranie 40 minvtos.
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Ejemplo 9
Efects da autoclava en 121°C pp diferantes formulacionas de

Engavamas el efecke da  la auroeclave en difarentes
Tormilaclones Sa solecicnea EDTA para determinar si el
sutoclava puede aer ukilizado para =sterilizar warias
srluclenes de EDTA antes de use, La mezodoloyism uzilizada v

1za resullssios s deacriben adelanze.

MaAtodo:

Censtruacion del agar:

¢ LTolocar 32 mL de solucion de agar nutriente dentro d=
botellas de videls astérii 7100 wh,

* No sgregar EDTA en polve a 1a primera solueifas
(marcada 3.

¢ agregar 2000 my de EDTA an polv: & 1la segunda Boislla
(marcada 40 mg/ml aukg) .,

s bkgregaz 4000 mg de EJTR en molvo a la tercera betella
{fmarcedz 80 mg/mc autc).

 Acreger 50D mg de IDTA =n 55lvo a la Cuarta botella

imarcada 100 mg/nL auto}.
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T UE

N agragar EDTRA a3 las 2ozellaa 5,6 y 7 (puro
eciquaktar Jlas 40,80 vy 100 mg/mL 100 gzutozlaves),
defjaclas & itemperatura smzlente.

Hacer asto psre cada formelacisn EDTA pAra ensaya, ¥
subtpclave para Ikoxlas las botallas, marca» autz, a
1229 duranis 20 minutos,

Al aiguipnte dia, colacar todas Zas botellas en un
bafio de vaper para fundir el sgsr para wertido.

Uza wez fundido, permitir enfrisrse a 50°C antes d=
sgregar la gsntidad agropleda de BRTA 8 las hotellas
etiguatadaa 5IM autocliava. Todss las balallas =stén

_istas whora paxa sec ensayadaa.

Medicién da las zopmas da difugian

Otiiiza*» vn perforador de corcho, perforar dos
syujercz en 7 placms agar con gAangre fresca.

Kacor  ung  gudpensidén HMossrland 0.5 de CHS ¥
mxtenderia nkilizands una Conpresa estéril eobre las
plazas para crear vn linén.

150 uL fa pipecas #a cada botalla dentro de dos
aquijcrss separados e. inoudede a 27°C durante la noche.

Haser esto para ¢asa form:zlacisgin SDEA.

HOJA CORREGIDA



30 “ﬁm %‘6\‘

w Al siguiente diz a= miden lasz zonas de difusidn ¥ se
regisiran los raauliados. Los agnjarca dupiicadcs sB

vtilizan ¥ 52 hacen dos mediciones por zooa.

Salwuciones EDTA férricas y Cipricas no produsen slsguna Zona.
El efacto de calantar iusgo estas solumionas no puede ssar por
1o tanto meZidc sl utili:zAar este méi::ds. La mediclid: de los
tamafics d= 20na para acluciones EDTA di-amonio, EDTA di-
patazio y EDTA magnesic se suministran ade’ante. Los tamalios

de zonm
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REIVINDICACIONES

Reivindicamos:

2. Una composicién antiséptica que comprende al menos
ung sal de acido diamincezileno tetraacético (EJTA)
en solucién en donde por los menos una sal de ERTA
camprende tetrasodio de EDTA ex vna concentracidn de
por lo mends 0.01% (p/v) y menos da 15% (p/v}, en
donde 1la compogicién antiséptics tiene un efectec
bactericida sobre un amplio espectro de bacterias, on
donde 1a composicién antiséptica tiene un pH de al
menos 9.5 y er donde .a composicibén antiséptica es

empacada en ura forma eatdéril libre de pirdgenos.

2. La composicién de la reivindicacién 1, en donde la

composicidn tiene un pi entre 2.5 y 11.3.

3. La composicién de la reivindicacitn 2, en donde la

composicién tiene un pH entrs 10.% y 11.5.
4. La composlcién de la reivindicacién 1, o dande por

lo menos una sal de EDTA eatd presente en una

concensracién de 0.2% p/v a 10.0% p/v.
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T compoRicitn da 1a reivindicacidn 4, en donde por

lo menos ura 53l de EDTA ests: presentae en una

cancentracidn de 0.2% a 6.0% p/v.

. La compealeidn de la reivindicasién 5, en donde por

a mwais wnAa Al Jda EDTA a&CA pbesanta @0 ¥na

concentreclidn de 0.2% = 1.0% p/v.

ia composlclén de la reivindizacién 1, en donds la
soluclés 56 ARlaecicaa dal grupn qua Conslsba das
squa, solucldn sallma, alesholes, ¥ combinacionea de

a_los.

Lé composicidn a la meivindicacidn 7, ai donde la

soluclén 25 uns combinasién fe =gqua ¥ etansl.

La compazaicidn de la reivindicacidn 8, en donde la
sgluclon gomprands etengl, en vae centidad e G.1% a

1“% ’_-D;"‘r-.

1. L& cempoaicidn de la reivindicacisdn 1, an dondga la

coomposicidén posee &actividad bactericids contza

bacterias en forma plancténica v en forma neai’.
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11, La ccnposicién de la reivindicacién 1, en donde la
conmposiciétn posee adicionalmente por lo manes vuna

propiedad selecclonada del grupo que conslste de:

{a) Actividas anticoagulante:;

(b) Actividad fungicida contra patdgencs de hongos;

(c) Actividad inhibiidora contra infecciones contra
protorcarics; y

(d) Actividad inhibidora <contra infec¢ciones por

amibas.

