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Superintendencia de Industria y Comercio
Ministerio de Desarrollo Econémico

E. S. D.

Ref.. Expediente No. 03.038.031
Solicitud de Patente de Invencién para: PROCESO PARA LA TIPIFICACION RAPIDA DE
MICROORGANISMOS Y JUEGO DE REACTIVOS EMPLEADOS ' '
Solicitante: CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS (CNIC

RESPUESTA AL EXAMEN DE FONDO

MARGARITA CASTELLLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada como .

aparece al pié de mi firma, atentamente me permito presentar respuesta al oficio No. 15769 notificado
por fijacion en lista el 12 de diciembre de 2008 correspondiente al examen de fondo, estando dentro
del término legal en los siguientes términos:

Claridad de las reivindicaciones

Presento a consideracién del examinador un juego nuevo de 14 reivindicaciones enmendadas las
cuales sustituyen a las antiguas reivindicaciones enmendadas 1-14 con el fin de superar la objecion
por claridad. En dicho pliego no se adicioné materia nueva, sino que las reivindicaciones se
modificaron de acuerdo con las sugerencias del sefior examinador. Asi mismo, las reivindicaciones 11
a 14 han sido modificadas como procedimientos.

Consideraciones generales en respuesta a las objeciones de su Despacho

Pongo de presente a su Despacho que en la preparaciéon de ADN inmovilizado de bacterias para ser
analizado mediante PFGE no es posible desligar el uso del molde del proceso de preparacion de las
muestras de ADN. La Unica forma para que el proceso de preparacion de muestras sea exitoso y por
tanto se puedan obtener resultados de calidad durante la electroforesis es preparando ADN
inmovilizado en bloques de agarosa mediante un molde disefiado al efecto. De lo contrario, cuando se
aisla el ADN en disolucion tas moléculas sufren rotura mecaniba y después los resultados en PFGE no
son adecuados aunque las disoluciones que se hayan utilizado durante la preparacion sean las

correctas.
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En particular, en esta solicitud, son las caracteristicas del molde combinadas con las disoluciones que
se emplean para preparar el ADN bacteriano inmovilizado en minibloques de 0.07¢cm de grosor lo que
confiere parte del nivel inventivo al procedimiento propuesto. De aqui, la unidad de la invencién en
estos aspectos.

Por otra parte, aunque los componentes de algunas de las disoluciones reivindicadas en esta solicitud
son utilizados ampliamente para aislar ADN, otros no o son como es el caso de la Urea; ademas de
que es precisamente las combinaciones de reactivos, asi como el procedimiento mediante e! cual se
usan esas disoluciones las que permiten obtener los resultados que se muestran en la solicitud.

Nivel inventivo

Con el fin de superar la objecién por nivel inventivo, pongo a consideracién de su Despacho los
siguientes argumentos que demuestran la actividad inventiva de la presente invencion en vista de los
documentos D1-D3.

Documento D1

La tnica similitud entre lo reclamado en esta solicitud y lo publicado en D1 es que el método de uso
del conjunto de disoluciones y el molde flexible permiten la preparacion de ADN intacto e inmovilizado
de bacterias de calidad para ser analizado mediante PFGE en menos de dos horas y el protocolo
propuesto en D1 lo realiza en aproximadamente en 2 a 3 horas.

Sin embargo, en D1 se utilizan enzimas liticas y proteasas, las cuales no son utilizadas en esta

solicitud. En las nuevas reivindicaciones modificadas donde se reclama el procedimiento para
preparar ADN intacto e inmovilizado mediante el molde flexible y el conjunto de disoluciones (N° 12-
14) no se pretende reivindicar la utilidad, ni la duracién, ni rapidez de dicho procedimiento sino
solamente la secuencia de etapas lo cual incluye cuales disoluciones del juego de reactivos se

utilizarian para preparar el ADN intacto e inmovilizado de E. coli, P. aeruginosa o S. aureus. Se incluye
el tiempo de duracién de algunas de las etapas ya que este es una caracteristica fisica inherente a

algunas de las disoluciones utilizadas.

Documentos D2y D3

Ahora bien, las diferencias con los documentos D2 y D3 estriban en que en ellos se describen
procedimientos de preparacion de ADN intacto e inmovilizado sin utilizar enzimas liticas en el caso de
D2 y de Proteinaza K en el caso de D3, pero es para casos particulares de microorganismos como el
Streptococcus pneumoniae, lo cual no hace suponer para nada que este resultado sea generalizable a
otros géneros y especies bacterianas.

