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Fecha: 2011 09 22 12:42:.01  Dep. 2020 DIRNUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIY! Eve: 379 FASENACIONALL
Act. 411 PRESENTACION Folios: 62 '

FORMULARIO UNICO DE SOLICIIUD DE PAIENIE -

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. [] Patente de Modelo de Utilidad.
[ capituto 1. [X] capitulo II.
Nombre: BIGTEC PRIVATE LIMITED
Sociedad constituida y existente bajo las
SOLICITANTE leyes de India.
(71) TP : '
Direccion: glﬁl’?lf‘l)rg SID Entreprensurship IDENTIFICACION
Indian Institute of Science [ISc] | C.C. O NIT O
Campus,
Malleshwaram, C.E. O Otro L
Bangalore 560 012, Cual
Karnataka, .
India Nuamero .
Domicilio: Bangalore,
Karnataka,
India
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42 No. 72-35 CC. [] NIT ]
Teilefono: 347 36 11
REPRESENTANTE| . C.E. 0 Otro 0
O APODERADO Fax: 211 86 50
E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Manjula JAGANNATH 2. Chandrasekhar Bhaskaran NAIR
c/o Bigtec Private Limited, c/o Bigtec Private Limited,
INVENTOR (ES) Il Floor, SID Entrepreneurship Bulding, Il Floor, SID Entrepreneurship Bulding,
(72) Indian Institute of Science [IISc] Campus, Indian Institute of Science [IISc] Campus,
Maileshwaram, Malleshwaram,
Bangalore 560 012, Bangalore 560 012,
Karnataka, Karnataka,
India India
3. Pillarisetti Venkata SUBBARAO
cf/o Bigtec Private Limited,
It Floor, SID Entrepreneurship Bulding,
Indian Institute of Science [IISc] Campus,
Malleshwaram,
Bangalore 560 012,
Karnataka,
India

@ PCT (86)
Solicitud Intermacional No. PCT/IN2010/000103 Fecha: 23 de febrerc de 2010
Publicacion internacional No. WO 2010/097806 A1 Fecha: 02 de septiembre de 2010

Titulo (54)
@ SONDAS Y CEBADORES PARA LA DETECCION DE CHIKUNGUNYA




CAVELIER ABOGADOS CCLO-17626-841-005-5 ‘ ID-200925

©

Clasificacién Internacional (51) CO7H 021/004

Si

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud

X nold IN 25 de febrero de 2009 00439/CHE/2009

Comprobante de pago No.: 11-0089723 Fecha: 13 de septiembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0086590 Fecha: 05 de septiembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0089692 Fecha: 13 de septiembre de 2011
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 571.000.00.

Comprobante de pago por 13 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $351.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de la sociedad BIGTEC PRIVATE LIMITED.

Documento de cesion de! inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copia de la caratula de la Publicacion Internacional WO 2010/097806 A1.

Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por ia IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biclogico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras soficitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesidn de fa patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : g Cnsa o/

C.C. 35.456.344 de Usaguén T.P. 23.555
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DOCUMENTOS ANEXOS

) Publicacion internacional WO 2010/097806 A1
Descripcion:
Paginas 14 en espaiiol
Reivindicaciones: Numero (s) 23

Figuras: Ndimero (s) 1

. Forma PCT/ISA/210. Informe de Blsqueda Internacional.

; Listado de Secuencias.

: Traduccion Al Espafiol De Los Anexos Presentados Junto Con El Informe Del Examen

Preliminar Internacional.

: Extracto de publicacién.

SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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CERTIFICADO
DE GESTION

DE LA CALIDAD

CERTIFICADO SC 3980-1
PRESTACION DEL
SERVICIO PUBLICO
NOTARIAL

1SO 8001:2060
NTC-IS0 5001:2000

COPIA MURERD &

DE LA ESCRITURA RUMERD: L F O
FECHA: Q4/8g0sto/2010

ALCTO 0 CONTRATO:
FODER ESFECIAL,
OTORGANTES:

CAVELIER ABOGADOS

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

o

_Q Ii::Net 5—
AMPARO QUINTERO ARTURO

NOTARIA SEXTA

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41

Correo Electrénico: notariasexta@etb.net.co
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OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6°) DEL
CIRCULO NOTARIAL DE BOGOTA, D.C. =-=-sxsxmeezsnerensan

Yo (OB T T ] S — e
PODERDANTE: CAVELIER ABOGADOS Nit. 860.041.367-3°
JNToln]=io 7o To T T— SR — —

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ C.C. 35.456.344

NIDIA OSORIO LOPEZ C.C. 39.787.682

OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA C.C. 79.524.634

EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY C.C. 52.006.265

JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL C.C. 16.209.380

. 7
En ia ciudad de Bogota, Distrito Capital, Republica de Colombia, ante mf supagro

QUINTERO ARTURO £ - Notaria(o) Sexta(o) {(6) _ _ _ _ __ de este Circulo
Notarial, se otorgd la escritura publica que se consigna en los siguientes

términos; ---=--ec—-- - mee oo mmoomnammam e m et ——————

Comparecio: con minuta escrita ia sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO, mayor
de edad, vecina de esta ciudad, casada, identificada con la cédula de ciudadania
No. 51.680.061 de Bogota, y dijo: S SR—
ESTIPULACIONES

PRIMERA: Que obra en su calidad de Representante Legal de la sociedad
denominada CAVELIER ABOGADOS domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,

Bogotd, Colombia, ---s--erssssemocmmceee e et
SEGUNDA: Que BIGTEC PRIVATE LIMITEI.J/,- sociedad constituida y existente
bajo las Ieyes de India, domiciliada en Il Floor, SID Entrepreneurship{BuiIding,
1s¢ Camp(us, Malleshwaram, Bangaloré 560 012, Karnataka, India, designé a
CAVELIER ABOGADOS comgo su representante para la Propiedad Industrial en
Colombia con facultades de nombrar apoderados tal como consta en la copia
auténtica del documento de representacion que se protocoliza, ---—-s--=-«--e=-e==-em-
TERCERA: Que en su caracter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por BIGTEC PRIVATE
LIMITED, confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEE. T.P.A. No.

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIEME COSTO PARA EL USUARIQ




2

23.555, identificada con cédula de ciudadania numero 35.456.344 de Usaquen,
NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A. No.73.3686, identiﬁgada con cédula de ciudadania
numero 39.787.682 de Bogotad, OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA,
T.P.A. No. 71.027 identificado con cédufa de ciudadania nimero 79.524.634 de
Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con
cédula de ciudadania nUmero 52.006.265 de Bogotd y JORGE CHAVARRO
ARISTIZABAL, T.P.A. No. 40.119, identificado con cédula de ciudadania nimero
16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de Bogota, para que
representen a la sociedad a cuyo nombre actia, ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, incluyendo las del orden administrativo,

contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en

todo lo concerniente a los siguientes asuntos: mmmmmmemmoemameseeesoasamene e
a) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, disefios industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
comerciales, ensefas, variedades vegetales, denominaciones de origen e
indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de nombre o

domicilio, cancelacidn voluntaria; y e! registro de licencias de uso de esos

JErECHOS ~-m-mmmememsmm e e e oo e e e oo sesmm s anreso o sesee
b) Las acciones de competencia desleal, proteccion de! consumidor, oposiciones,
can.celacién administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, accion bor
infraccién, concesion de licencias, la proteccion de secretos industriales y de-
nombres de dominio junto con su administracion y pago; acciones populares, de
tutela y de cumplimiento; y en general los procesos civiles, penales,
administrativos o contencioso administrativos, de conciliacion, arbitramento, tutela

relacionados ¢on estos derechos; acciones y procesos que promovamos 0 se n0s

PrOMUEBVAN. =-ermrssmmsmmmsmomsmossamnnnnosrensan o oo e N
i

CUARTO: Que los apoderados designados estan facultados en todos los asuntos

arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar, arbitrar,

admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los

actos de agentes oficiosos. ----------------- emmemmmme e aaa
QUINTO: Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por 1a
Camara de Comercio de Bogota, que acredita la constitucion y personeria de la

sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del
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ASQCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
NO. CUQTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00
GRUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00
- 80CIO INDUSTRIAL (S}
SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIZ C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
CHAVARRO JORGE C.C. 000000016208380
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00
TOTALES
NO. CUCTAS: 10,000.00 VALOR: $10,000.00
CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 00038917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTAS { 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER FRANCO,
ALEJANDRO CAVELIER TRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELTER FRANCO.

CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCIO
FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO ¥ LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELIER CUANDO QCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA ABSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIO DE
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES
ESTATUTOS

CERTIFICA:

** NOMBRAMIENTOS **

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NC. 0004818 DE NOTARIA € DE BOGOTA D.C. DEL
. 22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (8):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN C.C. 000000002877924

QUE POR ACTA NO. 26 DE ASAMBLEA GENERAL DEL 13 DE MAYO DE 2010,-
INSCRITA EI, 24 DE MAYO DE 2010 BAJO EL NUMERO 00012618 DEL LIBRO XIIT,




.

FUE (RCON) NOMBRADO (S):

NOMBRE IDENTIFICACION

DIRECTORA

ZAPATA GIRALDO ADRIANA C.C. 000000051680061
REPRESENTANTE LEGAL

ASBOCIACICN CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

REPRESENTANTE LEGAL

GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425
REPRESENTANTE LEGAL

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 0006000000131100
SOCIC COLECTIVO :

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NQO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADO (8):

NOMERE IDENTIFICACION
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GYRALDO CARLOS INSCRITO BAJO EL REGISTRO
00012618 DEL LIBRO XIII, SE DA EN SU CONDICION DE REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO.

CERTIFICA:
FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL, CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A} LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE EN AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y MOMERAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASIT CcoMo RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE 108 ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
SALARIOS MINIMOS MENSUALES, sU CELEBRACION REQUERIRA LA
APRO%&mOE'”SEJW BEC TRt SEBIGHRTY) SUPERIOR. :

(A0 CONSTAR QUE LAFOTDCOPUCOMGIE ] «op vy 17 G
D A AL LQUE ;M . TENIDO A LA VISTA: ’
BN BRI QU T
TA'NO. 0000dY4/ Bk, 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29
- S9RW//MEF0  EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XITI, FUE

IDENTIFICACION
EROINS MIGUEL ALFoNso C.C. 000000002877024
N, CERTIFICA: ,
DE CONFORM§8§9,CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO (AQUI 'CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5) DIAS HABILES

DESPUES DE LA FECHA DE INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
RECURSOS EN LA VIA GUBERNATIVA.
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ok EL PRESENTE CERTIFICADC NO CONSTITUYE PERMISC DE * %
' & FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASO * ko

SENOR EMPRESARIO, SI SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30.000
SMLMY Y UNA PLANTA DE PERSONAL DE MENOS DE 200 TRABAJARDORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIR UN DESCUENTO EN EL PAGO DE LOS PARAFISCALES DE
75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SU EMPRESA, DE 50% EN EL

SEGUNDO ANO Y DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 590 DE 2000 Y DECRETO 525
DE 2009.

RECUERDE INGRESAR A www.supersociedades.gov.co PARA VERIFICAR SI SU
EMPRESA ESTA OBLTGADA A REMITIR ESTADOS FINANCIEROS. EVITE SANCIONES.

EL SECRETARIO DE LA CAMARA DE COMERCIO,

VALOR : § 3,600

DE CONFORMIDAD CON EL DECRETC 2150 DE 1995 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA MECANICA QUE APARECE A
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS L0OS EFECTOS LEGALES
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCION DE

DOCUMENTOS
CERTIFICA;:
NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C.
CERTIFICA:
NO: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERC 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER.

