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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RAD: 14­115927­  ­3
DEP: 2020  DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES 
TRA: 11  PCT­PATENTE DE INVENCION CAPITULOS I Y II 
ACT: 430   REQUERSOLICITA                    

FECHA:  2015­05­16 22:55:46
EVE:  378  FASE NACIONAL INCLUIDO CAPITULO I 
FOLIOS:   13

Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Artículo 45 de 
la Decisión 486 de la Comisión de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados  
Descripción: Radicado No. 14-115927-00000-0000 29/Mayo/2014
Reivindicaciones: Radicado No. 14-115927-00000-0000 29/Mayo/2014
Prioridad: US 61 560 969 17/Noviembre/2011

                                          
2. Análisis de la Prioridad

Se acepta la reivindicación de Prioridad porque esta solicitud fue presentada dentro del 
plazo  establecido  (Art.  9  D  486)  y  su  contenido  técnico  corresponde  con  el  de  la 
prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invención

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del capítulo primero del Título 10 
de la Circular Única para efectos del examen de patentabilidad, se tendrá en cuenta la 
tasa  pagada  por  el  solicitante  al  momento  de  comenzar  el  examen  para  las 
reivindicaciones adicionales; esto es que cuando la solicitud contenga más de diez (10) 
reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, sólo se estudiarán las 
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cubiertas por la tasa pagada. En el presente caso se tiene en cuenta la totalidad del 
capítulo reivindicatorio.

Título de la solicitud: “Composiciones que comprenden un aril  pirazol  y un imidazol 
sustituido, métodos y usos de las mismas”.

El  problema  planteado  en  esta  solicitud  consiste  en  la  necesidad  de  proporcionar 
Formulaciones  sinergísticamente  activa  de  parasiticidas  de  animal   que  exhiban 
eficacia mejorada contra parásitos. 

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona una formulación 
veterinaria para tratar o prevenir una infestación parasítica en un animal, caracterizada 
porque comprende:

(a) Un 1-aril-5-alquilpirazol de la fórmula (IA) o una sal veterinariamente aceptable 
del mismo,

(b) Un compuesto de imidazol sustituido de la fórmula (II) 

(c) Un portador veterinariamente aceptable; y

(d) Opcionalmente un inhibidor de cristalización.

El  objeto  de la presente  Solicitud se relaciona con la  Clasificación Internacional  de 
Patentes (CIP): A61K 31/415, A61K 31/4164, A61K 45/06, A61P 33/14

4. Excepción a la Patentabilidad (Art 20 D 486 literal (d))

El objeto de las reivindicaciones 12, 13, 24 y 25 no es patentable de acuerdo con el Art 
citado.

5. De la Solicitud de Patente 

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

La reivindicación 1 no es concisa, ni se encuentra soportada en la descripción porque 
la descripción no presenta ninguna composición que comprenda un compuesto de la 
fórmula (IA), un compuesto de fórmula (II) y un portador veterinariamente aceptable, la 
descripción solo presenta un ejemplo donde se combina fipronil y 1H-imidazol-2-(2,3-
dihidro-4-metil-1H-inden-1-ilo). Sin embargo, en dicho ejemplo los dos compuestos se 
administran a partir de dos composiciones diferentes. La reivindicación 1 no es concisa 
porque  no  establece  las  opciones  de  portador  veterinariamente  aceptable,  ni  de 
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inhibidor  de  cristalización,  lo  cual  genera  una  innumerable  cantidad  de  posibles 
composiciones, las cuales no cuentan con soporte descriptivo.

La reivindicación 1 no es concisa, ni se encuentra soportada en la descripción porque 
reclama  una  gran  cantidad  de  composiciones  no  soportadas  en  la  descripción,  al 
señalar que la composición comprende un compuesto de fórmula (IA) y un compuesto 
de  fórmula  (II)  los  cuales  son  representados  por  fórmulas  Markush  que  presentan 
varias opciones de radicales. Sin embargo,  la descripción solo presenta un ejemplo 
donde el compuesto de la fórmula (IA) es fipronilo y el compuesto de la fórmula (II) es 
1H-imidazol-2-(2,3-dihidro-4-metil-1H-inden-1-ilo)  y  dichos  compuestos  son 
administrados a partir de composiciones diferentes (tab. 4), o un ensayo en el que se 
combina fipronilo con 1H-imidazol-2-(2,3-dihidro-7-metil-1H-inden-1-ilo). 

