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MISMOS
Solicitante : BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC

Fecha de sclicitud: 25 de Enero de 2006.

1. Yo, Luz Clemencia de PAEZ, mayor de edad, domiciliada en
Bogota, D.C., identificada c¢on 1la Cédula de c¢iudadania N°
35.456.344 de Usagquén, obrandoc como apoderada del solicitante en el
asunto anteg identificado, me refiero al Oficio No. 8185 notificado
por fijacién en 1lista del 25 de Junio de 2010. Mediante memorial
radicado el 21 de septiembre de 2010 solicité un plazo de treinta
(30) dias para dar respuesta a este oficio.

2. Mediante el Oficlo No. 8185 se puse en conocimiento del
solicitante el informe del examen de fondo que contiene 1las
observaciones hechas por su Despachco sobre la presente solicitud de
patente. Atiendo a las observaciones de la siguiente manera:

3. De la sclicitud de patente:

Su Despacho enuncia:

# “El capitulo reivindicatorio presenta una serie de expresiones y
términos por les cuales se define de forma imprecisa la materia
ademds de restar concisién al capitulc reivindicatorio, por
ejemplo “cantidad farmacéuticamente eficaz”, “material
antigénicc”, “matar dichas bacterias cultivadas para preparar
una vacuna gue contiene Lawsonia intracellularis muerta”,
“aproximadamente” {reivindicacién 13, 21, 24)".

e “Las reivindicaciones 1 y 2 ensefian una cepa clinica virulenta vy
avirulenta respectivamente, las cuales presentan todas las
caracteristicas de las cepas depositadas en la ATCC PTA- 4927 y
PTA-4526".
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¢ "“Este despacho considera gque la materia descrita en dichas
reivindicaciones no es una invencién debido a que dichas cepas
fueron aisladas de su entorno natural a partir de cerdos o de
otros animales infectados ¥ su atenuacién es dado
esponténeamente por las mismas bacterias gracias a .pases
continupgs in Vitro, durante un cierto tiempo. Por esta razdn,
las caracteristicas son presentadas por Lawsonia intracellularis
aisalado de la naturaleza, corresponderian a las encontradas en
las cepas reivindicadas”.

¢ “Las reivindicaciocnes 9 y 10 implican un método para estimular
el sistema inmune en un animal, y de esta forma inmunizarlo.
Dado que el método contempla el tratamiento animal, esta oficina
es de la opinién que las reivindicaciones wmencionadas se
encuentran dentro de 1la excepcidén a la patentabilidad y no
pueden ser consideradasg patentables”.

Con respecto a lo seflaladc por su Despacho, mi representada desea
seflalar lo siguiente:

Con el fin de atender las anteriores observaciones y de acuerdo al
articulo 34 de la Decigidén 486, sSe presenta un nuevo capitulo
reivindicatorio como sustituto del anteriormente presentado. De tal
manera que, las objeciones formuladas a este respecte gquedan
superadas respectivamente con las modificaciones realizadas de 1la
siguiente manera:

* Se ha revisado la redaccidn del nuevo pliego reivindicatorioc con
el fin de hacer <¢laridad s=sobre la materia gque se solicita
proteger y sobre el alcance de la misma, teniendo en cuenta las
sugerencias del Sefior Examinador.

* En particular, el pliego reivindicatorio se ha redactado
nuevamente de tal forma que ahora se refiere a un método para
elaborar una vacuna para inducir una respuesta inmune ante
bacterias de Lawsonia intracellularis en un animal.

¢ Adicionalmente, se pone de presente gue de acuerdo con las
sugerencias del Sefior Examinador, las reivindicaciones
relacionadas con la cepa <c¢linica virulenta de Lawscnia
intracellularis no han s8ido incluidas en el nuevo pliego
reivindicatorio.

e Asimismo, la expresidn “aproximadamente” ha sido eliminada del
nueve pliego reivindicatcrio, con el fin de definir
inequivocamente los rangos de concentracién de oxigeno.

¢« De igual manera, las expresioneg “cantidad farmacéuticamente
eficaz”, “material antigénico”, “matar dichas bacterias
cultivadas para preparar una vacuna gue contiene Lawsonia
intracellularis muerta” han sido eliminadas del nuevo pliego
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reivindicatorio, de acuerdo con las sugerencias del Seflor
Examinador.

* Finalmente, la materia de invencidn anteriormente revelada en
las antiguas reivindicacicnes 1, 2, 9, 10 yv 28 no ha sido
incluida en el nueveo pliego reivindicatorio.

Asi entonces, con las modificacicnes realizadas al capitulo
reivindicatorio, es clarc gue guedan subsanadas las objeciones que
por claridad hizo su Despacho, yva que ahora dicho pliego se refiere a
un método para elaborar una vacuna para inducir una respuesta inmune
ante bacterias de Lawsonia Intracellularis en un animal, el cual se
encuentra definidoc de manera clara y completa por 1las etapas
esenciales y se encuentra redactadc en los términcs sugeridos por su
Despacho y de acuerdo con las disposiciones del articuleo 30 de 1la
Decisidn 486.

S5in embargo, en el evento gque el Despacho considere que una
modificacién adiciconal sea necesaria, respetucosamente le solicito
hacer uso de la facultad que le otorga el articulo 45 (inciso 2) de
la Decisidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina a efecto de
reguerir nuevamente de nuestra parte cualguier complementacidn o
aclaracién a este respecto, en cuyo caso agradeceriamos gue se nos
indicara el sentido en que se sugiere hacer dicha correccidm.

Con respecto a la inclusidn de los certificados de depdsito del
microorganismo Lawsonia intracellularis ATCC PTA-4927 y ATCC PTA-4926,
presento junto con el presente memorial dichoes certificados,
cumpliendo asi con el requisito de claridad de acuerdo con el articulo
28 de la Decisidén 486.