12. Jna forma seca dec composicidn antizéptica de la
reivindicacién 1 que, luego de .a reconstitucién coa
una soluciébn, forma la composicidn de la

relvindicacién 1.

+3. Una fexmulacién de la cconposicién de la
reivindicacién 1, que es adecvada para aplicacién

téplca a superficiss y osjetos.

14. Una Zormulacida de liberacidén ern e. tiempo de -a
corpesicién de la reivindicacidén 1 qQue suministra
actividad antiséptica durante un periodo extendido de

tiempo.
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Una somposiciftn de enjuague de bloquec que comprende
For 1o menos una sal de Acids (41
getilendiaminatatraacéticn (ERTA) wan  solueidn, =n
donde por lo menss una sal de EDTA comprende
tetraseodic de EDTA ecn uwna concenbreagifin dg nor lo
menos 0.01% {p/v) ¥ menoss Zel 158 (pfv), an donde lg
comzosicifdn de lavade Jda bhlogreo tiens un B de por
lo mense 2.5, en cdonde la composicidn de lavade de
blogueo =c empaca an ang  focma 23téril libre de
pPlrogencs, y on donde la compeaicidn de lawvagk: de

blogaeo es bilocompatihlia para el vus =n catéteres

B

aopess dval, rcatetersa urirarios, Eubod navdles ¥y

tukcz de garganta.

La cenposlcddén de la reivindicacién 12, an doswle is
salucidén s= seleccicnz del grupe gqua Coqikiske de:

agua, solwvelfn salina, alsobolea, ¥ combinacicres da

Una cornposicion antizdplhicy oues comprendes trisndio ¥
babrazodlo da acidc dietilenamina Tetraacékico (EDTR)
en sclacidén en una concentracion d= al meanos C¢.01%
(vl ¥ @9or lo menos 15% (ofv), wn derde la
cocEAposicidon antiséptice %iene un efecto bactericida
sshre nn amplloc espacixe de bacterias, aa dande )a

cerpealeldn aakbisépbice tiene vn pH de poz lo menos
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9.5, ¥ an donge la compouicidn antlséptica se empaca

en una rorma estéril, libre do pirdgencs.

ZB. La coaposicifn de le reivindicacidn 17, en donde la

comzosicidn tiena un p¥E enkre 5.5 y il.5.

19, L& compoalciin de la reivindicacldn 17, an dorgde la

comgoaleién blene un pia sntre 10.5 y 11.5.

20. La coasozidlidn de le reivindicacion 17, en dosde al

]

menos una al de zIpTAa asti presente en una

concentracisin de 0.02% p/v & 10.0% m=/v.

21. L& comoomicidén de la reivindicacitn 20, =0 dornds al
menos una a3al de ZDTA gsts presente en  una

coudenkracisn de 0.02% a 6.0% p/fv.

22, La ﬂﬁm;umiciéﬁ de la reivindicacidén 21, en deonde al
menos una fal Jde EDTA esta prescote en una

concentrazisin de 0.02% a 1.0% piv.

23, Ta composicién de la raivindicseidn 17, en donde la
galucidn #ze =selacejons del grupe gquea conslske des
sgua, Sslucidén salima, alocheley, y combinacicnes de

estaa.
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24, La pomposicids de la reivindicacién 23, en donds sl

sclvente &5 vis combinacids da agua ¥y Gk&sanl.

25. za vomposicidn de la cedviondicaclés 23, sn donda la
sclucidn comprende etancl en una cantldad de 0.1% =

10% z/v.

20. La compcsicidn Se la zeivindicacidén 17, en donde la
composicldén  posee  actividad hactaricida  contra

bacterias en formas= planctdnicas vy en formas sesiles.

27, Un método para inhibir sl cracimdqasko oy
proliferacién d= :@na rwoklzcién d= =k ==nos uan
microcrganisme indasaade sobra una suparficis o sfobze
o dentro de un oblete, gue coRprende poner en
contacto la suparficia v ShyRto o usd GINDORLSLON

d= una cualguisra de iza relvinficacionea 1-26.

28. E)l método de la reivindicecién 27, en donzZe -1
migxgorcanism: LImndbsaadoe we salacticona & partic de
los gruges que consiaten de: poclaciones microilanas,
patéganos [uigosos, pablaciones de preiczoocs, ¥

pFobilaciaonea d= am=hsaa.

29, El notode de ra rpeivindicaridn 29, en donde el

nicrosrganisme insfeseads &= Acanthanoebs.
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30, Bl =méteds de la reivindlcaclédn 27, en donde la
superficlie u objeto se seleccicnan a parrir del gzupo
iz consiste de: catéteres, tuboz ¥ ¢onductos médlcoa,

igpoaitivea intravaszculeres, dispositivoa médicoe
implartados, Instrumentos médiecos vy  weterinarlos,
lentes de contacls, implantes dwtices, Zilazositivos
dentzl=s, ortcdéntizos y periodinticok; instslsciones
cara almacenamienlky, dJdistrlibocidén y tratamiente de
agua) =mquips industrizl; y equipe pare prepsrscisn vy

procasamiento ge alimentos.

31. Un mérods pars  inhibir ei crecimiento v
srolifaracidon de una nlopalicuelz, gue comprend= doney

a2n ccotacto 1a Rilopalicula con une composicidn da una

cualqilera cde las reivisdicazignas 1-3&.

32. Un recobrimiento para uss an Je curacién fe heridas,
en domdle a2 reccbrimiento =se inmpregna  Ton  Gna
copposicldén & uns cualquisra de las reivindicacizsnea

1-ZE&.
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