Las reivindicaciones 1 y 2 no son claras porque hacen referencia a la tabla 1 de la 
descripción. Se recuerda al solicitante que las reivindicaciones deben ser claras por sí 
mismas, por lo cual no deben hacer referencia a la descripción.

La reivindicación 2 no se encuentra enteramente soportada en la descripción porque la 
descripción no presenta, ni prueba, alguna composición que comprenda un compuesto 
de la fórmula (IB) donde Z sea N, es más, la descripción solo prueba combinaciones 
que  comprenden  fipronil  y  1H-imidazol-2-(2,3-dihidro-4-metil-1H-inden-1-ilo).  Se 
sugiere restringir el capítulo reivindicatorio a la materia efectivamente soportada en la 
descripción.

La  reivindicación  2  no  es  concisa  porque  no  establece  las  opciones  de  portador 
veterinariamente  aceptable,  ni  de  inhibidor  de  cristalización,  lo  cual  genera  una 
innumerable cantidad de posibles composiciones, las cuales no cuentan con soporte 
descriptivo. Adicionalmente, la reivindicación 2 no establece el número de átomos de 
carbono de los radicales alquilo, halo alquilo, alcoxi,haloalquilo, haloalcoxi y el número 
de  miembros  de  los  anillos  arilo  o  heteroarilo.  Se  sugiere  restringir  el  capítulo 
reivindicatorio a la materia efectivamente soportada en la descripción.

Las reivindicaciones 3 y 4 no se encuentran enteramente soportadas en la descripción 
porque la descripción solo presenta un ejemplo donde el compuesto de la fórmula (IA) 
es fipronilo y el compuesto de la fórmula (II) es 1H-imidazol-2-(2,3-dihidro-4-metil-1H-
inden-1-ilo)  y  dichos  compuestos  son  administrados  a  partir  de  composiciones 
diferentes (tab. 4), o un ensayo en el que se combina fipronil con 1H-imidazol-2-(2,3-
dihidro-4-metil-1H-inden-1-ilo).

Las  reivindicaciones  5  –  9  no  se  encuentra  soportada  en  la  descripción  porque  la 
descripción  no  presenta  ninguna  composición  que  comprenda  un  compuesto  de  la 
fórmula  (IA)  o  (IB),  un  compuesto  de  fórmula  (II)  y  un  portador  veterinariamente 
aceptable,  de tal manera que pueda ser reproducida por la persona de nivel  medio 
versada en la materia.

La reivindicación 6 no es concisa porque no establece las opciones de éteres arílicos, 
compuestos de alcoxibenceno, ésteres de ácido carboxílico alifáticos, ésteres de ácido 
carboxílico aromáticos, cetonas alifáticas o cetonas cíclicas incluidas, lo que genera 
una gran cantidad de posibles composiciones no soportadas en la descripción.

La reivindicación 7 no se encuentra soportada en la descripción porque la descripción 
no presenta composiciones que comprendan metoxibenceno, acetato de butilo, acetato 
de bencilo, metil  isobutil  cetona, benzoato de etilo, benzoato de bencilo, acetato de 
octilo o mezclas de los mismos.

La  reivindicación  8  no  es  concisa  porque  señala  que  el  portador  veterinariamente 
aceptable  comprende  un  solvente  aprótico  con  una  constante  dieléctrica  de 
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aproximadamente  2  a  30,  siendo  un  rango  muy  amplio  de  posibles  valores  de 
constante  dieléctrica.  Adicionalmente,  la  descripción  no  presenta  algún  ejemplo  de 
composición que pueda ser tomada como soporte de la materia reclamada y que le 
permita a la persona de nivel medio versada en la materia reproducir la invención.