4. Nivel inventivo.

Su Despacho concluye gue el nivel inventivo de la presente solicitud
de patente se ve afectado por el documento US 5.885.823 (Dl). Su
Despacho enuncia:

s *La tunica diferencia con D1 es gue esta solicitud que era
proporcionar compuestos inmunoldégicos de Lawsonia
intracellularis se habia resuelto previamente mediante el mismo
tipo de componentes activos ya conocldos. Por esta razdn se
considera que las sustituciones de aislamientos de las cepas
formuladas en D1, tales como los reivindicados, son evidentes
para una persona medianamente versada en la materia.

Con respecto a lo seflalado por su Despachoc mi representada desea
sefialar lo siguiente:

“Articulo 18.- Se considerard gue una invencién tiene nivel
inventive, si para uma persona del oficio normalmente
versada en la materia técnica correspondiente, esa
invencidn no hubiese resultado obvia ni se hubiese derivado
de manera evidente del estado de la técnica”
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bhora bien, el Manual para el Examen de Solicitudes de Patentes de
invencidn en las Oficinas de Propiedad Industrial de los Paises de la
Comunidad 2Andina con respecto a la evaluacidn del nivel inventivo
indica: “"La pregunta a ccntestar es si teniendo en cuenta el estadc de
la técnica en su conjunto existe alguna indicacién que lleve a la
persona versada en la materia a medificar o adaptar el estadeo de la
técnica mds cercano para regolver el problema técnico, de tal forma
gue llegue a un resultado gue estuviera incluldo en el tenor de la(s)
reivindicacidn(es)”. (Negrita fuera del texto).

La obligatoriedad de este Manual no reside en su fuerza normativa
intrinseca sino en gque el mismo es mencicnado por el Tribunal de
Justicia del Acuerdo de Cartagena en reiterada jurisprudencia cuando
interpreta estas normas de la Decisidén 486 y por ende, cuando
establece cbdmo debe adelantarse el estudic de nivel inventivo de una
invencidn.

Por lo tanto, teniendo en cuenta el carédcter vinculante que tienen las
interpretaciones prejudiciales del Tribunal para el Consejo de Estado
y 1 hecho de que éste Gltimo reviga la legalidad de las decisiones
adoptadas por su Despacho, consideramos que dicho Manual si resulta
relevante para el estudio del nivel inventive de la presente
invencién.

Asi entonces, es posible concluir gque para ser pertinentes en 1la
evaluacidén de nivel inventivo de la presente invencién, los documentos
citados deberian revelar sugerencias y enseflanzas claras para el
técnicc en la materia gue lo lleven a obtenerla. Para este fin el
Sefior Examinador debe examinar si, de conformidad c¢on dichos
documentos (el estado de la técnica mis préximo), una persona versada
en la materia habria o no propuesto las caracteristicas técnicas que
distinguen la invencidn reivindicada y qgque permiten alcanzar los
resultados obtenidos por dicha invencidn.

Para los anteriocres efectos, el Examinador al realizar el examen de
nivel inventivo debe verificar las enseflanzas del arte previo sin
adoptar la posicidén de un inventor que se preguntaria cbdmo solucionar
el problema técnico en cuestidn. Lo anterior, por cuanto si se adopta
la posicidén del inventor y se tiene conocimiento tanto del arte previo
como de la forma como efectivamente se scluciond el problema técnico,
la invencidn en todos los casos le resultard cobvia y evidente.

De conformidad con lc anterior, se expone a continuacién el por qué la
presente invencién posee nivel inventivo frente al documento D1,
Veamos:

Con las modificaciones realizadas al nuevo pliego reivindicatorio se
debe tener por superada la objecién formulada a este respecto, por las
siguientes razones:

La presente solicitud de patente se refiere a la cepa clinica de
Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el n°® PTA-4927 y a
la cepa clinica de Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con
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el n°® PTA-4926 de origen Eurcopeo, las cuales se diferencian claramente
de las cepa revelada en D1 toda wvez que la cepa ATCC PTA-55672 alli
revelada es de origen Americano. En particular, en el ejemplo 1 de D1
se menciona el origen de todas las muestras a partir de las cuales se
aigla la cepa de Lawsonia intracellularis: la muestra N24912 se obtuvo
de un rebafioc de una granja en Iowa, la muestra N72994 de una segunda
camada de un afio y medio en Minnesota, la muestra N101454 de un cerdo
de 12 semanas de edad en Indiana. Asimigsmo, en el ejemplo 2 se
describe el usco de las muestras intestinalesgs del ejemplo 1 para hacer
crecer la Lawsonia intracellularis en cultivos de suspensidn. De modo
que todas las cepas reveladas en D1 son de origen Americano.

A este respecto, se aclara a su Despacho gue las cepas de Lawsonia
intracellularis se diferencian de las cepas de origen Americanco en las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) contra agentes anti-
microbianos. Para sustentar lo anterior, se presenta anexo al presente
memorial el documento “In vitre antimicrobial activity against 19
North BAmerican and European Lawsonia intracellularis isolates”
(Wattanaphansak et al. Vet Microbiol. 2009 134(3-4):305-10) en el cual
se divulga que a partir de los estudios realizados se observd que las
cepas de origen Americano presentaban mayores MIC intracelulares vy
extracelulares gue las cepas Europeas (Ver pégina 309, columna 1).

De otrc lado, se pone de presente que D1 revela una vacuna, llamada
Isi-1, la cual comprende una cepa de Lawsonia intracellularis ATTC con
nimerc de acceso 55783. Sin embargo, a diferencia de las vacunas acéa
reivindicadas, la vacuna descrita en D1 causa la evacuacién de heces
en el dia 14 después de la vacunacién en células de cultivo.

Ahora bien, D1 no ensefia ni sugiere que al emplear cepas de origen
Europeo se obtendrian vacunas que no causarian la evacuacién de heces
en el dia 14. Asimismo, toda wvez que Dl no muestra datos
experimentales de wvacunas empleando cepas de origen Europeo, una
persona versada en la materia no se veria motivada a emplear
especificamente cepas de Lawsonia intracellularis de origen Europeo
con el fin de obtener una reduccidén en la virulencia y una mayor
respuesta inmune.