CERTIFICA :
QUE FOR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1983 , INSCRITA EL 5 DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130763 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CAEMBIO SU T
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. POR EL DE : CAVELIER
ABCGADOCS
_ CERTIFICA: . .
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA ‘EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
I¥X, LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL' DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS.

CERTIFICA:

CERTIFICA
QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DE ABRIL DE 1.98%, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADC SU DOMICILIO DE LA CIU-
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR-
CA }.-.

CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL 10 DE OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984
BAJO EL NO. 1559 DRL LIBRO XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

CERTIFICA:
REFORMAS :
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10-V-1.977 18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204
3.430 1-VII-1.980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO. 895,582
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261

1A

432 10-TI-1.983 6A. BTA. 1-IIT1-1.983-N0.129.337




7.710 10-X-1.984 6A. BTA, 15-XI-1.984-NO. 1.5535
7.305 21-X-1.985 6A. BTA, 18-XI-1.985-N0O. 1.%2%0&
2.567 29-1Iv-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.987-NO. 2.386
4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VI1-1987 NO.215.652
2.657 25- IvV-1.988 6A. BTA. 18- V -1988-NO. 2,740
9.033 21-XTT-1.990 6A. BTA. 10- I - 15%1-NOC. 3.786
25 3- I -1.991 6A. BTA. 10- I - 1891-NO. 3.787
1.608 B~-1IIT-1.991 6A. BTA. 14-ITI- 1991-NC. 3.841
2,155 2-Iv- 1,991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862
797 7-II -1.991 64, BTA. T- v -1991-NO. 3.882
1.739 14-T1T-1.931 6A. BTA. 7~V -1991-NO. 3.881
5.886 21-VITII-1.991 6A. BTA 27-VIII-15%1 NO. 4.019
8.586 4-XII -1.991 6A. BTA 16-ITIT -1992 NO. 4.430
1.494 10-IIT -1.992 6A. RBTA. 19-1III -1992 NO. 4.436
4.205 g8 ~-VII -1.9%2 64A. ETA. 15-VII -1992 NO. 4.554
8.829 16-XIT -1.992 6A. BTA. 24-XTI -1992 NO. 4.819
12 5-1 -1.99%3 6 STAFE BTA 13-1 -1993 NO. 4.850
4.877 2%-Vi -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. §5.065
5.216 12-VII -1.9%3 6 STAFE BTA 16-VII -1393 NO. 5.077
ACTA NO.71 2-TIX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 18-IV- 1,995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.937
2.227 25-IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.%%5 NO. 6.092
7.594 12-XII-1.995 6 STAFE BTA 15- XII-1.995 NO. 6.294
676 11- I1-1.997 ¢ STAFE BTA 14- IIL -1.9397 NO. 6.873

CERTIFICA:

REFORMAS :

E.P. NO. FECHA NOTARIA CIUDAD FECHA NO.INSC.

0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA
0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA
0003786 2004/07/16 Q006 BOGOTA
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA 2007/07/24 00010841
5453 2009/10/19 0006 BOGQTA D.C. 2009/10/21 00012243

1336 2010/03/16 0006 BOGOTA D.C. 2010/03/24 00012506

CERTIFICA:

VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HMALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
10 DE SEPTIEMBRE DE 2024

1997/09/02 00007115
1998/04/21 00007426
1998/08/13 00007544
1998/08/27 00007564
1998/11/12 00007644
2000/12/04 00008481
2003/06/04 00882729
2004/07/28 00009703
2005/04/07 00009917

UUUUUUUEU.UU!J
OOQOOOQO()S’)_@

CERTIFICA:
OBJETO SOCIAL: LA SQCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIC DE LA
ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
LA SO A ey CREQUE SIS ONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA
AT PRI ROV RHENTE RELACTONADOS Y SUBORDINADOS AL
: DAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
%] COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI- COMO

fﬁ ENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES

| CERTIFICA:

AN Bt %/ 00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
NOMINAL DE-$3.00 CADA UNA, DISTRIBUIDO ASI
-.S0CIO CAPITALISTA (S)
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CONSULADO DECEOMBIA 6
NUEVA DELHI

No.27/2010

LA SUSCRITA ENCARGADA DE LAS FUNCIONES CONSULARES DE
COLOMBIA EN NUEVA DELHI, INDIA,
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA:

QUE EL SENOR EK. PARMESWARAN, OFICIAL REGIONAL (O1) DEL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE INDIA, QUIEN AUTENTICO LA
FIRMA DEL SENOR CHANDRASEKHAR BHASKARAN NAIR DE LA EMPRESA
BIGTEC PRIVATE LIMITED FIRMANTE DEL PRESENTE DOCUMENTO,
EJERCIA EN LA FECHA LAS FUNCIONES INDICADAS Y SU FIRMA
CORRESPONDE A LA REGISTRADA EN ESTE CONSULADO. QUE LA EMPRESA
BIGTEC PRIVATE LIMITED ESTA CONSTITUIDA DE ACUERDO CON LAS
LEYES  DE INDIA, (SEGUN DECLARACION NOTARIADA ADJUNTA AL
DOCUMENTO) ' CON DOMICILIO EN BANGALORE, INDIA. QUE EL SENOR
CHANDRASEKHAR BHASKARAN NAIR DE LA EMPRESA ARRIBA
MENCIONADA, ESTA FACULTADO PARA  FIRMAR EL PRESENTE.
DOCUMENTO. .

DADO EN NUEVA DELHI A LOS DOCE DIAS (12) DEL MES DE JULIO DE
DOS MIL DIEZ (2010).

LnO MariQ fyodo
LINA MARIA FAJARDO
Consejera, EFC

3
fn -

N

S NOTRRIN SEXTA DL CIRCULO’ DEB0GOTA,
, %“'9'““%335&%%”“
SCADING O REPUBLICA E COLOWBIX

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y
DERECHOS CONSULARES: US $110.00
(Ciento diez Détares Americanos)

85, Poorvi Marg, Vasant Vihar, New Delhi - 110057 INDIA
Tel: 91.11-43202100/101/102/103/104/105, Fax : 91-11.41662108/41662104

e-mail : cdelhi@cancillerio.gov.co
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" CAVELIER
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N* 72.35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

ATTESTED
for Bangalore Chamber o
Industry and Commerce

(e (thi"i‘i'av{ (H()
FPoHbOD

P

REPRESENTACION

Deputy Secretary

REPRESENTATION

To' (nosofros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned
BIGTEC PRIVATE LIMITED

domiciliado

(s} en/of

I Floor, ¢ SID Entrepreneurship Building, IIS(? C pus
Malleshwaran, Bangalore 560 012, Karnataka, India

Por el presente nombramos a CAVELIER
ABOGADOS, sociedad colectiva constituida de
conformidad con las leyes de la Repiblica de
Colombia, mediante Escritura Pdblica No. 6233 del
10 de septiembre de 1974, otorgada en la Notarfa’
Sexta del Circulo de Bogoti, domiciliada en Bogots
D.C., con matricula mercantil No. 00820237 y NIT
860041367-3, domuciliada en la Carrera 4a N°© 72-35,
Bogota, Colombia, como nuestra representante en|
todos los asuntos de Propiedad Industrial;:”

Do hereby appoint CAVELIER ABOGADQS, a
general partnership organized under the laws of the
Republic of Colombia by means of Public Deed No.
6233 of September 10, 1974, granted at Notary Sixth
of the Bogota Circuit, domiciled in Bogota D.C.,
with Mercantile Registration No. 00820237 and
Taxpayer Identification Number 860041367-3,
domiciled at Carrera 4a N° 72-35, Bogota,
Colombia, as our representative for all Industrial
matters with faculty to receive notifications

facultad para recibir notificaciones y , ‘nor r" ar (nt attorneys in and out of Court.
apoderados judiciales o extrajudiciales. ¢ %, &'l - ;

i ol T

g 2' i&
CAVELIER ABOGADOS  tamhjéfi p@&ﬁ E E ABOGADOS may also represent us,

. 7y

representarnos, con las mismas facu %{s iba vy 84 me faculties stated above, before any
indicadas, ante cualesquiera entidades %,rson }Vﬁggth persons, with or without jurisdiction,
ejerzan o no jutisdiccion, autoridades adminfety; m\as/ - ative or jurisdictional authorities, courts of
o jurisdiccionales, tribunales de arbltramenmy En' izt tjon, in civil, commercial, criminal,
asuntos de naturaleza civil, comercial, pedal;|™onstitutional, competition, unfair competition,
constitucional, competencia, competencia desleal,| administrative, administrative contentious, consumer
administrativa, contencioso administrativa, protection plant  varieties, domain  names,

proteccion del consumidor, variedades vegetales,
nombres de dominio, oposiciones u observaciones,
cancelacion  administrativa y  judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesion de licencias, acciones
de tutela, la proteccién de secretos industriales,
derecho regulatorio y en general para que nos
represente en cualesquiera acciones y procesos que
promovamos o se nos promuevan,

La representante podré, en nuestro nombre, designar
apoderados  para  actuar  ante  autoridades
administrativas y judiciales, por via extrajudicial y
también procesalmente en nuestro nombre, como

demandantes, como demandados, como

© CAVELIER ABOGADOS

opposition or observation matters, administrative
and Court cancellation, - nullity; precautionary
measures, licensing, ,action for writ mandamus,
protection of trade 'seéféts, regulatory law and in
general represent us in :tny actlons and  suits
instituted by us or against us}~

mmﬂﬂw@

C_--

P ...-F”'/
(A2 GERARD 8.0 8.
The represént atMBVﬁEﬁTEn&dﬂpT[ﬁﬁn! designate
attorneys to act@befdre RANARR ARRAR, 4 judicial
authorities, through Ll aden) els, and also
_in Gt'ﬁ“ "ﬁl ‘%ﬁo%sb ;,1 f, defendant,
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“litisconsortes, como agentes oficiosos, come terceros,
por llarramiento en garantia o como intervinientes
ad - excludendum. Dentro de esta autorizacién, la
representante podra facultar a los apoderados que ella
designe para transigir, conciliar, admitir los hechos
del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y
sustituir ¢l poder que se le otorgue. Asi mismo, la
representante  tendra la facultad para revocar el
poder asi otorgado en el momento que considere
pertinente. La representante en todo caso podra
ratificar los actos de agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed

joint litigant, representative without power o
attorney, third party, when summoned to appear in
court or as intervener ad excludendum. Under this
authorization, the representative may empower the
attorneys appointed thereby to compromise,
conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel,
receive, resign and substitute the power of attorney
granted thereto. Likewise, the representative shall
have the faculty of revoking the power of attorney
thus granted at any time it may deem convenient.
The representative may in any case ratify the acts of

representatives without a power of attorney.

Qodh pprd ) 2010

-

“ATTESTED
For Bangalore Chamber of

this

En/in  Qovealene

Por/by Chandrasekhar Bhaskaran Nair, Director
Firma/Signature

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito Notario Certifica; Que la firma que antccede de

es auténtica; que el signatario desempefia actualmente el cargo
de
de la compafiia

sociedad que actualmente existe y estd organizada de acuerdo a
fas leyes de

que la direccién de dicha compafiia es

¥ que el signatario tiene facuitad para gt
E

Todos los hechos anteriores le constan w

documentos respectivos y de todo ello d eg\.