La reivindicación 9 no cuenta con soporte descriptivo la descripción no presenta algún 
ejemplo de composición que pueda ser tomada como soporte de la materia reclamada 
y  que  le  permita  a  la  persona  de nivel  medio  versada  en  la  materia  reproducir  la 
invención.

Las reivindicaciones 1 y 2 no son concisas porque no establecen las proporciones de 
los componentes de la composición. Se recuerda al solicitante que una composición se 
debe caracterizar por sus componentes y las proporciones de los mismos.

La reivindicación 10 no es concisa porque no establece las proporciones de cada uno 
de  los  componentes  dentro  de  la  composición.  Se recuerda  al  solicitante  que  una 
composición  farmacéutica  se  debe  caracterizar  por  sus  componentes  y  las 
proporciones de los mismos.

La  reivindicación  10  no  es  concisa  porque  no  establece  las  opciones  de  portador 
veterinariamente aceptable e inhibidor de cristalización, lo cual genera una innumerable 
cantidad  de  posibles  composiciones  no  soportadas  en  la  descripción.  Se  sugiere 
establecer claramente las opciones de dichos componentes y no caracterizarlos por su 
función con el  fin de que sea posible determinar claramente el alcance del capítulo 
reivindicatorio.

La reivindicación 11 no se encuentra soportada en la descripción porque la descripción 
no presenta, ni prueba, alguna composición que comprenda fipronilo y el compuesto 
1H-imidazol-2-(2,3-dihidro-7-metil-1H-inden-1-ilo).  Se  sugiere  restringir  el  capítulo 
reivindicatorio a la materia efectivamente soportada en la descripción.

La reivindicación 14 no es clara porque hace referencia a la tabla 2 de la descripción. 
Se recuerda al solicitante que una reivindicación debe ser clara por sí misma, es decir 
no debe hacer referencia a la descripción.

Las reivindicaciones 14 y 15 no son concisas porque no establecen las opciones de 
portador veterinariamente aceptable e inhibidores de cristalización, lo cual no permite 
determinar  con  claridad  el  alcance  de  la  reivindicación.  Se sugiere  caracterizar  los 
componentes por su nombre o estructura y no por su función.

Las reivindicaciones 14 y 15 no son concisas porque no establecen las proporciones de 
cada uno de los componentes de la composición. Se recuerda al solicitante que una 
composición  debe  caracterizarse  por  sus  componentes  y  las  proporciones  de  los 
mismos.

Las reivindicaciones 14 y 15 no se encuentran soportadas en la descripción porque la 
descripción  no  presenta  ninguna  composición  que  comprenda  un  compuesto  de  la 
fórmula (IA) o (IB) y un compuesto de fórmula (III). La descripción solamente presenta 
un ensayo en el que se prueba una combinación de fipronilo y 2-(5,6-dimetil-1,2,3,4-
tetrahidronaftalen-1-il)-1H-imidazol.  Se  sugiere  restringir  la  materia  reclamada  a  la 
efectivamente soportada en la descripción.

La reivindicación 15 no se encuentra enteramente soportada en la descripción porque 
la  descripción  no  presenta,  ni  prueba,  alguna  composición  que  comprenda  un 
compuesto  de  la  fórmula  (IB)  donde  Z  sea  N,  es  más,  la  descripción  solo  prueba 
combinaciones que comprenden fipronilo y 2-(5,6-dimetil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1il)-
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1H-imidazol. Se sugiere restringir el capítulo reivindicatorio a la materia efectivamente 
soportada en la descripción.

La  reivindicación  15  no  es  concisa  porque  no  establece  las  opciones  de  portador 
veterinariamente  aceptable,  ni  de  inhibidor  de  cristalización,  lo  cual  genera  una 
innumerable cantidad de posibles composiciones, las cuales no cuentan con soporte 
descriptivo. Adicionalmente, la reivindicación 15 no establece el número de átomos de 
carbono de los radicales alquilo, halo alquilo, alcoxi, haloalquilo, haloalcoxi y el número 
de  miembros  de  los  anillos  arilo  o  heteroarilo.  Se  sugiere  restringir  el  capítulo 
reivindicatorio a la materia efectivamente soportada en la descripción.