Yy
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Las evidencias experimentales acerca de la solucion positiva de la problematica, es decir sobre la
calidad de las muestras de moléculas de ADN intacto e inmovilizado de S. aureus, E. coli y P.
aeruginosa, que son preparadas con el juego de reactivos compuesto por las disoluciones reclamadas
en esta solicitud y el molde flexible, son que estas moléculas se digieran totalmente con enzimas de
restriccion, que no se degraden o fraccionen durante el tratamiento y que cuando se sometan a PFGE
se obtengan patrones de bandas nitidos, en los cuales no aparezca barrido (seflal de degradacién o
ruptura mecanica de tas moléculas) con bandas con la misma forma del pozo de aplicaciéon vy
semejante grosor en todas las carrileras.

Estas evidencias se pueden apreciar en las Figuras 3, 4 y 10 (ver tambien pies de figuras en la
descripcion). En la Esencia de la Invencién también se muestran otros ejemplos de preparacion de

ADN intacto e inmovilizado de otros microorganismos en los cuales se utiliza el molde flexible
(Ejemplo 2, Figura 2 y pie de la misma, en la descripcién). Estas también son evidencias
experimentales de que durante la inmovilizacién de las células en los moldes se producen bloques de
tamafios homogéneos ya que en los patrones de bandas después del analisis de las moléculas de
ADN en ECP se obtienen bandas de semejante grosor en todas las carrileras y con formas semejante
al pozo de aplicacién. No se reclama la inmovilizacién de células diferentes a las bacterianas en
bloques de agarosa formados en esos moldes en aras de mantener la unidad de la invencién. No
obstante, el Ejemplo 2 y la Figura 2 aportan evidencias experimentales adicionales de la utilidad y

funcionalidad del molde flexible que se reclama en la solicitud.

A partir de lo publicado por Gautom (D1) y Mc Ellistrem (D3) no era posible deducir que disoluciones
que contienen Urea eran capaces de liberar y desproteinizar las moléculas de ADN bacteriana y que

la utilizacién secuencial del conjunto de disoluciones que se reclama permitiria la preparacion de ADN
intacto e inmovilizado de P. aeruginosa, E. colio S. aureus.

De hecho, uno de los argumentos para realizar la afirmacién anterior es que el mecanismo de accion
de la Lisozima y la Proteinasa K es totalmente diferente al de las disoluciones que se reclaman en
este trabajo. De igual forma, el mecanismo por el cual se explica en D3 que no es necesario utilizar
Proteinasa K (porque el S. pneumoniae posee una proteasa intracelular que ayuda aleatoriamente en
el proceso de preparacion de las muestras de ADN) es totalmente diferente al de las disoluciones que
se reclaman en este trabajo.

En este orden de ideas, en la actualidad contindan utilizandose reactivos enzimaticos costosos para
preparar ADN intacto e inmovilizado de bacterias, a pesar de las informaciones conocidas del estado
del arte y que en este momento las enfermedades infecciosas permanecen siendo un serio problema
emergente de salud. Este hecho provee evidencias adicionales de que no es obvio deducir
generalizaciones a partir de 1a informacion conocida del estado del arte.

%S
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De aqui que el conjunto de disoluciones que se reclaman en la solicitud posea actividad inventiva. La
simplicidad de la composicién de las disoluciones que se rectaman en esta invencién: sales, agentes
quelantes, detergentes, disoluciones tamponadas y un agente quimico que rompe los puentes
hidrogenos (urea) facilita su aplicacion industrial ya que pueden ser preparadas faciimente, asi como
producidas en forma de un juego de reactivos en instalaciones con pocos requerimientos tecnolégicos.

En la solicitud de patente se revela un molde que puede estar compuesto de diferentes materiales
flexibles y forma miniblogues individuales de tamarios idénticos conteniendo células inmovilizadas.

El molde flexible permite ser doblado para despegarle faciimente los minibloques de el, y de esta
forma los minibloques puedan caer directamente dentro de la disolucién de tratamiento y asi no es
necesario cortarlos, lo cual garantiza que se formen bloques de tamarios homogéneos y que no sea
necesario manipularlos con aditamentos adicionales. Esta propiedad de ser flexible lo diferencia de las

soluciones conocidas en el estado del arte que describen moldes rigidos que no pueden ser doblados.
La propiedad de generar bloques del tamafio de los que seran utilizados también lo diferencia de las
soluciones conocidas en el estado del arte en las que los blogues se forman de dimensiones
diferentes a las que se colocan en los geles y al momento de utilizarlos hay que cortarlos con otros

aditamentos.