Dado y finnado en lﬁ“ e g e

T : :f
hm‘ﬂ:w\” v

'-

st
e

El

©® CAVELIER ABOGADOS

Industry and Commerce

y
Deputy Secrelary

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies: That the preceding signature
of
Chesndve Celthenr Rhasiteran pews
is authentic, that the signatory curently acts in the position of
DarecAny
of the company
BIGTEC PRIVATE LIMITED

a company currently existing and organized under the laws of
India,

that the address is

I Floor, SID Entreprencurship Building, 1SC  Campus,
lileshwaram Bangalore 560 012, Karnataka, India

that the stnatory has the power to franr. ocurnent }

Notary Publlc is aware and_ﬂ;teslr “the 2 above facts upon

ADVOCATE & NOTARY ’

---‘o'?f %o 154. RAYAPPA ROAG
M&FA%NAW
@&Nu&iﬂﬁﬁ-‘ﬁwm




PRGALD Taasfir it dine vin (P
PABADOCS DHELECIY SCHIULARES WARLO
CONSULADO DE COLOMBIA 1
NUEVA DELHI '

Ne. {33710
El suscrito dng\ul da Colombla CERTIFICA

que el seﬁor.(‘..‘..f(.'..?ﬂx.‘.‘}maN&Kﬁ”....
que autoriza gl presente documedto, ejercia
lagalmenta en la Ieiha alll ax&rasada las
% lunciones doldunds f'-d:.q':br. Neds
\ 5 ‘&Wam,.Cm.ﬂ.D.Alnm.. A

o |y que la firma y sello que en ol documento
i

apargcen como suyos son los que usa y
acostumhbra en sus actos oficlales.
fgﬂrﬁpqsul no asume rasponsabilldad slguna

b I

o Lpe gi-ghntenido dal documsento.

?/"‘ 12O J

('SE et )
.1.\

Ling MO fygrod
A i Y
Consejerd EFC

{Q

N)

4/\

1
R

o
PERA
AR

T

SN
ez’ H
5

=

1

Mol

o -
g
o g
= .f_—.;r.\’;._
o )
5 % n
e =
BN o ==
ﬁtﬁ é P Ye
g.?.“‘" o P
m’: el -
EE D we
; =2 e
z 2 5% )

CEK PAREMESWARAN)
v A (s .xck
* aaction Qfficer 1) )
foimy wHT, o fredl
Jisictry of Extarrial Aliirs, Naw Duitd

(EOMO NOTARIA' SEXTADEL, CIRCLLO: OE B0GGT) b
: e _.

BOTAD € REPY SUELHE TN,

p



ATOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Lo COUNIY: cooveie e e

This public document
2. hasbeensigned by ...
3. acting in the capacity of ...
bears the seal/stamp of ...
Certified
S0 @t 6.the ......c...o..ooiii
T DY
8 NO
9. Secal/stamp 10. Signature

...................................................................

ATTESTED
For Bangalore Chamber of
Industry and Commerce

}L/ﬁ

Deputy Secretary

mc DE: BOGOTA™
Wumncm’sn

® CAVELIER ABOGADOS
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TRADUCCION OFICIAL No. 07.30/10a realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidn No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia vy

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacidén se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual BIGTEC PRIVATE LIMITED, domiciliada en
IT Floor, SID Entrepfeneurship Building, IISC Campus, Malleshwaram,
Bangalore 560 012, Karnataka, India, nombra a CAVELIER ABOGADOS,
una sociedad colectiva debidamente constituida de conformidad con
las leyes de la Repiblica de Cclombia, con Matricula Mercantil No.
00820237 y NIT 86b041367—3, domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,
de Bogota, Colombia, como su representante en todos los asuntos de
Propiedad Intelectual.

v

Dado y firmado el 20 de abril de 2010 en Bangalore por

Chandrasekhar Bhaskaran Nair, Director.

CERTIFICADO
Firma Firma Ilegible Por la Camara de Industria
y Comercio de Bangalocre
Firma Ilegible

CERTIFICACION NOTARIAL (COMPARIA)

El suscrito Notario Publico certifica: que

Chandrasekhar Bhaskaran Nair es auténtidd
desemperfia actualménte el cargo de Director de la compafiia BIGTEC
PRIVATE LIMITED, sociedad que actualmente existe y estd organizada
de conformidad con leyes de India, que 1la direccién de dicha
compariia es IT Floor,-SID Entrepreneurship Building, IISC Campus,
Malleshwaram, Bangalore 560 012, Karnataka, India y que el

signatario estd facultade para otorgar este documento.

_ %:‘/fef___




Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivos y de todo ello da fe.

Firma Ilegible
Sello Notarial de A. GERARD COPIA FIEL CERTIFICADA
Firma Ilegible
A. GERARD B. Sc. LL.B.
ABOGADO Y NOTARIO
No. 154, RAYAPPA ROAD
KAMMANAHALLI
BANGALORE 560 GSE
MAS 1 8845124571
(RESPALDO)

No. Fecha: 22 JUN 2010

Se certifica la firma del Subsecretario/ Secretario Suplente/
Secretario de la Camara de Comercio

Firma Ilegible

E. K. PARAMESWARAN

CM:NDTAR_T“‘—'—"'_"’—
Funcionario Administrative (0I) ' MAGD Come L A DEE Eilt

(Seccidén C.P.V.)
Ministerio de Relaciones Exteriores

Nueva Delhi

Se anexa certificacién No. 1335/10 del Consulado de Colombia
en Nueva Delhi, por al cual se certifica la firma anterior del
Sefior E. K. PARAMESWARAN de la oficina regional del Ministerio de
Relaciones Exteriores de India. Dadc en Nueva Delhi el 13 de julio
de 2010 y firmada por Lina Fajardo. Pagados los Impuestqstde Timbre

y Derechos Consulares.

\ ,\‘ .
"11 {...“ %, .
Legalizacién de 1la firma anterior por partéﬁ Bﬁl Jefe de

Legalizaciones del Ministerio de Relaciones Exteriores en Bogota

D.C. con el numero 026573 con fecha del 28 de julio de 2010.

FAT e BRI D7 JUSTICs
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{ANEXC)

CERTIFICADO
Sello Notarial Por la Camara de Industria
Firma Ilegible y Comercio de Bangalore

Firma Ilegible
Secretario Suplente
COPIA FIEL CERTIFICADA
Firma Ilegible
A. GERARD B. Sc. LL.B.
ABOGADO Y NOTARIO
No. 154, RAYAPPA ROAD
KAMMANAHALLI
BANGALORE 560 GSE
MAS 1 8845124571
(RESPALDO)

No. Fecha: 22 JUN 2010

Se certifica la firma del Subsecretario/ Secretario Suplente/
Secretario de la Camara de Comercio
Firma Ilegible
E. K. PARAMESWARAN
Funcionario Administrativo (OI)
(Seccién C.P.V.)

Ministerio de Relaciones Exteriores

Nueva Delhi

Se anexa certificacién No. 27/2010 del Consulado de Colombia
en Nueva Delhi mediante la cual se certifica la firma del sefior
E.K. PARMESWARA& como oficial regiénal del Ministerio de Relaciones
Exteriores de 1India, quien autenticdé la firma del sefior
Chandrasekhar Bhaskaran Nair a nomﬁre de la sociedad Bigtec Private
Limited y adicionalmente se certifica.'que la anterior es una
sociedad organizada y existente de conformidad con las leyes de

India.




Firmado por Lina Maria Fajardo, Consejera. Pagados los impuestos de

timbre y derechos consulares.

Legalizacién de la firma anterior por parte del Jefe de

Legalizaciones del Ministerio de Relaciones Exteriores en Bogoté

D.C. con el numero 026574 con fecha del 28 de julio de 2010.

Es traduccidon fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.

DVZANDVZNID-175376\WPCLOO2H\COLO (000C2-000-133-7
CP:610
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"COMG"NOTARIA: SEXTADEL CIRCULO OE BOGOTA
:D.C.. RAGO CONSTAR QUE LA FOTOCOPIA COINCIDE
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B

CONSUIADO DE COLOMBIA
NUEVA DELHI

N0.27/201_0

LA SUSCRITA ENCARGADA DE LAS FUNCIONES CONSULARES DE
COLOMBIA EN NUEVA DELHI, INDIA,
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA:

QUE EL SENCR E.K. PARMESWARAN, OFICIAL REGIONAL (Ol) DEL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE INDIA, QUIEN AUTENTICO LA
FIRMA DEL SENOR CHANDRASEKHAR BHASKARAN NAIR DE LA EMPRESA
BIGTEC PRIVATE LIMITED FIRMANTE DEL PRESENTE DOCUMENTO,
EJERCIA EN LA FECHA LAS FUNCIONES INDICADAS Y SU FIRMA
CORRESPONDE A LA REGISTRADA EN ESTE CONSULADO. QUE LA EMPRESA
BIGTEC PRIVATE LIMITED ESTA CONSTITUIDA DE ACUERDO CON LAS
LEYES DE INDIA, (SEGUN DECLARACION NOTARIADA ADJUNTA AL~
DOCUMENTO) . CON DOMICILIO EN BANGALORE, INDIA. QUE EL SENOR
CHANDRASEKHAR BHASKARAN NAIR DE LA EMPRESA ARRIBA
MENCIONADA, ESTA FACULTADO PARA FIRMAR EL  PRESENTE.
DOCUMENTO.

DADO EN NUEVA DELH! A LOS DOCE DIAS (12) DEL MESDE JULIO DE
'DOS MIL DIEZ (2010).

LinQ MQriQ ijOrdO !
LINA MARIA FAJARDO
Consejera, EFC \

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y
DERECHOS CONSULARES: US $110.00
{Ciento diez Dolares Americanos)

B85, Poorvi Marg, Vasant Vihar, New Delln - 110057 INDIA
Tel: 91-11-43202100/101/102/103/104/105, Fax : 91.11-41662108/41662104

e-mail : cdelhi@concilieria.gov.co
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IMPRESC EN MAYO * DE 2010 POR POLYPRINT EDMTORIAL LTDA - NIT B30 029.95%-5

MIEHA 3

885189

700049
.| documento de representacion otorgado el dia 20 de Abril

o . / .
de 2010 por BIGTEC PRIVATE LIMITED, documento que

7 | esta debidamente legalizado. - e
Presente la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO

domiciliada en Bogota, identificada como aparece al pie de

su firma y manifesté que esta conforme con ‘el contenido

OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION. Leido, el presente instrumento plblico por
el otorgante, dio su asentimiento y en prueba de ello lo firma junto con la suscrita
Notaria quien en esta forma lo autoriza. - wmemmmmmmammenaanean --
DERECHOS NOTARIALES: $ 42/,860 _____________ e — -
IVA:$  25:548 - e e e e e e e e e
RECAUDO SUPERINTENDENCIA: $3.570.00 ----=--ecrrrcmmermreemesommmnmmmmremnane
RECAUDO FONDO NACIONAL DE NOTARIADO: $3.570.00 --s-r-swsswormremerans=s

RESOLUCION 10301 DE DICIEMBRE 17 DE 2009 - -

PAPEL NOTARIAL El presente mstrumento publl‘so se extendio y flrmo en las
e / '
hojas de papel notanai numeros: 7 7000/49 885172 — 7 7ooég 885189 £ ~ - -

A’DRlANA ZARATA

C.C.S/b¥OOE/
TEL. 24/ ©3 Y

Aﬂﬁ' 7
AMP/RO QUINTERU ARTURO /
NOTARIA{O} SEXTA(O) {6) DE BOGOTA, D.C.

T  CAVELIER.Angetca PE

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO




ES FIEL Y SEXTA COPIA (FOTOCOPIA), TOMADA DE LA ESCRITURA PUBLICA
NUMERO 4108 DE FECHA 06 DE AGOSTO DE 2010.