Las  reivindicaciones  16  y  17  no  se  encuentran  enteramente  soportadas  en  la 
descripción porque la descripción solamente presenta un ensayo en el que se prueba 
una combinación de fipronilo y 2-(5,6-dimetil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1il)-1H-imidazol, 
pero no se establece que éstos se encuentre dentro de la misma composición y cuáles 
son sus componentes y proporciones de los mismos, haciendo que la persona de nivel 
medio versada en la materia no pueda reproducir la invención. 

La reivindicación 19 no es concisa porque no establece las opciones de éteres arílicos, 
compuestos de alcoxibenceno, ésteres de ácido carboxílico alifáticos, ésteres de ácido 
carboxílico aromáticos, cetonas alifáticas o cetonas cíclicas incluidas, lo que genera 
una gran cantidad de posibles composiciones no soportadas en la descripción.

La reivindicación 20 no se encuentra soportada en la descripción porque la descripción 
no presenta composiciones que comprendan metoxibenceno, acetato de butilo, acetato 
de bencilo, metil  isobutil  cetona, benzoato de etilo, benzoato de bencilo, acetato de 
octilo o mezclas de los mismos.

La reivindicación  21 no  es  concisa porque  señala que el  portador  veterinariamente 
aceptable  comprende  un  solvente  aprótico  con  una  constante  dieléctrica  de 
aproximadamente  2  a  30,  siendo  un  rango  muy  amplio  de  posibles  valores  de 
constante  dieléctrica.  Adicionalmente,  la  descripción  no  presenta  algún  ejemplo  de 
composición que pueda ser tomada como soporte de la materia reclamada y que le 
permita a la persona de nivel medio versada en la materia reproducir la invención.

La reivindicación 23 no es concisa porque no establece las proporciones de cada uno 
de los componentes. Adicionalmente, la reivindicación no establece las opciones de 
portador  veterinariamente  aceptable  e  inhibidores  de  cristalización.  Se  recuerda  al 
solicitante que una composición debe ser caracterizada por sus componentes y las 
proporciones  de  los  mismos,  caracterizando  los  componentes  por  su  nombre  o 
estructura y no por su función.  

Descripción (Art 28  D 486)

La descripción no divulga la invención de manera suficientemente completa para que el 
la  persona  del  oficio  normalmente  versada  en  la  materia  pueda  ejecutarla  porque 
reclama  una  gran  cantidad  de  posibles  composiciones,  pero  no  presenta  ningún 
ejemplo de composición, de tal manera que la persona versada en la materia pueda 
reproducir la invención reclamada sin necesidad de experimentación para determinar 
las proporciones de los componentes activo y de los componentes adicionales tal como 
el portador veterinariamente aceptable y los inhibidores de cristalización.

Las reivindicaciones 8, 9, 21 y 22 no son claras porque el término “aproximadamente” 
es impreciso, por lo cual no permite distinguir la invención del estado de la técnica.  Se 
sugiere sustituirlo por un término preciso o un rango concreto.

6.  Determinación del Estado de la Técnica
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El  estado  de la  técnica  se  determinó  con base  en la  fecha  de presentación  de  la 
solicitud  de  Prioridad:  Noviembre  17  de  2011  y  se  encontraron  los  siguientes 
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

Ítem Documento Título Fecha de Publicación

D1

Veterinary 
Parasitology 

179 (2011) 302–
310

The combined mode of action of 
fipronil and amitraz on the motility 

of
Rhipicephalus sanguineus

15/Julio/2011

D2 US2005143418 Pesticidal heterocycles 30/Junio/2005

D1 divulga que el fipronil forma combinaciones sinérgicas con compuestos insecticidas 
como el amitraz (Resumen, todo el documento).