Los materiales flexibles empleados para construir el molde descrito en la solicitud de patente pueden
ser esterilizados en autoclave. Los moldes que pueden ser esterilizados en autoclave son Utiles para

tipificar bacterias patdgenas porque ellos incrementan la bioseguridad del proceso. Los moldes

conocidos con anterioridad estan compuestos por materiales que no_pueden ser esterilizados en

autoclave.

El molde reivindicado en la presente solicitud permite formar minibloques individuales e idénticos,

mientras que los moldes conocidos en el estado del arte forman tiras de agarosa que tienen que ser
cortadas para obtener los minibloques lo cual constituye una manipulacién adicional. Cuando las tiras

de agarosa son cortadas pueden obtenerse minibloques de diferentes tamafios. El uso de minibloques
de diferentes tamafos afecta la reproducibilidad de los patrones de bandas.

El nivel inventivo de esta parte de la invencion es la estructura (forma) del molde y las caracteristicas
fisicas que le confieren los materiales flexibles utilizados para su construccién, por ej, silicona. Los
materiales flexibles poseen la propiedad de poder ser esterilizados por autoclave y doblados, asi como

también mayor durabilidad, por ej. el molde de acrilico es mas fragil. El molde descrito en esta
solicitud permite obtener directamente minibloques individuales sin_realizar _manipulaciones

adicionales.

Por otra parte, la construccion de estos moldes es mas simple, ya que los materiales flexibles pueden
ser fundidos y los moldes construidos en un ‘pre-molde’ disefiado previamente para que le confiera la
forma requerida al molde de formar minibloques independientes.
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Esta tecnologia facilita la produccién industrial del molde. Por dltimo, los moldes de acrilico tienen que

ser construidos uno a uno mediante carpinteria de plastico.

Asi las cosas, solicito a su Despacho conceder el privilegio de patente a la presente invencién toda
vez que las objeciones de su Despacho han sido claramente superadas con los argumentos

previamente expuestos.
Anexos

¢ Nuevo capitulo reivindicatorio
¢ Formulario de Modificaciones

e Recibo de Pago

De la Sefiora Jefe,

C.C. No. 39.779.654 de Usaquén

T.P.A. No.70819 del C. Sup. de la Judicatura
Calle 94 ANo. 7 A-09

Telefonos: 610 74 20

Bogota, D.C., - g MAR- 2009
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Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

oUPERINTENDENClA:

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

® - . . ... . .sOLICITUD DE:
[] Correccién de Errror Matetial ~ . . - [X] ‘ Modificacion a una solicitud:
“‘:f,;.f Nombre: :_:CENTRO NACIONALDE - »f; . IDENTIFICACION .
SOLICITANTE . '|| . INVESTIGACIONES CIENTIFICAS ‘" | .©* AT
S ieNigy R S S
. Diréccion: -Ave; 25:No. 15202 esqa 158 o ec [:I < UNIT D B
' .. Cubanacan; Playa, SRR R ' o

. ' Ciudad dé 1 Habana
12100 CUBA
Nacnonahdad o) Domlcmo CUBA

[:I , Otro[:]

., CGual ..,
, .

Teléfono: Fax: N(Jmero ’
E-mail: L L
Nombre: MARGARITA CASTELLANOS A. IDENTIFICACION
REPRESENTANTE
O APODERADO Direccion: CALLE 94A No. 7A-09 c.C. NT [
Teléfono: 610 7420 Fax: 610 07 06 ce. [ otro []
E-mail: info@castellanosyco.com Cual

Numero  39'779.654 TPA 70.819

:(@) Numero de Expediente: .

) @ Descnpclén de la correcclon o modnfncacnén sollcltada

@ Comprobénte de ’pago'No." C 09-18,784 - Fécha ' 9 de ﬁiafid de 2009

@) Anexos:

Comprobante de pago de la tasa.

DPoderes si fuere el caso, junto con la sustitucion de los mismos a mi favor.

DDocumento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean personas juridicas
Nuevo capitulo reivindicatorio

Nuevo resumen

S NOMBRE ,MARGARlTA ASTELLANOSA

e,

1_,

7)9 654 Usaq.un TPA‘70 818 csJ

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina - MCA/ P9s4

- 9 MAR. 2009
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REIVINDICACIONES

1. Molde, conjunto de disoluciones compuestas solamente por reactivos quimicos
las cuales conforman un juego de reactivos, y procedimiento por medio del cual se
’ preparan moléculas de ADN intactas e inmovilizadas a partir de ceélulas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus incluidos en
minibloques de agarosa de 0.07 cm de grosor, disoluciones caracterizadas porque

poseen las siguientes composiciones:

-una sal (NaCl 0.15 M) o un agente quelante de metales (EDTA 0.01M) y una
sal (NaCl 0.15M), disoluciones de dicho juego de reactivos por medio de las
cuales las células bacterianas se lavan e incluyen en minibloques de

agarosa,

-un agente quelante de metales (EDTA 0.1M), dos detergentes anidnicos
(Sarcosil 1% y Nonidet P-40 1%) y Tris base 0.01M, disoluciones que podrian
contener adicionalmente Urea 4M, disoluciones de dicho juego de reactivos

mediante las cuales las células bacterianas se tratan,

-un agente quelante de metales (EDTA 0.1M) y Tris base 0.01M, disolucion
de dicho juego de reactivos mediante la cual los minibloques se lavan y se

conservan;

siendo dicho conjunto de disoluciones utilizadas secuencialmente de acuerdo

con un procedimiento.

:*f 2. Conjunto de disoluciones de la reivindicacion N° 1 caracterizado porque la

composicion de una disolucion para el lavado de células de dicho juego de
reactivos es NaCl 0.15M y EDTA 0.01M, pH 8.0 (disolucién N° 1).

3. Conjunto de disoluciones de la reivindicacién N° 1 caracterizado porque la
‘composicion de una disolucion para el lavado de células de dicho juego de
reactivos es NaCl 0.15M (disolucion N° 2).



41

. Conjunto de disoluciones de la reivindicacion N° 1 caracterizado porque la
composicion de una disolucion para la inmovilizacion de células de dicho
juego de reactivos es agarosa de bajo punto de gelificacion fundida en NaCl

0.15M a una concentracion de 1.5 % (disolucion N° 3).

Conjunto de disoluciones de la reivindicacion N° 1 caracterizado porque la
composicion de una disolucion para la inmovilizacion de células de dicho
juego de reactivos es agarosa de bajo punto de gelificacion fundida en NaCl
0.15M y EDTA 0.01M, pH 8.0 a una concentracion de 1.5 % (disolucion N°
4).

. Conjunto de disoluciones de la reivindicacion N° 1 caracterizado porque la
composicién de una disolucion de tratamiento de células de dicho juego de
reactivos es EDTA 0.1 M, Sarcosil 1 %, Nonidet P-40 1 % y Tris base 0.01
M, pH 8.0 (disolucion N° 5).

Conjunto de disoluciones de la reivindicacion N° 1 caracterizado porque la
composicién de una disolucion de tratamiento de células de dicho juego de
reactivos es EDTA 0.1 M, Sarcosyl 1 %, Nonidet P-40 1 %, Tris base 0.01M
y Urea 4M, pH 8.0 (disolucion N° 6).

Conjunto de disoluciones de la reivindicacién N° 1 caracterizado porque la
composicién de la disolucion de lavado y conservacién de los minibloques
de dicho juego de reactivos es EDTA 0.1 M y Tris base 0.01M, pH 8.0

(disolucién N° 7).

Moldes de la reivindicacion N° 1, moldes flexibles para formar miniblogues
de agarosa que contienen células bacterianas; moldes caracterizados
porque son laminas de materiales tales como la silicona, y se cubren con
tapas de vidrio; laminas que poseen hasta 0.5 cm de grosor y tienen

estampadas en una de sus superficies muitiples depresiones cuadradas

)
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con lados de 0.3 cm de tamarfio y desde 0.03 hasta aproximadamente 0.1
cm de profundidad, depresiones en las cuales la mezcla de agarosa y
células bacterianas solidifica formando minibloques con dichas
dimensiones, moldes que son lo suficientemente flexibles para doblarse y
permitir que los minibloques se despeguen de los mismos, moldes que son
reutilizables después de esterilizarlos mediante autoclave, siendo dichos
moldes y tapas ensamblados completamente, para preparar mediante un
procedimiento, miniblogues de agarosa de 0.07 cm de grosor conteniendo

células de bacterias inmovilizadas en su interior.

10.Moldes flexibles de la reivindicacion N° 9 caracterizados porque las laminas

11

flexibles que los forman son de silicona, goma o cualquier otro material
flexible, laminas que pueden tener cualquier forma, tamafo y cantidad de
depresiones cuadradas idénticas (preferentemente hasta 50) estampadas

en una superficie.

.Procedimiento caracterizado porque para preparar ADN intacto inmovilizado

en minibloques de agarosa de 0.07cm de grosor mediante uno de dichos

moldes flexibles de la reivindicacién N° 9 comprende los pasos siguientes:

verter la suspension de células bacterianas y agarosa sobre la superficie
del molde que posee estampadas las depresiones;

distribuir uniformemente dicha suspension con una espatula hasta
rellenar dichas depresiones;

cubrir el molde con su tapa y esperar hasta que se formen los
miniblogues;

doblar el molde sobre un frasco cualquiera para despegar los

minibloques.