Asi entonces, teniende en cuenta gque el documento D1 no anticipa
emplear cepas de Lawsonia intracellularis de origen Europeo en vacunas
en lugar de cepas de origen Americano para inducir una respuesta
inmune ante bacterias de Lawsconia intracellularis en un animal y/o las
mejoras obtenidas con dicha modificacidn, es claro gue a partir de
dicho documento no era posible para un técnico medio obtener de manera
obvia y/o evidente la materia de invencidn revelada en la presente
solicitud. Lo anterior si se tiene en cuenta que para el estudio de
nivel inventive el Examinador no puede adeptar la posicién de un
inventor y gue ademds no puede partir de la solucién dada sino
simplemente de lo gue expresamente revelen el o los documentos mas
cercanos del estado del arte, que en el presente caso es Dl.

De otro lado, con respecto a la afirmacidn del Seflor Examinador gque
las cepas de Lawsonia intracellularis se aislan facilmente, deseamos
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poner de presente gque no compartimos la opinidén del Sefior Examinador
por cuanto el cultivo de las mismas es bastante dificil. De hecho, se
deben cultivar enterocitos para soportar el crecimiento y por tanto,
pocas cepas han sido aisladas in vitro (Ver pAgina 305, columna 2 del
documento Wattanaphansak) .

5. Asi entonces, puesto que con los argumentos presentados a favor
de la patentabilidad de la presente solicitud de patente se han
atendido a cabalidad las objeciones realizadas por su Despacho en su
Examen de fondo, respetuosamente solicito que el Despacho tenga por
cumplidos tales requisitos y proceda con la concesidn de la patente.

6. Anexos.

¢ Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 21 reivindicaciones.
Formulario de modificaciones.

¢ Recibo por concepto de 11 reivindicaciones adicionales a 1la
décima reivindicacidn.

e Documento: “In vitro antimicrobial activity against 19 North
American and European Lawsonia intracellularis isolates”.
Wattanaphansak et al. Vet Microbiol. 2009 134(3-4):305-10.

¢ Certificado de depbsito del microorganismo Lawsonia
intracellularigs ATCC PTAR-4927 y ATCC PTA-4926.

Sefiora Directora,

2. Olernsa.o bR >

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. N° 35.456.344
T.P.A. No. 23.555

COLO-15149-841-001-9
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No. M-2010-181433\MGM



! ' CAVELIER ABOGADOS

COLO 15149-841-001-9

ID-181487

(f

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

O,

D Correccién de Error Material

SOLICITUD DE:

Modificacién a una solicitud

Nombre:

SOLICITANTE
. ‘ Amerrca

Direccidn:

BOEHRINGER INGELHEIM

- VETMEDICA, INC.
Sociedad constituida y existente bajo las leyes
4 del Estado de M!SSOUFI

Estados Unidos de

2621 North Belt Highway,
St. Joseph,

Missouri 64506-2002,
Estados Unidos de América

| Domicilio: St. Joseph,

Missouri

Estados Unidos de América
Teléfono: 546 0970 Fax: 2494070
E-mail: clientes@cavelier.com

IDENTIFICACION

cC. O NT O
C.E. O - Otro O
Numero:

©

REPRESENTANTE
O APODERADO

Nombre:
Direccion:
Teléfono:
Fax;
E-mail:
Domicilio:

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
Carrera 42, No. 72-35

347 36 11

211 86 50
clientes@cavelier.com
Bogota, Colombia.

IDENTIFICACION

C.C. X NIT
C.E. O Otro
Cual _
Numero  35.456.344 T. P, 23.555

H
O

@ Numero de expediente:

06.006.798

©

Descripcion de la correccion o modificacion solicitada: _
Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 21 reivindicaciones con el fin de superar las

. objeciones hechas por Su Despacho a [a presente solicitud de patente y pido respetuosamente que

el examen de patentabilidad sea realizado sobre estas nuevas reivindicaciones presentadas.

Cbmpfobénte de pago No.
Comprobante de pago No.
Comprobante de pago No.

10-89,853  Fecha: 25 de octubre de 2010
10-89.958  Fecha: 25 de octubre de 2010
10-89,977 Fecha: 25 de octubre de 2010




personas Jurldlcas

Anexos .
Comprobante de pago de la tasa por $114.000, por concepto de modificaciones.

Comprobante de pago por 11 reivindicaciones adicionales después de ia décima
reivindicacién por $286.000.

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita |a existencia y representacion:legal de las partes, cuando sean

Luz CLEM?ENCIA DE AEz F‘IRMA @&émma\ﬁ@é/gga
o "C. C 35 456 344 de Usaquén T.P. A 23.555

.\91’\ MGM




REIVINDICACIONES.

1. Un método para elaborar una vacuna para inducir una respuesta

2.

3,

4,

5.

10

inmune ante bacterias de Lawgonia intracellularis en un animal,
que comprende las etapas de: (a} incubar la cepa clinica de
Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el n° PTA-4927
o la cepa c<linica de Lawsonia intracellularis depositada en 1la
ATCC cecn el n® PTA-4926 o cualguier otra cepa aislada de Lawsonia
intracellularis de origen Europeo gue no cause la evacuacién de
heces en el dia 14 después de la vacunacidn en células de cultivo
gque estdn en suspensidn con una concentracién de oxigeno entre o a
10 por ciento para cultivar dichas bacterias; y (b} mezclar dichas
bacterias cultivadas con un vehiculeo farmacéuticamente aceptable.

El métode de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el vehicule
farmacéuticamente aceptable es seleccionade del grupo que consiste
de estabilizadores y diluentes.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 1, en donde el wvehiculo
farmacéuticamente aceptable es agua.

El método de acuerde con la reivindicacidén 1, en donde la cepa
Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el n® PTA-4926
o cualquier otra cepa aislada de Lawsonia intracellularis de
origen Europec que no causa la evacuaciédn de heces en el dia 14
después de la vacunacidn es incubada en el paso (a).