D2http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?
CC=US&NR=2005143418A1&KC=A1&FT=D&ND=3&date=20050630&DB=worldwide.e
spacenet.com&locale=en_EP 
Divulga compuestos derivados de imidazol sustituido, los cuales presentan actividad 
insecticida (Tab. 3, pág. 33; resumen; reivs. 19 – 30). El documento D2 reclama las 
composiciones  que  comprenden  los  compuestos  insecticidas  derivados  de  imidazol 
solos y en combinación con un segundo agente activo (Reivs. 7 – 9 y 13 – 17). 

7. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)

Nivel Inventivo (Art18 D486)

Las  reivindicaciones  1  y  2  consisten  en  una  formulación  veterinaria  para  tratar  o 
prevenir una infestación parasítica en un animal, caracterizada porque comprende:

(a) Un  1-aril-5-alquilpirazol  de  la  fórmula  (IA)  o  una  sal  veterinariamente 
aceptable del mismo,

O

Un  1-aril-5-alquil  o  5-haloalquilpirazol  de  la  formula  (IB)  o  una  sal 
veterinariamente aceptable del mismo
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(b) Un compuesto de imidazol sustituido de la fórmula (II) 

(c) Un portador veterinariamente aceptable; y

(d)Opcionalmente un inhibidor de cristalización. 

Comparación de las características técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Características esenciales D1 D2
Una formulación veterinaria  para 
tratar  o  prevenir  una  infestación 
parasítica  en  un  animal, 
caracterizada porque comprende:

La  combinación  de  fipronil 
con  amitraz  causa  una 
significativa  reducción  en  la 
movilidad,  sugiriendo 
mortalidad de las garrapatas, 
en comparación con fipronil o 
amitraz  solo.  Estos 
resultados  demuestran  una 
sinergia  resultante  de  la 
combinación de fipronil  más 
amitraz (Resumen)

Divulga compuestos de la fórmula

(Pág. 19 tab.1)

(Pág. 23 Tab. 1)

(a) Un 1-aril-5-alquilpirazol de 
la fórmula (IA)  o una sal 
veterinariamente 
aceptable del mismo,

o
Un 1-aril-5-alquil o 5-
haloalquilpirazol de la 
formula (IB) o una sal 

veterinariamente 
aceptable del mismo

(b) Un  compuesto  de 
imidazol  sustituido  de  la 
fórmula (II)
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Características esenciales D1 D2

Los  cuales  presentan  actividad  como 
insecticidas  (Tab.  3,  pág.  33;  resumen; 
reivs. 19 – 30) 

Y las composiciones que los comprenden 
junto con un vehículo farmacéuticamente 
aceptable opcionalmente en combinación 
con un segundo compuesto (Reivs. 7 – 9 
y 13 – 17; Párr. [0011])

(c) Un  portador 
veterinariamente aceptable

Los documentos D1 y D2 se consideran el estado de la técnica cercano a la invención 
definida en las reivindicaciones 1 y 2 porque:

El  documento  D1  divulga  que  el  fipronil  forma  combinaciones  sinérgicas  con 
compuestos insecticidas como el amitraz (Resumen, todo el documento). 

La diferencia entre la invención, definida en la reivindicación 1 o en la reivindicación 2 y 
la información divulgada en el  documento D1 consiste en que el  documento D1 no 
divulga composiciones que comprendan un compuesto de la fórmula (IA) o (IB) como el 
fipronil y un compuesto de fórmula (II).



       Expediente 14-115927-  -3                                             1er Art 45.      

No se encuentra un efecto superior o ventaja de las composiciones reclamadas frente a 
las del  estado  de la  técnica  porque  los ensayos presentados  en la  descripción  no 
permiten determinar que se presenta un efecto sinérgico tras la combinación de fipronil 
y  el  compuesto  1H-imidazol-2-(2,3-dihidro-7-metil-1H-inden-1-ilo),  porque  no  se 
presentan  resultados  del  tratamiento  solo  con  1H-imidazol-2-(2,3-dihidro-7-metil-1H-
inden-1-ilo).

Por  lo  tanto,  el  problema  técnico  objetivo  que  pretende  resolver  esta  invención  se 
puede formular así: “cómo modificar las composiciones divulgadas en el documento D1 
para obtener una composición insecticida alternativa”.