COPIA QUE EXPIDO CON DESTINO AL INTERESADO EN 14 HOIAS
RUBRICADAS EN SUS MARGENES, (A CUAL CARECE DE NOTAS DE

REVOCATORIA, MODIFICACION O SUSTITUCION, POR TANTO SE PRESUME
VIGENTE EL PODER EN ELLA CONTENIDO.

BOGOTA, D.C. 07 DE SEPTIEMBRE DE 2011
RESOLUCION 01 DE 2008

POR LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA D.C.

AMPARO QUINTERQ ARTURO

NOTARIA SEXTA {63) DEL CIRCULO DE BOGOTA D.C.




20107097806 A1 | 100 0 000 O

Q

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Warld Intellectual Property Organization /50y
tollctual Property __é;%”mmj OO A W A
A YRS . . .
. . ) 10) International Publication Number
(43) International Publication Date \Ely ” 10 on
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CAMPO TECNICO

La presente descripcidn se refiere a un método para la
deteccidn de la infeccién viral por chickungunya usando acidos
nucleicos aislados a partir de muestras de sangre empleando
sondas “de oligonucledtides”. E1 método empleade en el
presente documento para la deteccién es mediante PCR en tiempo

real.

ANTECEDENTES DE LA DESCRIPCION

El wvirus de la chickungunya es autéctono de Asia vy
Africa tropical, donde se transmite a los seres humanos por la
picadura de mosgquitos infectados, habitualmente del género
Aedes. El virus de la chickungunya pertenece a los alfavirus
bajo la familia Togaviridae. Es un “arbovirus” (ar-arthropod
{artrdpodo}, bo-borne (llevado por)). Las epidemias de fiebre
CHIK estan sostenidas por la transmisién ser humano-mosguito-
ser humano. Se cree gue la palabra “chickungunya” se deriva de
la descripcién en el dialecto local de la postura contraida de
los pacientes aquejados del intenso dolor articular asociado
con esta enfermedad. Los principales reservoriocs de virus son
los menos, perc también pueden verse afectadas otras especies,
incluyendo los seres humanos.

El virus de 1la chickungunya {(en la lengua Makonde “el
que se dobla”) (VCHIK) es un virus portado por insectos, del
género Alphavirus que se transmite a los seres humanos por
mosquitos Aedes que portan el wvirus. Ha habido Dbrotes
recientes de VCHIK asociados con una grave morbilidad. El
VCHIK provoca una dolencia con sintomas similares a la fiebre
del dengue. E1 VCHIK se manifiesta con una fase febril aguda
de la delencia que dura sdlo de dos a cinco dias, seguida por
una enfermedad artrédlgica prolongada que afecta a las
articulaciones de las extremidades. El dolor ascciadce con la
infececidn por VCHIK de las articulaciones persiste durante

semanas o meses.
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El periodo de incubacidén de la enfermedad de la
chickungunya es de desde dos hasta cuatro dias. Los sintomas
de la enfermedad incluyen fiebre de hasta 40°C (104°F), una
erupcién petequial o maculopapular del torso y ocasionalmente
las extremidades, vy artralgia o artritis gque afecta a
multiples articulaciones. Otros sintomas no especificos pueden
incluir cefalea, infeccién conjuntival y ligera fotofobia.
Normalmente, 1la fiebre dura dos dias y después termina
abruptamente. Sin embargo, otros sintomas, concretamente el
dolor articular, la cefalea intensa, el insomnio y un grado
extremo de postracidn durante un pericdo variable;
habitualmente de aproximadamente 5 a 7 dias. Los pacientes se
han quejado de dolores articulares durante periodos de tiempo
muchos mas largos dependiende de su edad. Las pruebas de
laboratorio comunes para 1la chickungunya incluyen PCR-TR,
aislamiento del virus y pruebas seroldgicas. El aislamiento
del virus proporcicna el diagnébstico mas definitivo pero tarda
1-2 semanas para su finalizacién y debe llevarse a cabo en
laboratorios con un nivel de bioseguridad 3. La técnica
implica expener lineas celulares especificas a muestras de
sangre completa e identificar respuestas especificas del wvirus
de la chickungunya. La PCR-TR usa pares de cebadores anidados
prara amplificar wvarios genes especificos de chickungunya a
partir de sangre completa. Los resultados pueden determinarse
en 1-2 dias. El diagnéstico sercldgico requiere una mayor
cantidad de sangre que lcs otros métodos y usa un ensayo ELISA
para medir leos niveles de IgM especifica de chickungunya. Los
resultados requieren 2-3 dias y pueden producirse falsos
pesitives con la infeccidén por otros virus relacionados tales

come virus O'nyong’nyeng y virus del bosgue Semliki.

EXPOSICION DE LA DESCRIPCION
Por consiguiente, la presente descripcidn se refiere a
sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2; a sondas gque tienen SEQ

ID Nos. 1 y 2 conjugadas con marcadores detectables en el
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extremo 5’ o el extremo 3’ o ambos; a cebadores de SEQ ID Nos.
3, 4, 5 y 6; a una mezcla de reaccién de PCR para la detecciédn
de chickungunya, comprendiendo dicha mezcla la muestra que va
a detectarse, reactivos de amplificacidén de Aacido nucleico,
sondas seleccionadas de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 1 y
2, y cebadores correspondientes seleccicnados de un grupc que
comprende SEQ ID Nos. 3, 4, 5 ¥ 6; a un método para detectar vy
opcionalmente cuantificar 1la infeccidn por chickungunya,
comprendiendo dicho métode las etapas de a) formar una mezcla
de reaccidn que comprende una muestra que va a detectarse,
reactivos de amplificacidn de dcido nucleico, sondas
seleccionadas de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 1 y 2 ¥y
cebadores correspondientes seleccionados de un grupc dque
comprende SEQ ID Nos. 3, 4, 5 yv 6, b) someter la mezcla de
reaccién a PCR para obtener copias de la secuencia diana
seguido per la medicidédn de cualquier aumento de la sefial de
fluorescencia para detectar la infeccidén por chickungunya y c)
opcionalmente construir una curva patrdn a partir de la sefial
detectada para obtener el nimero de copias para cuantificar la
infeccidén por chickungunya; v a un kit para la deteccidn de la
infeccidn peor chickungunya, comprendiendo dicho kit scndas de
SEQ ID Neos. 1 y 2, de manera individual o en combkinacién; un
par correspondiente de cebadores de SEQ ID Nes. 3, 4, 5 y 6,
de manera individual o en combinacién vy reactivo de

amplificacién.

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA ADJUNTA

La figura 1 muestra la curva patrdén de chikungunya.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DESCRIPCION

La presente descripcién se refiere a sondas que tienen
SEQ ID Nos. 1 y 2.

En una realizacidén de 1la presente descripcidn, dichas

sondas son para la deteccidn de chickungunya.
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La presente descripcién se refiere a sondas que tienen
SEQ ID Nos. 1 y 2 cenjugadas con marcadores detectables en el
extremo 5’ o el extremo 3’ o ambos.

En una realizacién de la presente descripcién las sondas
estan conjugadas con un fluordéforo en el extremo 5 y un
extintoer en el extremo 3'.

En otra realizacidén de la presente descripcién dicho
fluordéforo se selecciona de un grupo que comprende
fluoresceina y los derivados de fluoresceina VIC, JOE, &acido
5-(2'-amincetil)aminonaftaleno~1-sulfénico, cumarina Y
derivados de cumarina, amarillo Lucifer, rojo Texas,
tetrametilrodamina, 6é-carboxifluoresceina (FAM), tetracloro-6-
carboxifluoresceina, 5-carboxirrodamina Yy colorantes de
cianina.

En aun otra rezlizacidn de la presente descripcidn dicho
extintor se seleccicna de un grupo gue comprende
tetrametilrodamina, Acido 4’-(4-dimetilamincfenilazo)benzoico,
4-dimetilaminofenilazofenil-4’ -maleimida, tetrametilrodamina,
carboxitetrametilrodamina y colorantes Black Hole CQuencher.

En todavia otra realizacidén de la presente descripcidn
el fluordforo preferido es 6-carboxifluoresceina [FAM] en el
extremo 5’ y el extintor preferide es tetrametilrodamina
[TAMRA] en el extremoc 37.

La presente descripcién se refiere a cebadores de SEQ ID
Nos. 3, 4, 5 y 6.

En una realizacidén de la presente descripcidén los
cebadores que tienen SEQ ID Nos 3 y 4 son cebadores sentido vy
los cebadores gue tienen SEQ ID Nos 5 y & son cebadores
antisentido.

En otra realizacién de 1la presente descripcidn 1los
cebadores gque tienen SEQ ID Nos 3 y 5 corresponden a la sonda
de SEQ ID No. 1 y los cebadores que tienen SEQ ID Nos 4 y 6
corresponden & la sonda de SEQ ID No. 2.

En aln otra realizacidén de la presente descripcién las

sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 estdn opcicnalmente
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conjugadas con marcadores detectables en el extremc 57 o el
extremo 3’ o ambos.

La presente descripcidn se refiere a una mezcla de
reaccién de PCR para la deteccidén de chickungunya,
comprendiendce dicha mezcla la muestra gque va a detectarse,
reactivos de amplificacién de &cido nucleico, sondas
seleccionadas de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 1 vy 2, vy
cebadores correspondientes seleccionados de un grupo que
comprende SEQ ID Nos. 3, 4, 5 y 6.

En una realizacién de la presente descripcién los
cebadores gue tienen SEQ ID Nos 3 y 5 corresponden a la sonda
de SEQ ID No. 1 y los cebadores que tienen SEQ ID Nos 4 y 6
corresponden a la sonda de SEQ ID No. 2.

En otra realizacidén de 1la presente descripcidn las
sondas gque tienen SEQ ID Nes. 1 y 2 estédn opcionalmente
conjugadas con marcadores detectables en el extremo 5’ o el
extreme 3 o ambos.

En auin otra realizacién de la presente descripcién la
muestra se seleccicna de un grupo que comprende sangre, Suero
y plasma.

La presente descripcidédn se refiere a un método para
detectar vy opcionalmente <cuantificar la infeccidén por
chickungunya, comprendiendc dicho método las etapas de:

a) formar una mezcla de reaccidn que comprende una muestra
que va a detectarse, reactivos de amplificacidédn de acido
nucleico, sondas seleccionadas de un grupo que comprende
SEQ 1D Nos. 1 y 2 3% cebadores correspondientes
seleccionados de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 3, 4,
5y 6;

b) someter la mezcla de reaccidén a PCR para obtener copias
de la secuencia diana seguido por la medicién de cualquier
aumento de la sefial de fluorescencia para detectar 1la

infeccidén por chickungunya; y
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c) opcionalmente construir una curva patrdn a partir de la
seflal detectada para obtener el numerc de copias para
cuantificar laz infeccién por chickungunya.

En una realizacidén de la presente descripciéﬁ los
cebadores que tienen SEQ ID Nos 3 y 4 son cebadores sentido y
los cebadores que tienen SEQ ID Nos 5 y 6 son cebadores
antisentido y la muestra se selecciona de un grupo gque
comprende sangre, suero y plasma.

En otra realizacidén de la presente descripcién los
cebadores que tienen SEQ ID Nos 3 y 5 corresponden a la senda
de SEQ ID No. 1 y los cebadores que tienen SEQ ID Nos 4 y 6
corresponden & la sonda de SEQ ID No. 2.