El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde los 10°
TCIDs, a 10°TCIDg, de la cepa Lawsonia intracellularis depositada en
la ATCC con el n® PTA-4926 o cualquier otra cepa aislada de
Lawsonia Intracellularis de origen Europeo gue no causa la
evacuacidén de heces en el dia 14 después de la vacunacidn, es
mezclada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El métodec de acuerde con la reivindicacién 4, en donde
adicionalmente al menos un antigeno seleccionado de los siguientes
patdgenos: Salmonella spp, Erysipelothrix spp, Haemophilus spp,
Mycoplasma spp, Leptospira spp., Clostridium spp, Streptococcus
SpPR. Brachyspira spp. circovirus, sindrome Reproductive vy
Respiratorio del porcino (PRRS), virus de swine influenza es
mezclado con el vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El método de acuerde con la reivindicacidn 4, en donde
adicionalmente al menos un antigeno seleccionado de los siguientes
patdgenos: Salmonella choleraesuis, Erysipelothrix spp, virus
transmisible de gastro-enteritis {TGE) , Escherichia coli,
Clostridium spp y Brachyspira spp, es mezclado con el wvehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde
adicionalmente al menos un antigeno seleccionado de los siguientes
patdgencs: Salmonella choleraesuis y Erysipelothrix spp es

mezclado con el vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 4, en donde
adicionalmente al mencos un antigeno seleccionade de los siguientes
patdgenos: Clostridium spp, virus de influenza equina (EIV), virus
de herpes equino (EHV), alfavirus, virus de West Nile, ez mezclado
con el vehiculo farmacéuticamente aceptable.

. Un método para cultivar Lawsonia intracellularis que comprende:

(a) infectar células cultivadas con un indéculo que comprende la
cepa clinica de Lawsonia intracellularis depositada en 1la
ATCC con el n® PTA-4927,

(b) incubar dichas c¢élulas infectadas con una concentracidn de
oxigeno entre 0 a 10 por ciento mientras se mantienen dichas



células infectadas en suspensidon mediante la agitacidn de
dichas cé&lulas durante un periodo de tiempo suficiente para
aumentar la produccidédn de dicha Lawsconia intracellularis, y

(c) recolectar al menos una porcién de dicha Lawsonia
intracellularis.

11. El método seglin la reivindicacidén 10 en el que la concentracidén de
oxigeno estd en el intervalo de 0 por ciento hasta el 8 por
ciento.

12

El método seglin la reivindicacidn 11 en el que la concentracién de
oxigeno estd en el intervalo entre 0 por ciento hasta 3 por
ciento.

13. El métode segin la reivindicacién 10 en el gue dicha incubacidn se
produce c¢on una concentracién de didxido de carbono en el
intervalo de 6 por ciento hasta 10 por ciento.

14. E1 método segin la reivindicacién 10 en el gque dichas células

cultivadas se eligen del grupo formado por: células HEp-2, McCoy e
IEC-18.

15. El método segliin la reivindicacién 14 en el que dichas células IEC-
18 se cultivan en microvehiculos.

16. E1 método segin la reivindicacidén 10 en el que las células
infectadas se incuban segin la etapa (c¢) durante un periodo de 2
hasta 10 dias.

17. E1 método segiin la reivindicacidén 10 gque comprende ademads una
etapa {d) de liofilizacién de dicha bacteria.

18. El método segln la reivindicacidn 17 en el gque dicha liofilizacién
comprende una etapa primaria de secadc a una temperatura entre -
30°C hasta -5°C durante 120 a 1000 minutos y una etapa secundaria

de secade a una temperatura de 27 +/- 5°C durante 330 a 1120
minutos.

19. Una cepa clinica atenuada liofilizada producida mediante el método
segln la reivindicacidn 17.

20. Un método para el diagndstico de la enteropatia proliferativa
porcina gue comprende realizar un ensayo para detectar anticuerpos
contra Lawsonia intracelluris en una muestra animal no humana de
un sujeto que comprende:

(a) poner en contacto una muestra del sujeto con la cepa clinica
de Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con el n°
PTA-4927 o la cepa clinica de Lawsonia intracellularis
depositada en la ATCC con el n° PTA-4926 o cualgquier otra
cepa aislada de Lawsonia intracellularis de origen Europeo
gque ne cause la evacuacidn de heces en el dia 14 después de
la vacunacién en células de cultivo para formar un compleijo
antigenc-anticuerpo; y

(b) detectar la formacién de dicho complejo,

en el que la presencia de dicho complejo =se correlaciona
positivamente con un diagnéstico de la enteropatia proliferativa
porcina.

21. El método segiin la reivindicacidn 20 en el gue el ensayo comprende
un ensayo elegido del grupo formado por: radioinmunoensayo, ensayo
de inmunosorcién enzimitica (ELISA), inmunoensayo de fluorescencia
y ensayo de inmunoelectroforesis.

MGM\MGM\ ID-181446\WPC15149
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In vitro antimicrobial activity against 10 North American and European
Lawsonia intracellularis isolates

Suphot Wattanaphansak?, Randall S. Singer®Y, Connie ]. Gebhart®*

*Department of Veterinary and Bfomedical Sefences. Gollege of Vererinary Medicing, University of Minnesora, 208 Veterinary Stlence Buliding,
1871 Commonwedlth Ave, St Poul, MN 55108, Unlted Srabes
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The objective of this study was to determine the in vitre minimum inhibitory
concentration {MIC) of antimlerobials against 10 isolotes of Lowsonin intracetulards, the
etialogical agant of proliferative enteropathy (PEL Antimicroblals tested included
carbadox, chlortetracycline, lincomycin, damulin. tylosin and valoemulin, The MIC of
each antimlcrobial agalnst L. intraceliirtaris was determined ssing a Hssue culture systern
and was identlfied as the towast concentration that Inhibited 89X of L. intracelluiaris
growth, as comparad to the antimicrobial-free control, Each antimicroblal concentration
was evaluated for both Intraceular and execacellular activicy against L fntraceliviorts, an
chligately intracellutar bacterlum. When rested for inaccllular acHvily, carbadox,
tismulin. and valnerulin wére the most active antimicrobials with MfCs of £0.5 pgiml.
Tylosin (MICs ranging from 0.25 to 32 pg/mi) and chiortetracycline (MICs ranging from
0.125 to 54 pgfm}) showsd intermediate activities and lincomycin (MICS ranging from Bto
>128 pgfmi) showed the least activity. When tested for extracallular aceivity, valnemulin
(MICs ranging from 0.125 to 4 pg/ml) was the most active against most L Introcellularis
isolates. Chlortetracycline (MICs ranging from 16 to 64 pgfmi), tylosin (MICs ranging from
1 10 128 pgfmi} and tlamulin (MICs ranging from 1 to 32 yg/ml) showed inlermediate
acrivities. Uncamyeln (MICs ranging from 32 1o >128 pegfmi) showed the least activity.
Our In vitre results showed that each L fnfrocellulorfs Jsolate had a diffetent antimicrabia)
sensitivity pattern and theso data can be utilized as an in vitro guldeline for the further
antimicrobial evafuation of fleld L intracelfularis Isotates.