Sin embargo,  el documento D2 divulga compuestos derivados de imidazol sustituido, 
los cuales presentan actividad insecticida (Tab. 3, pág. 33; resumen; reivs. 19 – 30). El 
documento  D2  reclama  las  composiciones  que  comprenden  los  compuestos 
insecticidas  derivados  de imidazol  solos  y  en  combinación  con un segundo  agente 
activo (Reivs. 7 – 9 y 13 – 17).

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, interesada 
en obtener una composición alternativa a la divulgada en el documento D1, se vería 
motivada por la información divulgada en el documento D2 a obtener una composición 
que comprenda los compuestos allí  divulgados en combinación con fipronilo,  con la 
expectativa razonable de obtener una combinación que presentara mejores resultados 
que los obtenidos con los compuesto usados de forma individual, debido a la suma de 
sus efectos. Por lo cual el objeto de las reivindicaciones 1 y 2 se considera obvio.

Conclusión:
Las reivindicaciones 1 y  2  cumplen con el  requisito  de novedad  (Art.  16),  pero  no 
cumplen con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

Las reivindicaciones 14 y 15 consisten en  una formulación veterinaria  para  tratar  o 
prevenir una infestación parasítica en un animal, caracterizada porque comprende:

(a) Un 1-aril-5-alquilpirazol de la fórmula (IA) o una sal veterinariamente aceptable 
del mismo,

o 

Un  1-aril-5-alquil  o  5-haloalquilpirazol  de  la  formula  (IB)  o  una  sal 
veterinariamente aceptable del mismo
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(b)Un compuesto de imidazol sustituido de la fórmula (III) 

(c) Un portador veterinariamente aceptable; y

(d)Opcionalmente un inhibidor de cristalización. 

Comparación de las características técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Características esenciales D1 D2
Una formulación veterinaria  para 
tratar  o  prevenir  una  infestación 
parasítica  en  un  animal, 
caracterizada porque comprende:

La  combinación  de  fipronil 
con  amitraz  causa  una 
significativa  reducción  en  la 
movilidad,  sugiriendo 
mortalidad de las garrapatas, 
en comparación con fipronil o 
amitraz  solo.  Estos 
resultados  demuestran  una 
sinergia  resultante  de  la 
combinación de fipronil  más 
amitraz (Resumen)

Divulga compuestos de la fórmula

Donde R4  y  R5  son  tomados  juntos  y 
forman  un  anillo  fusionado 
­C(R11)=C(R12)C(R13)=C(R14)-  donde  R11 
a  R14  son  seleccionados 
independientemente  de  H.  halógeno  y 
metilo.
X:CH2-CH-R17

R17 es H o alquilo
 
Los  cuales  presentan  actividad  como 
insecticidas  (Tab.  3,  pág.  33;  resumen; 
reivs. 19 – 30) 
Y las composiciones que los comprenden 
(Reivs. 7 – 9 y 13 - 17).
 

Los  cuales  presentan  actividad  como 
insecticidas  (Tab.  3,  pág.  33;  resumen; 
reivs. 19 – 30) 
Y las composiciones que los comprenden 
junto con un vehículo farmacéuticamente 
aceptable opcionalmente en combinación 
con un segundo compuesto (Reivs. 7 – 9 
y 13 – 17; Párr. [0011]).

(a) Un 1-aril-5-alquilpirazol de 
la fórmula (IA)  o una sal 
veterinariamente 
aceptable del mismo,

o

Un  1-aril-5-alquil  o  5-
haloalquilpirazol  de  la 
formula  (IB)  o  una  sal 
veterinariamente 
aceptable del mismo



       Expediente 14-115927-  -3                                             1er Art 45.      

Características esenciales D1 D2

(b)Un  compuesto  de 
imidazol  sustituido  de  la 
fórmula (III)

(c) Un  portador 
veterinariamente aceptable

Los documentos D1 y D2 se consideran el estado de la técnica cercano a la invención 
definida en las reivindicaciones 14 y 15 porque:

El  documento  D1  divulga  que  el  fipronil  forma  combinaciones  sinérgicas  con 
compuestos insecticidas como el amitraz (Resumen, todo el documento). 