\ 8¢
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Procedimiento caracterizado porque la preparacion de ADN intacto e
inmovilizado proveniente de celulas de P. aeruginosa incluido en blogques
de agarosa de 0.07 cm de grosor mediante dicho juego de reactivos y de
uno de los mencionados moldes flexibles de las reivindicaciones N° 1y 9,

comprende los pasos siguientes:

colectar las células del microorganismo cultivadas en medio liquido o

sélido y lavarlas en la disolucion N° 2 de dicho juego de reactivos,

i) resuspender dichas células en la disolucién N° 3 de dicho juego de

reactivos y verter la suspension sobre un molde flexible,

i) despegar los minibloques del molde, después que la agarosa

solidifique, doblando dicho molde e incubar los minibloques en la

disolucion N° 6 de dicho juego de reactivos durante 30 minutos a 50°C,

iv) lavar los minibloques dos veces a 50°C durante 10 minutos en la

13.

ii)

disolucion N° 7 de dicho juego de reactivos y posteriormente

conservarlos en dicha disolucion.

Procedimiento caracterizado porque la preparacion de ADN intacto e

inmovilizado proveniente de células de S. aureus incluido en bloques de

N———"

S

agarosa de 0.07 cm de grosor mediante dicho juego de reactivos y de uno
de los mencionados moldes flexibles de las reivindicaciones N° 1 y 9,

comprende los pasos siguientes:
colectar las células del microorganismo cultivadas en medio liquido o
sélido y lavarlas en la disolucién N° 1 de dicho juego de reactivos,
resuspender dichas células en la disolucion N° 4 de dicho juego de
reactivos y verter la suspension sobre un molde flexible,
despegar los minibloques del molde, después que la agarosa solidifique,

doblando dicho molde e incubar los minibloques en la disolucion N° 6 de

dicho juego de reactivos durante 60 minutos a 50°C,

[
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lavar los minibloques dos veces a 50°C durante 10 minutos en la
disolucion N° 7 de dicho juego de reactivos y posteriormente

conservarlos en dicha disolucion.

14.Procedimiento caracterizado porque la preparacion de ADN intacto e

inmovilizado proveniente de células de E. coli incluido en bloques de

agarosa de 0.07 cm de grosor mediante dicho juego de reactivos y de uno

de los mencionados moldes flexibles de las reivindicaciones N° 1 y 9,

comprende los pasos siguientes:

i)

i)

colectar las células del microorganismo cultivadas en medio liquido o

sélido y lavarlas en la disolucién N° 1 de dicho juego de reactivos,

resuspender dichas células en la disolucion N° 3 de dicho juego de

reactivos y verter la suspension sobre un molde flexible,

despegar los minibloques del molde, después que la agarosa
solidifiqgue, doblando dicho molde, e incubar los minibloques en la
disolucién N° 5 de dicho juego de reactivos durante 10 minutos a
37°C,

incubar los minibloques en la disolucion N° 6 de dicho juego de
reactivos durante 30 minutos a 50°C.

lavar los minibloques dos veces a 50°C durante 10 minutos en la

disolucion N° 7 de dicho juego de reactivos y posteriormente

conservarlos en dicha disolucion.

g4



e

185

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Radicaciéon No. 03-38031
Clasificacion Internacional (IPC): C12Q1/68.
Concepto Técnico No. 727

Patente de Invencién Patente de Modelo de Utilidad [ ]
Via Nacional [j
Via PCT (fase nacional) |l Cap.l ] Cap. I

No. Sol. Internacional PCT/CU01/00008
Fecha de Presentacion Internal. 02/11/2001

Como resultado del examen definitivo, realizado con fundamento en el articulo 48
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios: @ a 53 como se radico inicialmente
Reivindicaciones: Folios 54 a 67 como se radico inicialmente
Folios 154 a 158 tal como se modificé el
08/05/2008
Folios tal como se modifico el
10/03/2009
Dibujos: Folios 69a 78 tal como se radico
inicialmente
Prioridad: Folios: 1 a1
Fecha 7/11/2000
Pais Cu
Nimero 0247/2000

Argumentos del solicitante: Folios: 144 a 151
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. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: (folio 9) “Proceso para la tipificacion rapida de
microorganismos y juego de reactivos empleado”.

La presente solicitud se refiere a un proceso de tipificacion de
microorganismos mediante Electroforesis de Campos Pulsantes PFGE
mediante el uso de un juego de reactivos determinado y un molde
adecuado para tal fin.