© 2008 Elsavier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

{des against L Intracallularis infection, the selection of an
appropriate antimicrobial is difficult. The paucity of
information is due to the fact that skandard antimicrobial

Proliferative enteropathy (PE) Is one of the most
prevalent enteric bacterial diseasas in growor and finisher
pigs. The etlologlcal agent of this disease is an obligate
intracellular, Gram-negative bacterium named Lewsonia
intracelfularis, The treatment of a PE outbregk on a plg farm
often involves antimlerobial charapy. However, sinca little
information Is availabie on {n vitre antimicrabial sensitive

* Corresponding author, Teht +1 633 624 3444 fa%! +1 612 623 5303,
E-mail eddress: gebhadD1®umn.edu {C), Gebhast),

D378-1135(§ - san front matter © 2000 Elsevier B.Y, All rightd reserved.

doki10.1016/)vermic. 2003.08007

assays are not applicable to evatvate the antimicrobial
activities of most Intracellular organisms since these
bactaria only praopagate themselves inside the host cell.
Therefore, most in vitro studies of antimicrobial activities
agalnst obligate intracellular bacterla are undertaken
through a complicated cell culture system (McOrist at al,,
1995b; Gnarpe et al,, 1996; [ves et al., 2000; Horowltz
et al, 2001). Purthermore, fow stralns of L. incraceffularis
have been sugcessfully isolated and maintained invitro. Of
these, only three Europaan jsolates have been tested in
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vitre for antimicroblal suscepribilities using a tissue
culture system (McOrist and Gebhart, 1995; MeOrist
et al,, 1995L),

[t has been a decade ginee these antimicrabial activity
studics of L {ntracellularis have bgen reparted, and no
further In vitre studles have been published to update or
expand upen the Himited data existing for the antiblotic
sensitivity of L intracelfufaris, Therefore, the objective of
this smudy was to determine the in vitre antimicrobial
sensitivities of 10 fsolates of L. intracelularis obtained from
both North Amerjca ard Europe apalnst six antimicroblal
compounds that have baen used for the treatment and
control of PE in pigs.

2, Marerlals and methods
2.1, Source and preparation of antimicrobials

The following antimicrobial agents were purchased as
pure chemicals: carbadox, chlertetracycling hydrochlor-
ide, lncomycin hydrochloride and tylosin tartrate
(sigma=Aldiich, Missourl, United States). Tiamulin hydro-
gen fumarate and valnemulin hydrochloride were sup-
plied as pure chemicals from Novartls Animal Health
(Basal, Switzerland). The stock solutions of all antimicro-
blal compounds werea preparcd to a Anal concentration of
2560 pgfml. Each antimicroblal solutfon was sterilized by
filtration using 0.2 um-pore size Alters. The stock solution
of carbadox was first dissolved with 6. 1N NaOH and then
wag diluted in sterlle distilled de-ionized water. The stock
solutions of the other compounds were dissolved diractly
in sterile distitted de-jonized water and all were kept at
=20 °C until vse, Once the antmicroblals were thawed,
they were used and kept refrigerated for up to 2 days. A
serfes of twe-fold dilutions were made from the stock
solutions, and these were then diluted 1:10 with culture
medium to resultant final concentrations of 0,125, 0.25,
0.5, 1,2,4, 8, 16, 32, 64, and 128 ppg/m). Each concentra-
tion of antimicroblal was tested in triplicate.

2.2. Bacterfal styains and praparation

A tatal of 10 L. {ntracellularls fiald strains collected
tetween 1983 and 2006 from infected plgs from North
America and Purope were testad. Six L Intracellularis
strains vsed were from North America: PHE/MN1-00,
VPB4, KKumnGd4, NWumn05. DBumn06 and 47216-08,
Three L. intracellularis strains used were from the United
Kingdom: LR1B8/5/83, 963/93 and 916/91; and ons L.
intraceffularis strain used was from Denmark: D15540, All
strains were stored at —72 *C unti| pse,

All strains of L intraceifularts ware grown in mutine
fibroblastullke McCoy cells (CRL 1696, Amerfcan Type
Culture Collection, Virginia, United States) and ware
maintained In a cell culture system as described previpusly
{Cuedes and Gebhart, 2003; Wattanaphansak et al,, 2005).

2.3. Antimicrobial sensitiviry testing

A tissue culture systeny was modified from a previous
study (McOrist et al., 1995b) to determine the minimum

inhibitory concentratlon (MIC) of each antfmicrobial
apainst L [ntracellularis. Briefly, the frozen bacteria were
thawed and grown In cell culture for at least 3 continuous
passages to achieve 100X infecilon of the McCoy cell
monolayer. All L intracellularis isolates were tested twice
and each replicare was prepared independently. Each
straln of L. intracelitlaris was harvested from the mono-
layer as described ear)ler (Guedes and Gebhart, 2003;
Wattanaphansak et al., 2005), diluted with 100 mt cultute
medium, and 100 ml of this bacterlal suspenslon was
Inoculated onto one-day-ald McCoy cells in 96-well tissue
culture plates (Nalge Nunc International, New York, United
States).