En aun otra realizacidn de la presente descripcidén las
sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 estan conjugadas con
marcadores detectables en el extremo 5’ o el extremo 3' o
ampbos y generandose la sefnal de fluorescencia mediante las
sondas que tienen el flucréforo en el extremo 5 junto con el
extintor en el extremo 37.

En todavia otra realizacidén de la presente descripcién
el fluoréforo se selecciona de un grupe gque comprende
fluoresceina y los derivadeos de fluoresceina VIC, JOE, Acido
5-(2’ -amincetil}aminonaftaleno-1-sulfénico, cumarina ¥
derivados de cumarina, amarillo Lucifer, rojo  Te=xnas,
tetrametilrodamina, 6-carboxifluoresceina (FAM), tetracloro-6-
carboxifluoresceina, S-carboxirrodamina 3 colorantes de
cianina y el extintor se selecciona de un grupo gue comprende
tetrametilrodamina, &cido 4'-(4-dimetilaminofenilazo)benzoico,
d-dimetilamincofenilazofenil-4’-maleimida, tetrametilrodamina,
carboxitetrametilrodamina y cclorantes Black Hole Quencher.

La presente descripcidén se refiere a un kit para 1sa
deteccidn de la infeccidn por chickungunya, comprendiendo
dicho kit sondas de SEQ ID Nos. 1 y 2, de manera individual o
en combinacién; un par correspondiente de cebadores de SEQ ID
Nos. 3, 4, 5 y 6, de manera individual o en combinacidn vy

reactivo de amplificacién.
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En una realizacidn de la presente descripcidn las sondas
que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 estan opciocnalmente conjugadas
con marcadores detectables en el extremo 5’ o el extremo 3’ ©
ambos .

En otra realizacidén de la presente descripcion dicho
reactivo de amplificacidén es una combinacidn que comprende
cloruro de magnesio, Tag polimerasa y tampdn para
amplificacién.

El objetivo principal de la presente descripcidn es la
deteccidbébn de la infeccidn viral por chickungunya usando acidos
nucleicos aislados a partir de muestras de sangre infectadas.
El modc de deteccidén es monitorizando el aumente en la
flucrescencia empleando PCR en tiempo real usando sondas “de

oligonucledtidos” marcadas con un fluordéforo y un extintor.

Disefic de sondas y cebadores

Se disefiarcon sondas gque tienen SEQ ID No. 1 junto con
cebadores que tienen SEQ ID Nos. 3 y 5 para el gen de la
proteina no estructural nsP4 de chikungunya. De manera
similar, se disefiaron sondas de SEQ ID No. 2 junte con
cebadores de SEQ ID Nos. 4 y 6 para el gen de la proteina
estructural de chikungunya.

La presente descripcidén se refiere a scondas “de
oligonucledtidos” designadas como sonda de SEQ ID No. 1 junto
con cebadores designados como SEQ ID Nos. 3 y 5 para la
deteccidén de la infeccién viral por chikungunya, siendo dichos
cebadores, cebadores sentido y antisentido, respectivamente, vy
1z sonda de SEQ ID No. 2 junto con cebadores designados como
SEQ ID Nos. 4 y 6 para la deteccidn de la infeccidn viral por
chickungunya siendo dichos cebadores, cebadores sentido vy
antisentido, respectivamente.

Segun la presente descripcién la sonda de SEQ ID Neo. 1
junto con sus respectives cebadores sentido y antisentido esta
diseflada para el gen de la proteina no estructural nsP4 de

chikungunya. De manera similar, la sonda de SEQ ID Ne. 2 junto
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con sus cebadores sentido y antisentido correspondientes esté
disefiada para el gen de 1la proteina estructural de
chikunguﬁya. Segun la presente descripcidén dichas sondas “de
oligonucledtidos” estén conjugadas con marcadores detectables
gue tienen un fluordforo en el extremo 5’ y un extintor en el
extremo 3’. El1 fluordforo se seleccicna de un grupo gue
comprende fluoresceina y los derivadoes de fluoresceina FAM,
vVIC, JOE, &cido 5-(2’-amincetil)aminonaftaleno-l-sulfénico,
cumarina y derivados de cumarina, amarillo Lucifer, rojo
Texas, tetrametilrodamina, 6-carboxifluoresceina, tetracloro-
6-carboxifluoresceina, S-carboxirrodamina y colorantes de
cianina.

En todavia otra realizacidén de la presente descripcidn
dicho extintor se selecciona de un grupo gque comprende
tetrametilrodamina, Aacido 4'-{4~-dimetilaminofenilazo)benzoiceo,
4-dimetilaminofenilazofenil-4’-maleimida, tetrametilrodaminz,
carboxitetrametilrodamina y colorantes BHQ.

En aun otra realizacidén de la presente descripcidn dicho
fluoréforo es 6-carboxifluoresceina [FAM] y el extintor es
tetrametilrodamina [TAMRA].

En teodavia otra realizacidén de la presente descripcion
dicha deteccidn es de naturaleza cualitativa o cuantitativa.

La presente descripcién se refiere a una mezcla de
reaccién de PCR para la deteccién de la infeccién viral por
chikungunysa, comprendiendo dicha mezcla reactivos de
amplificacién de Acido nucleico, sondas “de oligonucleédétidos”
designadas como SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2 en combinacidén con
cebadores designados como SEQ ID Neos. 3 y 5 o S8EQ ID Nos. 4 y
6 vy acido nucleico de chikungunya alsladc a partir de muestras
de sangre/suero/plasma.

La presente descripcidén se refiere a un método para
detectar la infecciédn wviral por chikungunya, en el que dicha
mezcla de PCR comprende reactivos de amplificacidén de acido
nucleico, sondas “de oligonucledtidos” designhadas como SEQ ID

No. 1 o SEQ ID No. 2 junto con sus cebadores correspondientes
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y una muestra de prueba se somete a amplificacién usando PCR
en tiempo real para cbtener copias de la secuencia diana. La
amplificacién se mide en términos del aumento de la sefial de
fluocrescencia.

La sonda "“de o¢ligonucledtidos” tiene un tamafo que
oscila entre 20-26 nucledtidos. La prueba disefiada tiene un
fluoréfore en el extremo 5% y un extintor en el extremo 3'. El
fluordforo en el extremo 5’ es 6-carboxifluoresceina [FAM] vy
el extintor es tetrametilrodamina {TAMRA] cuando estid presente
en el extremo 3’. La presente descripcidén se usa para la
deteccidén de la infeccidn wviral por chickungunya presente en
muestras de sangre/suero/plasma. El1 método usado para la
deteccidn es monitorizando el aumento en la f{fluorescencia
durante la PCR.

Segtn la presente descripcidn ia “sonda de
oligonucledtidos” se refiere a una secuencia corta de acido
desoxirribonucleico (ADN). La sonda de oligonucledtidos puede
hibridarse especificamente con el ADN diana sin mostrar
hibridacidén no especifica al ADN no infectado.

Las sondas empleadas en este caso siguen los principios
de la quimica Tagman. Las scondas TagMan también denominadas
oligconucledtidos de doble colorante o sondas con marcaje
doble, son el tipo de scondas més ampliamente usado.

Por tanto, la sonda “de oligonucledtidos” segtn 1a
presente invencibn, se proporciona adicionalmente en
combinacidn con sus cebadores sentido vy antisentido
correspondientes que pueden usarse para amplificar y detectar
especificamente secuencias wvirales de chikungunya en una
muestra de prueba mediante PCR en tiempo real. También puede
cuantificarse la carga viral basandcse en el Ct obtenideo de la
curva patrén.

Las sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 junto con sus
cebadores correspondientes tienen las secuencias descritas en

la tabla 1 y la tabla 2.
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Tabla 1
Nombre de la secuencia Secuencia de nucleétidos
SEQ ID No. 1 5' -TTCGATGCCATCATAGCCGCACACTT-3’
SEQ ID No. 3 5’ -CCTCCTACCCAATGTACATACACTATTT-3'
SEC ID No. § 5' -AGGAGGCTATGTCCGTTTCTAAAA-3'
Tabla 2

Nombre de la secuencla Secuencia de nucledtideos

SEQ ID No. 2 5! -CCCTGCTCCCAGCCCCCTTG-3"
SEQ ID No. 4 5" -CCTGTTGGCAAATACCACGTT-3'
SEQ ID No. 6 5" -TCATGACGTTGTCCTCAAGCAT-3"

Las SEQ Ib WNo. 1 y 2 pueden estar conjugadas
adicionalmente con un fluoréforo y un extintor tal como se
representa a continuacidn:

5'-fluordéforo-TTCGATGCCATCATAGCCGCACACTT-extintor-3/

5’ —fluor6foro-CCCTGCTCCCAGCCCCCTTG-extintor-3'

La presente descripcidn se explica adicionalmente en
mayor detalle mediante los siguientes ejemplos vy figuras. Sin
embargo, estos ejemplos no deben interpretarse como gue

limitan el alcance de la descripcién.

Ejemplo 1

Para conseguir un buen entendimiento de la invenciédn
anterior, se realizdé un estudic en un panel de muestras
establecido y muestras infectadas extraidas de sangre, sueroc y
plasma con las sondas de la presente invencidén que tienen SEQ
ID Nos. 1 y 2. BSe obtuvieron resultados positivos para el
estudio y los resultados se destacan tal como a continuacidn:

Se sometid® un panel de muestra gque consiste en 10
muestras positivas para chikungunya y 10 muestras negativas
para chikungunya a PCR en tiempo real usando sondas gue tienen

SEQ ID Nos. 1 y 2 Jjunto con sus cebadores sentido vy
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antisentido correspondientes. La composicidn de mezcla de PCR
y las condiciones de reaccidén son tal como se proporcicnan en
la tabla 3 y 4. Se midié la amplificacién en términcs del
aumento de la sefial de fluorescencia durante el transcurso de

la reaccidén de PCR.

Tabla 3: Composicién de mezcla de PCR en tiempo real

Composicidén de mezcla de PCR en tiempo real
Transcriptasa 1 pul (10 unidades)
inversa
Premezcla 5,0 pi
Cebador directo 0,2 pl (2 picomoles)
Cebador inverso 0,2 ul (2 picomoles)
Sonda 0,2 pul (2 picomoles)
Muestra 2,0 pl
Agua 1,4 pl
Total 10 pl

Tabla 4: Condiciones de ciclade de PCR en tiempo real

Programa de PCR

Etapa 1 {(sintesis de ADNc) 48°C durante 10 min.

Etapa 2 (desnaturalizacidn 95°C durante 60 s
inicial}
Etapa 3 {desnaturalizacidn 95°C durante 5 s

de ciclado)

Etapa 4 (hibridacién y 60°C durante 34 s

extensidén)

La etapa 3 y 4 se repitieron 40 veces

Los resultados obtenidos mostraron que;
SEQ ID WNo. 1, la sonda disefiada para el gen de nsP4 no

estructural reconocieron los 10 positivos predeterminados

=
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dentro de los 40 ciclos (punto de corfe de la muestra
positiva),

SEQ ID No. 2, la sonda disefada para el gen estructural
reconocid los 10 positivos predeterminados dentro de los 40
ciclos (puntc de corte de la muestra positiva). No mostraron
ninguna amplificacién falsa con las muestras negativas. Ambas
sondas  que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 mostraron una
especificidad y sensibilidad del 100% en el reconocimiento de

todas las muestras positivas. Véase la tabla 5.