El problema planteado en esta solicitud es el de realizar una tipificacién
eficiente de microorganismos, en el menor tiempo y con menos costos en
reactivos y materiales.

Para solucionar este problema técnico, la solicitud en estudio proporciona
un conjunto de disoluciones compuestas solamente por reactivos quimicos
que conforman un juego de reactivos y un molde que produce mini bloques
de agarosa el cual puede ser autoclavable, asi como una serie de pasos
para realizar el procedimiento de tipificacién de microorganismos en dicho
molde y con dichos reactivos.

La Clasificacién Internacional de Patentes (IPC.) C12Q1/68.

De la solicitud de Patente

Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

El capitulo reivindicatorio de la solicitud en estudio presenta los siguientes
defectos:

Nuevamente se define un conjunto de disoluciones ampliamente conocidas
en el Estado de la Técnica para el analisis de ADN por PFGE y se
reivindica ademas el molde pero sin definirlo por sus caracteristicas
técnicas. De la lectura de la reivindicacion 1 no queda claro lo que se
pretende proteger dado que la redacciéon no permite establecer cual es el
objeto inventivo si el molde o el conjunto de disoluciones presentado.
Debido a que no se mencionan las caracteristicas técnicas esenciales del
molde, cualquier molde empleado para electroforesis de campos pulsantes
podria utilizarse como se determina en la reivindicacién 1 para llegar al
objetivo de obtener minibloques de agarosa de 0.07 cm de grosor.

Por lo anterior, el capitulo reivindicatorio no cumple con el requisito de
definicion, claridad, concisién o sustento por la descripcion de acuerdo al art.
30 de la Decisidén 486.y/o art.22 Tratado PCT.
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4. Unidad de invencion (articulo 25 D 486)

La presente solicitud no tiene unidad de invenciéon, dado que contempla
diferentes conceptos inventivos relacionados asi:

e Un conjunto de disoluciones compuestas solamente por reactivos quimicos
las cuales conforman un juego de reactivos por medio del cual se prepara
moléculas de ADN intactas e inmovilizadas a partir de células de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruiginosa o Staphylococcus aureus.

¢ Moldes flexibles para formar minibloques de agarosa que contienen células
bacterianas.

Entre ellos no existe una relacién dado que los moldes no ejercen un efecto
directo sobre la resolucién del problema biotecnolégico planteado, el cual es
realizar electroforesis de campos pulsantes para tipificacion de
microorganismos. El molde presenta unas propiedades especificas que lo
hacen util y aplicable en este método pero no es indispensable para liegar a la
solucién del problema técnico planteado. Es asi como no se encuentra
asociacion entre las ventajas que propone el solicitante cuando reivindica el
molde, con el efecto que conceden las disoluciones empleadas sobre la
eficiencia en el proceso de tipificacién de microorganismos.

Por lo anterior, se puede concluir que la presente solicitud no cumple con el
requisito de unidad de invencion.
5. Determinacion del Estado de la Técnica
o La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el estado de la técnica
es: Fecha de presentacion de la solicitud prioritaria 07/11/2000
e Teniendo en cuenta la fecha indicada se realizé la busqueda en el estado de

la técnica de documentos relacionados con la solicitud encontrandose los
siguientes documentos mas relevantes:

Titulo Fecha de

N° Documento R
publicacion

“Rapid Pulsed-Field Gel
Electrophoresis for Typing of
D1 Romesh K. G. Escherichia coli O157:H7 and 28/07/1997
other Gram - Negative Organisms

in 1 day”

“Electrophoresis medium

4 membrane, pulse field
D2 EP0320937 electrophoresis method and 15/12/1988

apparatus”

“Simplified protocol for pulsed-field :
D3 McEllistre, M. C. gel electrophoresis analysis of 01/2000
Streptococcus pneumoniae’
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6. Analisis de patentabilidad (articulo 14 D486)

Nivel inventivo (articulo18 D486)

La reivindicaciéon 1 y sus dependientes reclaman un molde, un conjunto de
disoluciones compuestas solamente por reactivos quimicos y un procedimiento
por medio del cual se preparan moléculas de ADN intactas e inmovilizadas a
partir de células de E. coli, P. aeruginosa o S. aureus. Las disoluciones estan
caracterizadas porque poseen las siguientes composiciones:

- una sal (NaCl 0.15M) o un agente quelante de metales (EDTA 0.01
M) y una sal (NaCl 0.15M), disoluciones de dicho juego de reactivos
por medio de las cuales las células bacterianas se lavan e incluyen
en minibloques de agarosa,

- un agente quelante de metales (EDTA 0.1M), dos detergentes
anionicos (Sarcosil 1% y Nonidet P-40 1%) y Tris base 0.01M,
disoluciones que podrian contener adicionalmente Urea 4M,
disoluciones de dicho juego de reactivos mediante las cuales las
células bacterianas se tratan,

- un agente quelante de metales (EDTA 0.1M) y Tris base 0.1M,
disolucién de dicho juego de reactivos mediante la cual los
minibloques se lavan y se conservan;

siendo dicho conjunto de disoluciones utilizadas secuencialmente de

acuerdo con un procedimiento.