s this study. the MICs were expressed for bath
intracellular and extracellular activities. Intracallulac
MIC testing was conducted {n order to measure the effect
of antlmicroblals on L intraceliuiaris aiter the bactaria had
Infected the enterocytes. For Intracellular testing, a
previously published assay (McOrist et al,, 1995b} was
used with minor changes to the cell Jine and the bacterial
concentration. Brlefly, 100 ul of bacterlal suspension
containing approximately 10%-107 L intraceliularis organ-
ismsjm], a quantification method described by Guedes and
Gebhart {2003), was inoculated onto one-day-old McGay
¢ells 24 h before exposure to the antimicrobials, This
permitted sufficiont time for L intracetlularis to penetrate
the host cells prlor 1 antimicroblal treatment, After
tncubatlon, the bacterlal suspenslon was removed and
replaced with 100 i of fresh culture medlum containing
various concentrattons of antimicrobialg at 1, 2, and 3 days
post inoculation, fellowed by frash ¢uiture media on day 4
with ne antimicrobial as previously described (McOrist
et al., 19950).

The sxtracollular MIC testing was dasighad to mimic
the effect of antmicrobial on L {ntracellularis when the
bactarium i3 free in the gut tumen before infecting the
intestina) cells, For extracellular testing, we followed a
previously described approach (McOrist et al,, 1995b) with
minor changes. Briefly, a series of two-fold dilutions of
stock antimicroblals were added to colture medium
containing L. intracelivlaris, The suspension was incubated
at 37°C {n B.0% oxygen, 8.8% carbon dioxide, and 832%
nitrogen atmosphere for 2h wichout miXing, allowing
direct exposure of the bacteria to the antimicroblals, Aiver
Incubation, 100l of the bacterial suspension was
transferred to infect one-day-old McCoy cells. The medium
was removed after 24 h incubation and replaced with
100 pl of new culture medium without any antmicrobials
for 3 consecutiva days. Following the media ramoval each
day, the infected plates were exposed to hydrogen gas and
the plates were then kept at 37 °C for 5daysin an incubater
with B.0X exygen, 8.8 carbon dioxide and 83,2% nitrogen
as the etmosphere.

After 5 days incubation, supernatant fram the Infected
plates was removed and the cell culture monotayer way
fixed with 100 pul of told 50X acetons and 50% merhanol
for 1min. To assess the inhlbitery effect of cach
antimicenbial on L. intracetinlaris proliferation, the infected
plates were stalned using 3 modified Immunoperoxidase
monolayer assay stalning method (Guedes et a}, 2002)
with primary antibody from a rabbit hyperimmunized
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with L. intracelliuleris antigen, The L ftracellutaris pro-
liferation was evaluated by counting the number of heavily
infecred cells (HIC) (Mc¢Orist et al., 7995h) in each well
using an inverted microscope (Olympus, Tokyo, Japan)
with a 20x objective lens, Cells wera considered to be
BIC if the number of intracellnlar L. intraceflulariz had
proliferated to greater than 30 bacteria per cell. The
number of HICs In each well was then expressed as a
percentage compared to the average HIC of the control
wells. The jntracellular and extraceliulas MIC endpoints for
each antimicrobial in this study were defined as the lowest
antimicroblal copcentration that {nhibited 99% of L.
intraceligiaris proliferation In the McCoy cells after 5 days
of incubation (McOrist et al, 1555h). These Inbibitdons
were indlcated by the percentage of HIC of each anti-
microblal concentration as compared to the antimicroblal-
free control.

24, Dato analysis

The MIC endpoints uf cach antimicroblal were deter-
mined using the median value from a ser of triplicate wells.
MIC assays were performed in duplicate from lhdepandent
bacterial preparations, and rhe duplicata MIC endpoints
weye expressed Fer cach aptimicrobjal for each lsolate.
When the percentage of HIC of L intracellulars in the
antimicrobial-free control was less than 50%, the MIC tests
for that L intracellularis strain were repeated,

3. Resultd

The intracellular and extracellular MIC valuec for
aptimicroblals used against the 10 L. irtraceliviarss 1so-
lates in the presant study are shown In Table 1. The
concentrations af L. intracelfularfs Ingeula were between
1.2 x 10° and 3.4 x 107 1. Mtracellularis organisms/ml,
and each isolate had a range of less than one log between
the two replicates, For L Intrecellularis isolates from North
America (n = 8}, the Intracellular activity results showed
that carbadox, tiamulin, and valnemulin displayed the
highest actlvity with MiCs from <D.5 pg/ml. Chlortecra-
cycline and tylosin showed moderate activity against L.
fntracellularis with MIC ranges fram 0.125 to 84 ppg/ml and
0.25 to 32 pgfml, respectively. Lincomycin showed the
lowaest activity against most L intracelularis 1solates with
an MIC range from 16 t@ >128 pgfml. The extracellular
activity results showed that only valnemulln had high
activity against L (ntracelluloris with MICs ranging from
0.125 to 4 pgfml, Antibiotics with moderate activitles
against L, fntracellutarts included carbadox with an MIC
range from 4 to 32 pgfml, chlortetracycline with an MiC
range from 32 to 64 pgimi, tHamu)in with an MIC range
from ) to 32 pgfml, and tylosin with an MIC range from 1
to =128 pgfml All L Intracelliloris isolates from North
America had the lowest extracelinlar activity to lincomy-
cin with MICs from >128 pgiml.

MIC results for the European isolates {n=4) were
similar to the North American isolates in that, for the
Intracellular MICs, carbadox, tlamulin, and valnemulin
had the highest activity against L intraceliularis with MICs
of 0.125 pg/ml. Antimicrebials with moderate activities

included chlortetracycline with an MIC range of 0,25~
16 pgfml, lincomycin with an MIC range of 8—64 pr/ml,
and tylosin with an MIC range of 0.5-2 pg/ml. The
extracelular activity results showed chat valnemulin
had the highast activity agalnst L, {ntracetitilaiis; all isolates
had MICs of <0.25 ugfml. The antimicrobjals that had
moderata sctivity were carbadox with an MIC range of 1
4 pugfmli, chlortetracydine with an MIC range of 16-84 p.g/
ml, iamulin with an MIC range of 1-4 pg/ml, and tylosin
with an MIC range of 2-16 pg/inl. The antimicrobial that
showed the least acHvity against L. intraceilularis was
lincomycin with MICs of 32->128 wg/mi.