Tabla 5
Sl. ID de la Ct de SEQ ID Ct de SEQ ID
n.° muestra No. 1 No. 2
1 Positivo 1 17,22 18,0776
2 Positivo 2 21,3024 20,019
3 Positivo 3 29,1473 27,2032
4 Positivo 4 15,5172 16,3176
5 Positivo 5 16,3803 16,204¢6
6 Positivo 6 17,632 17,883
7 Positivo 7 15,8448 17,096
8 Positivo 8 17,1559 13,8004
9 Positivo 9 14,3997 14,9891
10 Positivo 10 18,7158 14,7021
Ejemplo 2

Ademés, también es posible cuantificar la carga
parasitaria de una muestra infectada extraida de sangre, suero
o plasma, comparando los valores de Ct obtenidos a partir de

una curva patrén.

Protocolo para el calculc del numero de copias mediante ensayo

de placas

Se prepararon monocapas confluentes de células Verc en

placas de 6 pocillos. Se prepararon diluciones de 10 veces (de
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10" a 10’) de wvirus en un medio de mantenimiento refrigerado
(MEM, con suerc al 1%). Enteonces se retir¢ el medio de cultivo
y entonces se afiadieron 0,2 ml de 1los inéculos de virus
empezande por la mayor dilucidn. Se tuvo cuidado de garantizar
que una pelicula de medio cubriera completamente la lamina de
células. Entonces se incubd la placa a 37°C durante 1 hora con
agitacidén intermitente de la placa. Entonces se retirarcn 1los
indculos con una pipeta y entonces se le afadid 1,5 ml de
medio de recubrimiento de agarosa (medio de c¢recimiento con
agarosa al 0,3% y FCS al 2,5%). Se tuvo cuidado de garantizar
que el medio de recubrimiento se extendiera uniformemente por
la monocapa, esto se dejd a temperatura ambiente durante 10
minutos vy entonces se incubd a2 37°C. Se observaron las
monocapas diariamente, empezando el segundo dia de incubacién.
Una vez que las placas se desarrcllaron habitualmente el
cuarte dia tras la inoculacién, entonces se contd el numero de
placas en cada dilucidén. Se retird el recubrimiento de agarosa
vy se lavd cuidadosamente la monocapa con PBS y se tifd la
placa con disolucidn de violeta cristal al 0,1% y se contaron
de nuevo las placas. Se estimd el titulo del wvirus como las
unidades formadoras de placa por ml (ufp/ml} contande el
nimero de placas a una diluciédn apropiada. Por ejemplo:
Nimero de placas producidas = 9

1x10°

Dilucidén del wvirus
Volumen de indéculo = 0,2 ml

Titulo del virus = 9 x 1 x 10° x 5 ufp por ml = 4,5 x 10°
La curva patrdén se representa en la figura 1 y los
valores de la curva patrdn con respecto al Ct se proporcionan

en la tabla &.

Tabla 6:- Valores de la curva patrdédn con respecto al Ct

logld (UFP/ml) | Niomero de ciclos
(Ct)

29
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1,00E+01 3z, 81
1,00E+02 28,79
1,00E+03 25,37
i,00E+04 22,13
1,00E+05 19,08
1,00E+06 16,31
1,00E+Q7 14,53

Conclusién

a} Las dos sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2
reconocieron todas las muestras positivas. No mostraron
ninguna amplificacién falsa «c¢on las muestras negativas,
mostrando asi una especificidad del 100% y una sensibilidad
del 100%.

b) Basandocse en los estudios de evaluacién globales,
cualquiera de las sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 puede
usarse para la deteccién de chikungunya baséndose en PCR en

tiempo real.
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REIVINDICACIONES

Sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2.

Sondas segun la reivindicacidén 1, siendo dichas sondas
para la deteccidon de chickungunya.

Sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 conjugadas con
marcadores detectables en el extremo 5’ o el extremo 37
o ambos.

Sondas segun la reivindicacién 3, estando conjugadas las
sondas con un fluordforo en el extremo 5 y un extintor
en el extremo 37.

Sondas segin la reivindicacidén 4, en las que diche
fluoréforo se selecciona de un "grupe que comprende
fluoresceina y los derivades de fluoresceina VIC, JOE,
dcido 5~-(2f-aminoetil)aminonaftalenc-1-sulfénico,
cumarina y derivados de cumarina, amarillo Lucifer, rojo
Texas, tetrametilrodamina, 6-carboxifluoresceina (FAM),
tetracloro-é6-carboxifluoresceina, S5-carboxirrodamina vy
colorantes de cianina.

Sondas sgegun la reivindicacidén 4, en las gque dicho
extintor se selecciona de un grupo que comprende
tetrametilrodamina, acido 47 - (4-
dimetilaminofenilazo)benzoico, 4~
dimetilamincfenilazofenil-4’ -maleimida,
tetrametilrodamina, carboxitetrametilrodamina Y
colorantes Black Hole Quencher.

Sondas segun las reivindicaciones 5 y 6, en las que el
flucréforo preferido es 6-carboxifluoresceina [FAM] en
el extremo 5f vy el extintor preferide es
tetrametilrodamina [TAMRA] en el extremo 3’.

Cebadores de SEQ ID Nos. 3, 4, 5 y 6.

Cebadores segin la reivindicacion 8, siendo los
cebadores que tienen SEQ ID Nos 3 y 4 cebadores sentido
y 8iendo los cebadores que tienen SEQ ID Nos 5 y 6

cebadores antisentido.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Cebadores segun la reivindicacidén 9, correspondiendo los
cebadores gque tienen SEQ ID Nos 3 y 5 a la sonda de SEQ
ID No. 1 y correspondiendo los cebadores que tienen SEQ
ID Nos 4 y 6 a la sonda de SEQ ID No. 2.

Cebadores segun la reivindicacidén 9, estando las sondas
que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 opcionalmente conjugadas
con marcadores detectables en el extremo 5’ o el extremo
3’ o ambos.

Mezcla de reaccién de PCR para la deteccidén de
chickungunya, comprendiendo dicha mezcla la muestra que
va a detectarse,” reactivos de amplificacién de &cido
nucleico, sondas seleccionadas de un grupc que comprende
SEQ ID Wes. 1 vy 2, y cebadores correspondientes
seleccicnados de un grupo due comprende SEQ ID Nos. 3,
4, 5 y 6.

Mezcla de reaccién segtn la reivindicacidn 12, en la que
los cebadores que tienen SEQ ID Nos 3 y 5 corresponden a
lz sconda de SEQ ID No. 1 y los cebadores que tienen SEQ
ID Nos 4 y 6 corresponden a la sonda de SEQ ID No. 2.
Mezcla de reaccidn segun la reivindicacidén 13, en la que
las sondas gque tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 estén
cpcionalmente conjugadas con marcadores detectables en
el extremo 5’ o el extremo 3’ o ambos.

Mezcla de reaccidn segin la reivindicacién 12, en la gue
la muestra se selecciona de un grupo gque comprende
sangre, suero y plasma.

Método para detectar y opcionalmente cuantificar la
infeccién por chickungunya, comprendiendo diche método
las etapas de:

a}) formar una mezcla de reaccidn gque comprende una
muestra gque va a detectarse, reactivos de
amplificacién de dcido nucleico, sondas
selecciconadas de un grupo gue comprende SEQ ID Nos.
1 v 2 y cebadores correspondientes selecciocnados de

un grupe que comprende SEQ ID Nos. 3, 4, 5 y 6;
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17,

18.

19.

20.

b} someter la mezcla de reaccion a PCR para obtener
copias de la secuencia diana seguido por la
medicién de cualquier aumento de la sefial de
flvorescencia para detectar la infeccién por
chickungunya; y

c) opcicnalmente construir una curva patrdén a partir
de la sefial detectada para obtener el nimerc de
copias para cuantificar la infeccidn por
chickungunya.

Método seguin la reivindicacidén 16, en el que los
cebadores que tienen SEQ ID Nos 3 y 4 son cebadores
sentido y los cebadores que tienen SEC ID Nos 5 y 6 son
cebadores antisentido y en el gque la muestra se
selecciona de un grupo que comprende sangre, suero y
plasma.

Método segun la reivindicacidén 17, en el que los
cebadores que tienen SEQ ID Nos 3 y 5 corresponden a la
sonda de SEQ ID No. 1 y los cebadores que tienen SEQ ID
Nos 4 y 6 corresponden a la sonda de SEQ ID No. 2.

Método segun la reivindicacidén 16, en el gque las sondas
gque tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 estidn conjugadas con
marcadores detectables en el extremo 5/ © el extremo 3
c ambos y en el gque se genera la sefial de fluorescencia
mediante las sondas que tienen el fluordforo en el
extremo 5 junto con el extintor en el extremo 37,

Método segun la reivindicacién 19, en el que el
flucrdéforo se selecciona de un grupo que comprende
fluoresceina y los derivados de fluoresceina VIC, JOE,
acido 5-(2'-aminoetil)aminconaftaleno-1l-sulfénico,
cumarina y derivados de cumarina, amarillce Lucifer, rojo
Texas, tetrametilrodamina, 6-carboxifluoresceina (FAM),
tetracloro—-6-carboxifluocresceina, 5-carboxirrodamina vy
colorantes de cianina y en el que el extintor se
selecciona de un grupo gque comprende tetrametilrodamina,

acido 4’ - (4-dimetilaminofenilazo)benzoico, 4-
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21.

22,

23.

dimetilaminofenilazofenil-4’-maleimida,

tetrametilrodamina, carboxitetrametilrodamina ¥

colorantes Black Hole Quencher.

Kit para la deteccidén de la infeccidn por chickungunya,
comprendiendc dicho kit sondas de SEQ ID Nos. 1 y 2, de
manera individual 0 en combinacidn; un par
correspondiente de cebadores de SEQ ID Nos. 3, 4, 5 y 6,
de manera individvwal o© en combinacidn y reactivo de
amplificacién.

Kit segun la reivindicacidén 21, en el que las sondas que
tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 estédn opcionalmente conjugadas
con marcadores detectables en el extremo 5 ¢ el extremo
3’ o ambos.

Métodoe segun la reivindicacién 21, en el que dicho
reactivao de amplificacién es una combinacién que
comprende clorurc de magnesio, Taqg polimerasa y tampdn

para amplificacidn.
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RESUMEN
La presente descripcidédn proporciona una descripeién
detallada de métodos para determinar la presencia de &acidos
nucleicos virales de chikungunya en muestras de
sangre/suero/plasma empleando sondas “de oligonucleétidos”.
Las sondas “de cligonucledbtidos” disefiadas pueden usarse para
la deteccidn cualitativa o© cuantitativa del wvirus de la

chickungunya en una muestra infectada empleando PCR en tiempo

real.