La  diferencia  entre  la  invención,  definida  en  las  reivindicaciones  14  y  15  y  la 
información divulgada en el documento D1 consiste en que el documento D1 no divulga 
composiciones que comprendan un compuesto de la fórmula (IA) o (IB) como el fipronil 
y un compuesto de fórmula (III).

No se encuentra un efecto superior o ventaja de las composiciones reclamadas frente a 
las del  estado  de la  técnica  porque  los ensayos presentados  en la  descripción  no 
permiten determinar que se presenta un efecto sinérgico tras la combinación de fipronil 
y el compuesto 2-(5,6-dimetil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)-1H-imidazol, porque no se 
presentan resultados del tratamiento solo con 2-(5,6-dimetil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-
1-il)-1H-imidazol.

Por  lo  tanto,  el  problema  técnico  objetivo  que  pretende  resolver  esta  invención  se 
puede formular así: “cómo modificar las composiciones divulgadas en el documento D1 
para obtener una composición insecticida alternativa”.

Sin embargo,  el documento D2 divulga compuestos derivados de imidazol sustituido, 
los cuales presentan actividad insecticida (Tab. 3, pág. 33; resumen; reivs. 19 – 30). El 
documento  D2  reclama  las  composiciones  que  comprenden  los  compuestos 
insecticidas  derivados  de imidazol  solos  y  en  combinación  con un segundo  agente 
activo y un vehículo insecticidamente compatible (Reivs. 7 – 9 y 13 – 17, Párr. [0011]).

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, interesada 
en obtener una composición alternativa a la divulgada en el documento D1, se vería 
motivada por la información divulgada en el documento D2 a obtener una composición 
que comprenda los compuestos derivados de imidazol allí divulgados en combinación 
con fipronilo, con la expectativa razonable de obtener una combinación que presentara 
mejores resultados que los obtenidos con los compuesto usados de forma individual, 
debido a la suma de sus efectos. Por lo cual el objeto de la reivindicaciones 14 y 15 se 
considera obvio.

Conclusión:
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Las reivindicaciones 14 y 15 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumple 
con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

8. Conclusión

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud están afectados así:

Ítem Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta

D1
Veterinary 

Parasitology 179 
(2011) 302–310

1 – 11,14-23 Nivel Inventivo

D2 US2005143418 1 – 11,14-23 Nivel Inventivo



En cumplimiento  del  artículo  45  de  la  Decisión  486  de  la  Comisión  de  la  Comunidad 
Andina,  se  le  indica  que  debe  dar  respuesta  dentro  del  término  de  sesenta  (60)  días 
contados a partir del día siguiente de la fecha de notificación de la presente comunicación. 
En caso de no dar  respuesta  al  presente  requerimiento,  o  si  a  pesar  de  la  respuesta 
subsistieran los impedimentos para la concesión, se denegará la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si así lo considera, su renuncia al término faltante de 
sesenta (60) días  para dar respuesta a este requerimiento y presentarla por escrito.

Finalmente, se le recuerda al solicitante que si como respuesta a este requerimiento llegara 
a modificar el capítulo reivindicatorio y éste contenga más de diez (10) reivindicaciones, no 
pagará  la  tasa  de  modificación  voluntaria  pero  sí  la  correspondiente  al  pago  por 
reivindicación adicional.

Notifíquese el  presente oficio  conforme a lo dispuesto en el  numeral  5.2,  literal  e),  del 
capítulo quinto del título primero de la Circular Única No. 10 de 2001. 