4. Mscussjon

Although methodologles for determining antimicrobial

sensltivity ofintracellular organisms have been daveloped,
the methods and interpretations of their results have not
been standardized or uniformly accepted. In this study, the
practicality of assessing the In vitro antimicrobls} activity
against L intracelluforis was demonsteated using a tissue
cuiture system, which was modified fromn a previcus study
(McOrist et al., 1995b).

The MIC results in the earlier studjes testing varlous
antimicrobials agalnst L intraceltifars strains used only
threa strains from the Unlted Kingdom. This was due to the
Hmited number of sixains avallable and the difficulty of che
laboratory technigues for maintaining and culturing L
intraceliularls (McOrist and Gebhart, 1995; McOrist et al,,
1995b). One European Isolate (916191 or NCTC 12657) that
was tested in the previous study (McOrist et al., 1995b)
was also yetested for antimicrobial activity In this study,
Unfortunately, Individual MIC endpoints were not shown
for individual Isolates in the previous shrdy. Therefore, a
direct comparison of the MIC endpoints of the current
study to tha earllér scudy it difficult to perform, With the
exception of tylesin and rfamutin {intraceltular MIC), the
MIC results of the tested antimicrobials from the earlier
study (McOrist ec al., 1995b) were always within the range
of a two-fold dilution compared to our results, In those
studles and this current study, the extracellular and
intracellular MICs for L. inemcellutaris wers datermined
in an effort to mimlic L. fatracellularis infections in which
thebactaria would baexposed to antimicroblals before and
after Invasion Into Intestinal cells, The results of the
intracellular and aexeracellular MICs obrained from two
different batches of each L Intrucellularis straln demon-
strated that the assay was reproducible, The median MIC
from the two replicates was always within a two-fold
dilution, determined by assessing whether any dupllcare
was more than a two-fold dilution away from the log2
mean MIC (Table 1).

Currently there are no antimicroblal MIC breakpelints
for intracellular organlsms vsing a tizsue culture systam;
therefore, interpretations of the sensitivity data are
complicated. For varlous reasons, these data should only
be used as a guide to determine which antimicroblals
could be effective In treating L. intracellularis infections in
vivg, Plrst, it is unknown how the in vitro agsay compares
toinvivo L, incracellularis infections, Second, itis unknown
what concentration of each antimicreblal can be attatned
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at the site of L, Intracellutaris infection. This concentration
Is critical in determining whether a specific isolate Is
susceptible or resistant. Pinally, it is unknown whether
the antimlcroblal would have the greatest effece on L.
inrracelltlaris while the bacterla are extraceMular or
intracellular, The deta can be used, however, to pre-
drct the utility of the antiblotlc. If there is no diversity in
activity levels and yet the MIC i3 very low, such as
the observed varlatlon in carbadox Intracallular MIC
values, then this antibiotic might funciion very well, If
there is a lorge range of MICs, such as was observed wich
chlortetracycline intracetiular MIC levels, then some L.
intracellularis fsolates may have less sensltivity to that
antibiotic,

According 1o our results, extracellular MICs wera
higher than ths intracellutar MICs for all antimicroblals,
while the previous report showed that bath of them were
similar (McOrist er al., 1985b), One explanation for this
difference may be the effect of contact (ima with the
antimicrobials, The extraceliular activity assay was
designed to have fess contact time than the (ntracellular
actlvicy aszay (Le,, one day compared to thres consecutive
days). These differing contact times were performed due
to the fact that L intracclhidaris can penetrate the cells
within 24 h(Lawsen et al., 1993 McOrist et al,, 1985a). By
definition, an extracellular MIC is the effect of the
antimicroblal on L. intraceltularis before the bactesla enter
the cells and, therefore, only one day of exposure to the
antimicroblal con be used to detearmine the extracallular
MIC. A fraction ol the L. intracelluleris could have survived
the single extracellujar treatment and subsequently
returned to active phase upon the disappearance of the
antimicroblals. This could suggest that a single-dose
antimicrobial treatment is insufficlent to inhibit the
growth of L Intraceliularis. A potentlal explanation for
the lower intracellular MIC is the accumulatlon of
antimicroblal fnside the cells, making the fntracellular
concentration much higher than the éxtracellular con-
centration, The Increased (ntracelfular concentrations
could enhance tha chemotherapeutic activiry of antl-
microbials agatnst inrracellular bacteria, [n contrast to the
macrolides, B-lactams, anmiinoglycosides and lincemycin
are poorly accumulated intracellularly {Carryn et al,,
2002, 2003). Although this study did not determine the
antimicrobial concentration inslde the cells, the intracel-
lular MIC results seemed to show that most of the
antimicroblals tested can penctrate and bind to inter-
nalized L. intracellularis to exert their chamotherapeutic
action,

Interestingly, one obsarvation from this study was that
the North Amerlcan L. iptracellufaris lsolates tended to
have higher intracellular and extracellular MICs than the
Buropean L. intracellulgris isolates. Additional L, intracel-
lularis isolates from North America and Burope will need
to be tested before drawing any conclusions about
geographle differences and antimicrobial sensitivities
changing over time, This study evaluaced most of the L
intracelluleris Isolates currently avallable globally and
obtained from 2 different continents, Including new
clinical {low passage) andwell-established (high passage)
1, fntracellularls isolates. This was important because

intracellular bacteria maintained under a tissue culcure
system for an extended period of time have the potential
to develop genomic mutations that could Impact thelr
ant!microbial sensitiviries (Drancourt and Raoult, 1993).
Therefore, these results represent the most comprehen-
sive L. intraceliularis MIC study to date. Furthey In vivo
studies should be conducted to confirm the antimicrobial
efficacies,

5. Conclusion

Qur it vitro data greatly expand the antimicrobial MIC
information avaiieble for L. intracellularis, Based on our fn
vitro resules, it is clear that L intracellularis jsolates have a
diversity of antimicrobial sensitivity patterns, Because icis
untikely thar L intraceliularis will be isolated and tested
during a PE outbreak, our data <an serve as an in vitro
fuldeline for the range of antimicrobtal responses of L.
intracellularis. Based on this guideline, we predict carba-
dox. tiamulin and valnemulin to be the most actlve
antimjcrobials, chlortetracycline and tylosin to be Inter-
meadiately active, and lincomycin to be the least active
antimicrobfa) agalnst L intracellularis.
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I, ‘Thedeposit of this culturo docs hat grant ATCC o loense, eitlier express or Iopfied, v infrings the
patent, and our releoro of this deposia (o ofheps does not gvant them a Ncenye, cithor express or implied, o
infringe the potonr.