S\



WO 2010/097806

Ct

35
30
25
20
15

10

AN

y=-3,074x +35,01
R*= 0,989

log10 (UFP/ml)

Figura 1



10

15

20

25

30

35

WO 2010/097806

<110>

LISTA DE SECUENCIAS

BIGTEC PRIVATE LIMITED

<120> Sondas y cebadores para la deteccién de chickungunya
<130> 1IPllz223

<140> 00439/CHE/2009

<141> 25/02/2009

<1l60> ©

<170> PatentIn versidn 3.5

<210> 1

<211> 26

<212> ADN

<213> wvirus de la chickungunya

<220>

<221> prim_transcript

<222>  (1)..{286)

<400> 1

ttcgatgecca tcatagccge acactt 26
<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> wvirus de la chickungunya

<220>

<221> prim transcript

<222>  (1)..(20)

<400> 2

ccctgetecec ageccectty 20
<210> 3

<211> 28

<212> ADN

<213> wvirus de la chickungunya

<220>

{7
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<221> primer bind
<222>  {(1)..(28)
<400> 3

cctectaccc aatgtacata cactattt

<210> 4
<211> 21
<212> ADN

<213> wirus de la chickungunya
<220>

<221> primer bind

<222>  (1)..(21)

<400> 4

cctgttggca aataccacgt t

<210> 5
<211> 24
<212> ADN

<213> wvirus de la chickungunya
<220> '

<221> primer_bind

<222> (1) .. (24}

<400> 5

aggaggctat gtccgtttct aaaa

<210> 6
<211> 22
<212> ADN

<213> wvirus de la chickungunya
<220>

<221> primer bind

<222> (1)..(22)

<400> 6

tcatgacgtt gtcctcaagec at

28

21

24

22
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o | | PCT/IN2010/000103
i!ox No. V Reasoned statement under Article 35(2) with’ regard to novelty, inventive step and mdustrlal appllcablllty,
' cltatlons and explanations supporting such statement ,
1. Statement
. Novel_t'y ™) ' Claims 1-23 . .‘ : . - YES
Claims NONE - - - - . No
Invéntive step (IS) _ 'Claims. 1-23 . ‘ YES |
‘ Claims NONE - NO .
Industrial applicability (IA) Claims 1.23 ' _ | . YES.

Claims NONE R : . NO

2. Citations and explanatlons (Rule 70 7

The fol]owmg documents ldenttf ed in the Intematlonal Search Report havc been considered for the purposes of
this opinion:

D1: WO 2007/105111 A2 (INSTITUT PASTEUR) 20 September 2007
D2: CARLETTIL FABRIZIO et al., ‘Short Report: Rapid Detection and Quantification of Chikungunya Vlrus by
a One-Step Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction Real-Time Assay’, Amcncan Journal of Troplca!
Medicine and Hyg1ene 2007, Vol. 77, No: 3, pages 521-524 . :
D3: HASEBE, F. et al,, ‘Combined Detection and Genotyping of Chikungunya Virus by a Specnf ic Reverse

" Transcription- Polymerase Chain Reaction’, Journal of Medical Vlrology 2002, Vol. 67, pages 370 374

. D3isan A category document Although not considered to be of particular relevance, it contams mformatlon
3 whlch may be used to determine the generai state of the art. : '

The present apphcatlon is directed towards probes of SEQ ID Nos. 1-2, primers of SEQ ID NOs 3-6 and their
useina PCR reaction mixture for the detection of Chlkungunya :

NOVELTY ]E] ,

D1 discloses polypeptlde and polynucleonde sequences isolated from wild-strains of Chikungunya virus and
their use as diagnostic products (see page 1, lines 8-13). DI discloses SEQ ID NO. 67, whose complement is (see
page 46, Table 4) 100% identical between positions 2 and 22 with SEQ ID No. 6 of the instant application. D1
discloses the use of this primer in a RT-PCR reaction to sequence Chikungunya RNA isolated from biologica! -
serum samples (se¢ page 22, line 27 - page 23, line 20), D1 does not disclose probes having SEQ ID Nos. 1:2 or
. primers having SEQ ID Nos. 3-6 and their use in a PCR reactidn mixture for the detection of Chikungunya,

. therefore the subject matter of claims 1-23 is new and meets the requirements of Article 33(3) of the'PCT with

regard to novelty in light of D1. ' :

D2 discloses a real time reverse-transcription- polymerase chaln reaction targetmg thé non-structural protein |
region of Chikungunya (see abstract) Primers and probes to this region were designed and Jabelled with
fluorescein and Red 610 for use in the reaction (see page 521, right hand column, last paragraph). D2 discloses ..

- that a standard curve was constructed using as a quantification standard a serial dilution of a positive control
Chlkungunya virus plasmld with a known copy number (see page 522, Figure 2.)

- D3 discloses a reverse transcnptlon-polymerase chain reaction for the detection of Chikungunya virus (see
abstract). Primers were selected from within the nsP1 and E] genomic regions of Chikungunya that were specnﬁc
to the 3’ end of the Chlkungunya viral genome (see page 371, left hand column, Primer Desngn)

Continued in Supnlemental Box I

Form PCT/APEA/409 (Box No. V) (Tuly 2010)
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PCT/IN2010/000103

Supplemental Box Relating to Sequence Listing

1'Continuation of Box No. I, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the mtemauonal application and necessary to the
claimed.invention, this report was established o the basis of a sequence listing filed or fum:shed

a. (means) '

- On paper
l:l in electronic form
b. (time). ' -
. in the international application as fited
’ l:l together with the- i'pternational_aﬁplicatiprp in electronic form

I:I subsequently to this Authority for the purposés of search and/or examination
D to this Authoriry as an amendment* on -

In addition, in the case that more than one version or copy ‘ofa sequence listing has been filed or furnished, the rcqunred

. - statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the apphcanon as filed or
. : . does not go beyond the application as filed, as appropriate, were fum15hed

3. Additional comme‘nts:

*  [fitem 4 in Box No. | dpplfés, the sequence listing, which form& part of the basis of the report, may be marked "Supersedéd. °

Form PCT/IPEA/409 (Supplcmcnu:ﬂ Box Relating to Sequence Listing)(Tuly _ZOIO)
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Suppleémental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufﬁclent.
- Continuation of: V

Neither D2 or D3 disclose probes havmg SEQ ID Nos. 1 2 or primers having SEQ ID Nos. 3-6 and their use in a PCR
| reaction mixture for the detection of Chikungunya, therefore the subject matter of claims 1-23 is new and meets the
requnrements of Article 33(3) of the PCT withi 'regard to novelty in light of D2 and D3.

"INVENTIVE STEP (IS)

-| D1 is the closest prior art to the instant apphcatlon DI discloses a RT-PCR (reverse transcriptase PCR) to detect and

- sequence Chikungunya virus in biologicdl patient samples. Primers for use in this reaction were designed based on

| nucleotide sequence 20 of the S27 strain (see page 23, lines 13-20). This sequence includes the nsP4 and the E1, E2 -

and E3 structural protein genes (see page 46, Table 4). Of these primers, D1 discloses SEQ ID NO: 67 whose

complement is 100% identical to nucleotides 2-22 of the primer having SEQ ID No, 6 of the instant application. The

probes and primers of the instant application are also said to be derived from the nsP4 and structura! proteins genes of

| Chikungunya (see page 5, lines 20-25). The instant claims thus differ from D1 in the choice of primer design from the

.! nsP4 and structural proteins genes-of Chikungunya and the use of a fluorescence label in 2 PCR reaction to detect
Chikungunya. Thus, the problem to be solved is the provision of an alternative PCR method for the detection of

Chikungunya. Given.that D1, as pointed out by the applicant, merely discloses the complement of the primer of the

present application having SEQ ID NO: 6 and discloses only that primer design was based on nucleotide sequence 20

of the S$27 strain, the skilled worker would not find it obvious to generate the primers and probes of the present

-| application. Nucleotide sequerice 20 of the S27 strain encompasses bothi the nsP4 and the E1, E2 and E3 structural

protein genes of the Chlkungunya virus and it would require the exercise of inventive skill on behalf of the skilled

| worker t0 generate a pair of primers which would successfully and specifically amplify a target sequence within this

sequence. Therefore the subject matter of clarms 1-23 is not obvious and meets the requirements of Article 33(3) of the.
'PCT w1th regard to mventwe step. :

D2 discloses a real time reverse transcrlptlon polymerase chain rcactlon to measure viral load in serum samples (see
abstract) This method involves the use of primers and probes labelled with fluorescein and Red610 to quantify the

| level viral RNA present in the sample (see page 521, right hand column, last paragraph). D2 discloses that such a

| reaction may be a useful tool in the rapid detection of Chikungunya (see abstract). D2 is silent as to primers and probes
| havmg the sequences as presently claimed-and there isnothing in D2 which would teach or suggest to the skilled
worker the primesr and probes as presently claimed. Therefore the subject matter of these claims is not obvious and
meets the requirements of Article 33(3) of the PCT with regard to inventive step.

. INDUSTRIAL APPLICABILITY (IA) '

The mventlon defined in.the claims is considered to meet the requirements of Industrlal Apphcablllty under. Artlcle
33(4) of the PCT because it can be made by, or used in, industry.

Form PCT/IPEA/409 (Supplerncntal Boxj(July 2010)
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o ﬂuorophore at the 5'.end and quencher at the 3'end.
The probes as claimed i in claim 4, wherein said fluorophore is selected from a group -
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3)

6)
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16
Probes having SEQ ID Nos. 1 and 2. _
The probes as claimed in claim 1, wherein said probes are for detection of

chikungunya.

Probes having SEQ ID Nos 1 and 2 conjugated w1th detectable labels at 5' end or 3'

end or both.
The probe as claimed in. claim 3, wherein the probes are conjugated with

compiising fluorescein and  fluorescein derivatives VIC, JOE, S-(2'-
mninoethjrl)aminonaphthelene~ -sulphonic  acid, coumaﬁn | and - coumnarin
denvatlves lucifer yellow, texas red, tetramethylrhodaniine, 6-Carboxy Fluorescein
(FAM) tetrachloro-é«carboxyfluoroscem, 5-carboxyrhodamme and cyanine dyes,

The probes as clarmed in claim 4, wherein said quencher is selected from a group

comprising Tetra Methyl Rhodamine, 4'- (4-d1methy!ammophenylazo)benzolc acrd

4-d1methylammophenylazophenyl-4'-malemnde,tetramethylrhodamme,
'carboxytetramethylrhodarmne and Black Hole Quencher dyes.

The probes as claimed i in clarms 5 and 6, wherein the preferred Flurophore is 6-

Carboxy Fluorescem [FAM] at §' end and the-preferred quencher is Tetra Methyl '
Rhodamine [TAMRA] at 3’ end.

Primers of SEQ ID Nos. 3, 4, 5 and 6.

The primers as cIainied in claim 8, .wherein the primers having SEQ ID Nos 3 and 4

| are sense pnmers and the primers havmg SEQ ID Nos 5 and 6 are anu-sense

. primers.

fO) The primers as claimed in claim 9, wherein the primers havirrg SEQID Nos 3 and 5 .
correspond to probe of SEQ ID No. 1 and the primers having SEQ ID Nos 4 and 6

correspond to probe of SEQ ID No: 2.

11) The primers as claimed in claim 9, wherein the probes having SEQ ID Nos. 1 and 2

are optlonally conjugated wuh détectable labels at 5' end or 3' end or both.

12) A PCR reaction mixture for detection of chikungunya, Sald mixture comprising the-

: sample to be detected ‘nucléic acid amphﬁcatron reagents probes selected from a

AMENDMENTS UNDER ARTICLE 34
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group compnsmg SEQ ID Nos. 1 and 2, and corresponding primers selected ﬁom a

- group comprising SEQ ID Nos. 3,4,5and 6.

13) The reaction mixture as. claimed in claim 12, wherein the primers having SEQ ID
" Nos 3 and 5 correspond to the probe of SEQ ID No. 1 and the primers having SEQ

ID Nos 4 and 6 corréspond to the probe of SEQ ID No. 2
14) The reaction mlxture as claimed in claim 13, wherein the probes havmg SEQ ID

Nos. 1 and 2 are optlonally conjugated with detectable labels at 5' end or 3' end or

both, ,
15) The reaction mixture as claimed in claim 12, wherein the sample is selected ﬁ’om' a
. group comprising blood, serum and plasma. .
I6)A method of detectmg and optionally quantifying chlkungunya infection, said
- method comprising steps of: . , -
(a) formmg a reaction mlxture mmpﬁshg a sample to be detected, nucleic acid
N amplification reagents, probes selected from a group compnsmg SEQ ID Nos. 1
“and 2 and corresponding pnmers selected from a group comprising SEQ ID

Nos 3,4, 5and6

51

" (b) subjecting the reaction mixture to PCR to obtain copxes of targct sequence

followed by measuring any mcrease in fluorescence signal for detecting the

chikungunya infection; dand

(¢) optionally constructing a standard curve from the detected signal to obtain copy

number for quantifying the chikungunya infection. _
17) The method as claimed in claim 16, wherein the primers having SEQ ID Nos 3 and
4 are sense primers and the primers having SEQ ID Nos 5 and 6 are anti-sense

pnmers and wherem the sample is selected from a group compnsmg blood, serum -

and plasma.