E!l documento del estado de la técnica mas cercano es D1 que ensefia un
protocolo para tipificar Escherichia coli y otras bacterias Gram negativas en un
dia mediante PFGE (ver folios: 159 - 162) donde se incluyen procedimientos
habituales y procedimientos rapidos. Cualquiera de estos incluye los pasos de:
o suspender las células en buffer TE (0.1M Tris y 0.1M de EDTA)
o Incluir las células en bloques de agarosa
o Posterior a la solidificacion de los bloques en el molde, transferir los
blogues a una solucién buffer- litica, que comprende (Tris, EDTA,
sarcosina al 1% , y 1mg/ml de proteinasa K)
o Remover la solucién empleando agua destilada estéril y luego TE
(10 mM de Tris, TmM de EDTA)

Como se ha identificado antes, la diferencia radica en la utilizacién de enzimas
liticas, particularmente proteinasa K, encargadas de digerir compuestos
proteicos y restos celulares que puedan quedar de remanente en los bloques.
Este paso sin embargo, no es del todo esencial en el proceso de tipificacién de
microorganismos por campos pulsantes

D2 ensena en el ejemplo 1 la utilizacion de gel de agarosa al 1.5% en solucién
buffer TBE (Tris, acido bérico, EDTA, NaCl) para llevar a cabo la electroforesis
de campos pulsantes para el analisis de de muestras de DNA (ve folio: 163).

A partir de D2 se observa que no necesariamente la inclusién de otros
compuestos en el proceso para obtener ADN intacto e inmovilizado, como lo’
son las enzimas liticas, son indispensables en el proceso.

D3 ensefia un protocolo simple para el analisis de Streptococcus pneumoniae
empleando PFGE sin el recurrente uso de enzimas liticas durante el proceso.
En los resultados (folio 165 primera columna) se lee: “La eliminacién serial de
enzimas para lisis, incluyendo lysozima, mutanolisina, y RNAsa A, no causaron
cambios cualitativos ni cuantitativos en el patrén de bandas. El paso litico fue



189

removido, y la digestion fue desarroliada exitosamente en ausencia de
proteinasa K. La lisis y la digestién fueron completadas en un solo paso con
buffer ES (0.5 M EDTA - 1% N lauroyl sarcosina)...” De esta forma en D3 el
proceso de PFGE es lievado a cabo Unicamente empleando reactivos quimicos
en los mismos pasos que se incluyen en la solicitud.

Los tres documentos presentan las caracteristicas técnicas esenciales de la
solicitud: un juego de reactivos, que puede ser quimico Unicamente, y un
procedimiento que se basa en 1) lavar las células en buffer e introducirlas en
moldes de agarosa para formar bloques, 2) tratar las células con EDTA, Sal y
buffer, opcionalmente detergentes anibénicos, urea y/o enzimas liticas como
proteinasa k, y 3) lavar los bloques en buffer TE. Por no cumplir el requisito de
unidad de invencién, el molde no ha sido tenido en cuenta, sin embargo, los
“plugs” o bloques presuponen la utilizacion de un molde o un proceso de
obtencién de cubitos de agarosa por cualquier método posibie.

Resumiendo:
Solicitud D1 D2 (pag 8) D3
A. Molde Ul Ul Ul
B. Conjunto de disoluciones
1. lavado Buffer TBE Buffer
Sal (NaCl 0.15 M) -Sal (NaCl) - Sal - Sal
y/o -EDTA - EDTA - Tris
Agente quelante (EDTA, 0.01 M) (pag 2977 22| -Tris (pag 351, 2°
col, 3er parrafo | -acido bérico | columna 2°
parrafo)
2. Tratamiento
-NaCl
- Agente quelante (EDTA 0.1M) -EDTA -Buffer TBE | - EDTA
- Dos detergentes anidnicos | -Sarcosil -Agarosa - Sarcosil vy
(sarcosil 1% y Nonidet P-40 1%) -Tris deoxycholate
- Tris - Proteinasa k - Tris
- Urea 4M (opcional) -Agarosa - Agarosa
-Agarosa (pag, 2978,
1er parrafo)
3. Lavado y conservacién de Buffer TE
bloques
-EDTA - Buffer TBE |- EDTA
- Agente quelante (EDTA 0.1M) - Tris - Glicerol - Tris
- Tris base 0.1 M - Azul de
bromofenol