2, I dis gopasht stould die or bo destroyed duting the effective torm of the patent, it shall ba yaur
rasponslility to replnca i1 with visble muterial, It Is also your respansblilty (o stpply a sufficlent
quimtily for distribution for the deposii 1erm {30 years or S yonrs foitowing tho niust recent request for
the toposit).

Prior 1o the isspanee of o U.S. Patent, the ATCC agrees In consideretlon for o one-timo servics eharge, nit 1o

distrihuta the culturg or any information relnting thoyeto or to iLg deposit excepl as instroctod by the

depositer vr relevani patent office, Aftor o relovant potent isics, nnd o are Instrueted to ralense the
tulture, the deposit will be wade ovatlyble for disiribution to the public without avy restrietions. The ATCC

agrees to matdnin tho depusit for a pering of thicty (30) years from deposit dato, or nt lenst five (8) yoars
nfter the most recont request for n stnplo, whichover is lonper,

Wi will Inform you af requests for the culture.
The deposit was tesiod on Aprll 21, 2004 unet found (o be viable.

Amcrlean Typo Colture Collection
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Mavrie Hm—Eis

ATCE Patent Dopository Datoi Moy 4. 2604

cc; Mary-Ellen Devlin
Rel: Dackel or €ase Noa; 10052 PV antd 107053 PV
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06798- -00008-000 0 DIRNUEVASCR

0 14-02 17:29:49 EDem37q },AStNACIONALH

. 114 PQJSQ’JES‘}‘L%QUE Falios: 20
.
SUPERINTEHDENCIA DE INBUSTRIA ¥ COMERCIC
NIT @ BOOL74089-2
RECIBD OFICIAL DECAJA : 10 - 89,853
FECHA GUTURRE 25 DE 2010
it CONSIBGHACDTICGN $f1n
o PR W)W ms s
CAVELIER ABDBABOS CONSIGHACION  BANCD DE BUGOTA 042754387 156320663 25/40/2010 58,271, 000,60
ter L O N CE P T 0 sisdd

e 1 0 ke i e iy

ERNT. REWTISTICD

£ M005-0{-01 SOLICITUDES

S0N:  DOSCIENTOS DCHEMTA MIL PESCS

I
RESPONSARLE :

§it G.DIGTIRTIVD INSCRIPCION AFECTACI
TTAL ¥

286,000, 00
280,600,00

RECIWO DE CAJR RPLICADO AL EXPEDIENTE Mo,

(DO [S149- 241 ~|~F



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII{IIIIIIIIIII

06798- -00008-0000

Fecha; 2010 1'1-02 17:29:49  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tia. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALI
Act. 444 RESPUESTAREQUE  Folios: 20

- .

SHPERTNTENDERCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

NIT : 30017&089-2

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 10 — 89,958
FECHA ¢ OCTURRE 23 DE 2010

it CONSIGNACTON 1in

CAVELIER ABOGADODS CONSIGNACION  BANCO BE BOGRTA 042734387 146320683 2571072010 98, 271,000.00

My C O N CEP T D et

e ket A e e o e Ll ke ] R i Y i T . T e e e R o ek S

CANT., RENTISTICO CONCERTO TOTAL CORCEPTD
1 50605-01-0% OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD I 75 DTROS SERVCIOS ADHINISTRATIVDS 1,000.00
TOTAL $ 1,000.00

SON:  MIL PESOS

RECIRO DE CAJA APLICADE AL EXFEDIENTE No.

Colo 15149 - B4 - @ ~F

ESTR CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE PABOD S50LO0 FOBRA SER UTILIZADA
COND PARTE DE LA CANCELACION BE UNA TARIFA VIGENTE Y ND FUDRA SER
SUSTITUIRA POR NINBUN RECIEO,
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Facha: 201011 02 -
02 17:29:

. 11 PATENTE vy
Cl. 444 RESPUE

9 Dep 2020 DIR

. NUEVASCR
. Eve: 370 Fagk C
SFAREQUE Fol?o;:; 2%I:NACIC)N.«s;_”
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SUPERTNTERODENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC

HIT @ EO05T7A0H9-2

CERTIFICACION DE EXCEDENTE : 10 — B9 ,977
FECHA : OCTUERE 25 DE 2010

B CONSIGRACTON #it

CAYELIER AROBADGDS CONSIGRACION  BRNCO DE BOGOTA 0&2734387 156320683 25/10/201D 58,271,000.00

ity T 0 N CE P T O frity

EANT.  BENTISTICD EONCERTD TOTAL CONCERTD
1 50005-04-09 OTRDS SERVICIOS DE PROPIEDAD 1 %9 OTRIS SERVCIDS ADMINISTRATIVOS 5,900.00
TOTAL $ 5,000.00
SoN: CIRZA &1L PERLE

REGPONGRBLE ¢

RECIBD Bt CAJA AFLICADS AL EYPEDIENTE Ho.
(Olo (S - g ool -9

£5TA CERTIFICALION DE EXCEDENTE DE PAGG 50L0 PODRA SER UTILTIADA
COKD PARTE DE LA CAKCELACION BE U8 TARIFA VIGENTE Y NO FODRA SER
SHSTETUIDA PGR HINGUN RECIED,