. 18) The method as claimed in claim 17, wherein the primers having SEQ ID Nos Jand -

5 correspond to the probc of SEQ ID No. 1 and the primers having-SEQ ID. Nos 4 -

- and 6 correspond to the probe-of SEQ ID No.2.
19) The method as claimed i in claJm 16, wherein the probes havmg SEQ ID Nos. 1 and

2 are conjugated with detectable labels-at 5' end or 3' end or both and wherein the

ﬂuorcseence signal is generated by the probes havmg ﬂurophore at the 5' end along

with the quencher at 3 end.

AMENDMENTS UNDER ARTICLE 34
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20) The method as claimed in claim 19, wherein the flurophore is selected from a group
comprising fluorescein  and  fluorescein derivatives VIC, JOE, 5-(2'-
* aminoethyl)aminonaphthalene-1-sulphonic  acid, coumarin  and coumarin
derivatives, lucifer yellow, texas red, ;c&amethylrhodarnine, 6-Carboxy Fluorescein

5 (FAM), tetrachloro-ﬁ-carboxyﬂuoroscein, 5-carboxyrhodamine and cyanine dyes

and wherein the quencher is selected from a. group compnsmg Tetra Methyl

Rhodamme, 4 (4-duncthylammophenylazo)benzoxc aczd, 4

du:nethylammophcnylazophenyl-4'-male1m1de tetrameﬂ'lylrhodannne
carquyteu'amcﬂlylrhodamme and Black Hole Quencher dyes.

‘10 21) A-kit for detection of chikungunya infection, said kit comprising probes of SEQ ID

Nos.1 and 2, individually or'in coinbinatidn_; coi'responding pair of primers of SEQ
ID Nos 3,4, 5 and 6, individually or in combination and amplification reagent.

22) The klt as claimed in claim 21, wherein the probes having SEQ ID Nos 1 and 2 are

_ optxonally conjugated with detectable labels at 5'end or 3' end or both,

15 23) The kit as claxmcd in claim 21, wherein sald amphﬁcahon reagent is a combination

compnsmg magncsxum chloride, Taq polymerasc and buffer for amphﬁcatlon

AMENDMENTS UNDER ARTICLE 34 |
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REIVINDICACIONES

—

. Sondas que tienen SEQ ID Nos. 1y 2.

2. Sondas segun la reivindicacion 1, siendo dichas sondas para la deteccién de
chickungunya.

3. Sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y 2 conjugadas con marcadores detectables en el
extremo 5’ o el extremo 3’0 ambos.

P

. Sondas segun la reivindicacion 3, estando conjugadas las sondas con un fluoréforo en

el extremo 3’ y un extintor en el extremo 3.

5. Sondas segun la reivindicacion 4, en las que dicho fluoréforo se selecciona de un grupo
que comprende fluoresceina y los derivados de fluoresceina VIC, JOE, acido 5-(2'-
aminoetil)aminonaftaleno-1-sulfénico, cumarina y derivados de cumarina, amariflo
Lucifer, rojo Texas, tetrametirodamina, 6-carboxifluoresceina (FAM), tetracloro-6-

carboxifluoresceina, 5-carboxirrodamina y colorantes de cianina.

)]

. Sondas segun la reivindicacion 4, en las que dicho extintor se selecciona de un grupo
que comprende tetrametilrodamina, acido 4'-(4-dimetilaminofenilazo)benzoico, 4-
dimetilaminofenilazofenil-4’-maleimida,tetrametilrodamina, carboxitetrametilrodamina y

colorantes Black Hole Quencher.
7. Sondas segun las reivindicaciones 5 y 6, en las que el fluordforo preferido es 6-
carboxifluoresceina [FAM] en el extemo 5 y el extintor preferido es

tetrametilrodamina [TAMRA] en el extremo 3.

8. Cebadores de SEQ ID Nos. 3,4, 5y 6.

(s ]

. Cebadores segun la reivindicacion 8, siendo los cebadores que tienen SEQ |ID Nos 3 y
4 cebadores sentido y siendo los cebadores que tienen SEQ ID Nos 5 y 6 cebadores
antisentido.

10. Cebadores segun la reivindicacién 9, correspondiendo los cebadores que tienen SEQ
D Nos 3 y 5 ala sonda de SEQ ID No. 1 y correspendiendo los cebadores que tienen
SEQ D Nos 4y 6 a la sonda de SEQ 1D No. 2.



11. Cebadores segun ia reivindicacion 9, estando las sondas que tienen SEQ ID Nos. 1y
2 opcionaimente conjugadas con marcadores detectables en el extremo 5' o el
extremo 3’ o0 ambos.

12. Mezcla de reaccion de PCR para la deteccion de chickungunya, comprendiendo dicha
mezcla la muestra que va a detectarse, reactivos de amplificacion de &cido nucleico,
sondas seleccionadas de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 1y 2, y cebadores
correspondientes seleccionados de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 3, 4, 5y 6.

13. Mezcla de reaccidn segln la reivindicacion 12, en la que los cebadores que tienen
SEQ ID Nos 3 y 5 corresponden a la sonda de SEQ ID No. 1y los cebadores que
tienen SEQ |D Nos 4 y 6 corresponden a la socnda de SEQ ID No. 2.

14. Mezcla de reaccion segin la reivindicaciéon 13, en la que las sondas que tienen SEQ
ID Nos. 1 y 2 estdn opcionalmente conjugadas con marcadores detectables en el
extremo 5' o el extremo 3’ 0 ambos.

15. Mezcla de reaccidn segun la reivindicacion 12, en la que la muestra se selecciona de
un grupo que comprende sangre, suero y plasma.

16. Método para detectar y opcionalmente cuantificar la infecciéon por chickungunya,
comprendiendo dicho método las etapas de:

a) formar una mezcla de reaccién que comprende una muestra que va a
detectarse, reaclivos de amplificacién de &acido nucleico, sondas
seleccionadas de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 1y 2 y cebadores
correspondientes seleccionados de un grupo que comprende SEQ ID Nos. 3,
4, 5y6;

b) someter la mezcla de reaccidén a PCR para obtener copias de la secuencia
diana seguido por la medicién de cualquier aumento de la sefial de
fluorescencia para detectar la infeccion por chickungunya; y

¢) opcionalmente construir una curva patrén a partir de la sefal detectada para
obtener el nimero de copias para cuantificar la infeccidn por chickungunya.

17. Método segin la reivindicacién 16, en el que los cebadores que tienen SEQ 1D Nos 3
y 4 son cebadores sentido y los cebadores que tienen SEQ ID Nos 5 y 6 son
cebadores antisentido y en el que la muestra se selecciona de un grupo que

comprende sangre, suero y plasma.



18. Método segun la reivindicacion 17, en el que los cebadores que tienen SEQ ID Nos 3
y 5 corresponden a la sonda de SEQ ID No. 1 y los cebadores que tienen SEQ ID
Nos 4 y 6 corresponden a la sonda de SEQ ID No. 2.

19. Método segun la reivindicacion 18, en el que las sondas que tienen SEQ ID Nos. 1 y2
estan conjugadas con marcadores detectables en el extremo 5 o el extremo 3’ o
ambos y en el que se genera la sefial de fluorescencia mediante las sondas que

tienen el fluordforo en el extremo 5' junto con el extintor en el extremo 3'.

20. Método segun Ia reivindicacion 19, en el que el fluoroforo se selecciona de un grupo
que comprende fluoresceina y los derivados de fluoresceina VIC, JOE, acido 5-(2'-
aminoetil)aminonaftaleno-1-sulfénico, cumarina y derivados de cumarina, amarillo
Lucifer, rojo Texas, tetrametilrodamina, 6-carboxifluoresceina (FAM), tetracloro-6-
carboxifluoresceina, 5-carboxirrodamina y colorantes de cianina y en el que el
extintor se selecciona de un grupo que comprende tetrametilrodamina, acido 4'-(4-
dimetilaminofenilazo)benzoico, 4-dimetilaminofenilazofenil-4'-maleimida,
tetrametilrodamina, carboxitetrametilrodamina y colorantes Black Hole Quencher.

21. Kit para la deteccién de la infeccidn por chickungunya, comprendiendo dicho kit
sondas de SEQ ID Nos. 1 y 2, de manera individual 0 en combinacion; un par
correspondiente de cebadores de SEQ ID Nos. 3, 4, 5 y 6, de manera individual o en

combinacion y reactivo de amplificacion.

22. Kit segun la reivindicacion 21, en el que las sondas que tienen SEQ ID Nos. 1y 2
estan opcionalmente conjugadas con marcadores detectables en el extremo 5° o el
extremo 3' o ambos. .

23. Kit segun la reivindicacién 21, en el que dicho reactivo de amplificacién es una

combinacion que comprende cloruro de magnesio, Taqg polimerasa y tampén para

amplificacion,

SDC\SDCVD-200718\WPC17626
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RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS N1 860.041.367
*** Soporte del Pago **~
TIPO PAGO BANCO CUENTA Nao PAGO FECHA PAGO VRE.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411768195 12/09/2011 46.295.000.00
*** Conceptos Pagados **~
| CANT.  RENTISTICO CONCEPTCO Ve UNDITARIQ Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 %Tcﬁ%sr aEiEAR’LVICIOS DE PROPIEDAD 89 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 324.000.00 324.000.00
$324.000.00
SON: *TRESCIENTOS VEINTICUATRO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Responsabik: ﬂ
. Recibo de Caja Afficado al Expediente No.
NDUS T
mmmmum it
" s I/l
PATEN - 2
Act. 4 ?Em: Bp
) 11 PRESENTAC{O Ve: 379 UEVASCR

Ol (3626- Y1 -00S =S

Sedo Centro: Carrera 13 Ne. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogoté, D.C.- Colambia
Weh: www sic.gov.co a-mair info@sic.gov.ce Conmutadar; (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linen: 018000-910165 Call Conter: (571) 6513240

. Septiembre 13 de 2011 -97:47:2)
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* SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERGCIO

Idwriey Comersio g T

Fecha; 2011 09 22 1 42:01  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

PATENTE DE INVENCION [ | MODELODE UT  AZ 411 pRestritmon EVE, 379 FASENACIONALI

. — - e “

Indicacion que se solicita una patente.

D Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de [a invencién

D Dibujos de ser estos pertinentes
l:] Comprabante de pago de las tasas establecigas {(De ser el caso formato de descuento)
Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT E) WMODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

@ - Indicacién que se solicita una PCT

_15 Copia de [a solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)

Completa Incompleta D
DISENO INDUSTRIAL l:l (Art. 119 Decisién 486/00)
D Indicacién que se solicita Disefio industrial
l:] Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
l:] Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material gue incorpora el
disefio )

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Comnpleta D Incompleta I:I

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de |a persona que presenta [a solicitud

Representacion grafica de un esquema de trazado

o ag

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l:l Incompleta D

PINZ-FOR 150095518 ‘

963- -00000-0000 —_—