Asi las cosas, las modificaciones planteadas por la presente solicitud no
confieren un efecto técnico inesperado en la medida en que con lo desarrollado
por D1, D2 y D3, una persona conocedora de la materia estaria motivada a
llevar a cabo los procedimientos que se reivindican en la presente solicitud. De
manera que para una persona medianamente versada en la materia seria
obvio, llegar a los efectos técnicos alcanzados por la presente solicitud. Por lo
que NO se considera que la solicitud cumpla con el requisito de nivel inventivo.
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De esta forma se establece que las reivindicaciones 1 a 14 no cumplen con el
requisito de Nivel Inventivo

7. Respuesta a los argumentos del solicitante:

¢ Teniendo en cuenta el nuevo pliego reivindicatorio, se define el conjunto de
disoluciones reivindicado anteriormente junto con el molde en la
reivindicacion 1, sin embargo, el hecho de presentar ambos objetos
inventivos como fue sefialado en el concepto técnico 3389, en la misma
reivindicacion, no necesariamente confiere a la solicitud unidad de invencion.
Este Despacho es de la opinidn que no se ha subsanado la objecion
realizada en el concepto técnico 3389 y por lo tanto los defectos analizados
son nuevamente presentados en este concepto.

o El solicitante argumenta que no es posible desligar el uso del molde del
proceso de preparaciéon de las muestras de ADN. Objeta que: “La Unica
forma para que el proceso de preparacién de muestras sea exitoso y por
tanto se puedan obtener resultados de calidad durante la electroforesis es
preparando ADN inmovilizado en bloques de agarosa mediante un molde
disefiado al efecto. De lo contrario, cuando se aisla el ADN en disolucion las
moléculas sufren rotura mecanica y después los resultados en PFGE no son
adecuados aunque las disoluciones que se hayan utilizado durante la
preparacion sean las correctas”.

Este Despacho considera que no necesariamente el tipo de molde es un
elemento esencial en el proceso de PFGE debido a que los resultados
obtenidos por otros investigadores, Ver D1, D2 o D3, indican patrones de
banda confiables y definidos sin necesidad de emplear el mismo molde de la
solicitud, y sin embargo las soluciones quimicas empleadas son las mismas
que las reivindicadas. Para determinar si el molde y la combinacién de
soluciones tienen un efecto sinérgico seria necesario realizar un disefio
experimental que tuviera en cuenta estos dos factores de variacién y
demostrar estadisticamente su efecto en el modelo o la variable respuesta,
ya sea patrén de bandas o definicién de las mismas o tiempo, etc. Sin
embargo, aunque numerosos estudios se han logrado en tipificacion de
microorganismos y el molde, siendo imprescindible en la consecucién del
método, no es el causante principal de los efectos técnicos alcanzados por el
procedimiento, no se encuentra en el estado de la técnhica evidencia
experimental que demuestre que exista otro efecto mas que el de la
practicidad por su forma y la opcién de ser autoclavable.

Ilgualmente, los documentos encontrados demuestran la utilizacién de otros
moldes, diferentes al reivindicado en la solicitud, para tipificacién rapida de
microorganismos por PFGE son validos para llevar a cabo resultados de
calidad.

 El solicitante también argumenta la adicién de otros compuestos como la
Urea que en combinacién con los reactivos y su forma de proceder permite
obtener los resultados de la solicitud.

A partir de la reivindicacién 1, es posible hacerse una clara idea de los
compuestos que son esenciales para la técnica de tipificacion de
microorganismos por PFGE reivindicados. En dicha reivindicacion se lee:
“...disoluciones que podrian contener adicionalmente Urea 4M, disoluciones
de dicho juego de reactivos mediante las cuales las células bacterianas se
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tratan...” siendo un caracter opcional la adicién de urea y por tanto no se tuvo
en cuenta para el analisis de patentabilidad. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que la urea ha sido ampliamente empleada en el estado de la técnica

como desnaturalizante de la doble hebra de ADN para analisis por técnicas
de electroforesis.

8. Conclusion:

En consecuencia y por todo o expuesto anteriormente, se recomienda Negar las
reivindicaciones: 1 a 14 (folios: 180 - 184)

Bogota, D.C,,

CONCEPTO TECNICO EXAMINADOR TECNICO
No. 727 Cédigo No. 202089
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