El anterior requerimiento fue notificado por fijación en lista, de fecha  2015-05-19

Elaboró: Juanita Catalina Rico Valbuena
Revisó: Gloria Jacqueline Alfonso Rozo
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  motility  of adult  Rhipicephalus  sanguineus  was  evaluated  subsequent  to  treatments
of amitraz,  fipronil  and  the  combination  of fipronil  plus  amitraz  against  a vehicle  control
in  a Petri  dish  assay  using  the  LemnaTec  Scanalyzer  Imaging  System.  The  assay  was  run
using a fixed  dilution  of  amitraz  (0.32  �g/cm2);  serial  dilutions  of fipronil  (1.3, 0.33,  0.08,
0.02,  or  0.005  �g/cm2);  and  the  same  serial  dilutions  of  fipronil  in  combination  with  the
fixed  dilution  of  amitraz.  Measurement  of  motility  was  made  of  unstimulated  ticks  and
then after  stimulation  at  1, 4,  18–22,  and  24  h post  exposure  (hpe)  of  the  Petri  dishes.  For
the unstimulated  ticks,  there  was  no  difference  in  motility  between  the  amitraz  treatment
group  and  the  fipronil  plus  amitraz  treatment  group  at the early  time  points.  However,  these
two  treatment  groups  had  significantly  higher  motility  than  the  solvent  control  and fipronil
treatment  groups.  The  unstimulated  ticks  in  the  amitraz  treatment  group  had  significantly
higher  motility  than  the  fipronil  plus  amitraz  treatment  group  at the  later  time  points.
Measurements  after  stimulation  demonstrated  there  was  no  difference  in  motility  between
the amitraz  treatment  group  and  the  fipronil  plus  amitraz  treatment  group  at  the  early
time  points.  By  18 hpe,  the  fipronil  plus  amitraz  treatment  group  had  significantly  lower
motility  than  all  other  treatment  groups  and  at 21–22  and  24  hpe  the  other  treatment
groups  did  not  differ  from  the  control  group.  The  action  could  be divided  in two  phases  in  the
combination  experiment:  phase  1:  an early  increase  in  motility  due  to  amitraz  is  identified
in both  amitraz  alone  or fipronil  plus  amitraz  groups;  phase  2:  the  combination  of  fipronil
plus  amitraz  caused  a significantly  greater  reduction  in motility,  suggesting  mortality  of
the ticks,  compared  to  fipronil  or amitraz  alone.  These  results  demonstrate  a synergism
resulting  from  the  combination  of  fipronil  plus  amitraz.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Fipronil and amitraz (Fig. 1) have a long history of use
in dogs. As active pharmaceutical ingredients, fipronil
and amitraz each target specific receptor types in fleas
and/or ticks, modulating these to achieve the efficacy

∗ Corresponding author. Tel.: +1 5736425977; fax: +1 5736420356.
E-mail address: Joseph.Prullage@merial.com (J.B. Prullage).

of the product. Although there is also some activity on
mammalian receptors, the specificity to parasite receptors
allows for a margin of safety for dogs receiving treatment
with these agents.

1.1. Fipronil binding to invertebrate GABA- and
glutamate-gated chloride channels

Fipronil binds to an agonist-bound form of the gamma-
aminobutyric acid (GABA) receptors in the cell membranes

0304-4017/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vetpar.2011.03.041
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Fig. 1. Chemical structures of fipronil and amitraz.

of invertebrate neurons, functionally stabilizing the closed
form of the channel and blocking the GABA-mediated
inhibitory action that results from the inward movement of
chloride ions across these membranes (illustrated in Fig. 2)
(Zhang and Jackson, 1993). Additionally, fipronil and its
metabolite fipronil sulfone block two types of glutamate-
activated chloride channels in insects (Zhao et al., 2005).
These receptors are found in invertebrates, but not in ver-
tebrates (Raymond and Sattelle, 2002; Zheng et al., 2003;
Zhao et al., 2005). The decrease in inhibitory modulation of
neuronal action potentials results in seizures and seizure-
like behaviors, and death in target parasitic species (Aidley,
1996).

1.2. Amitraz acts at the tick octopamine receptor

The probable mode of action of amitraz as an acaricide
results from agonism of octopamine receptors of ectopara-
sites. The function of octopamine in invertebrates is similar
to that of the adrenergic system in vertebrates (Roeder,
1999). Octopamine is widely distributed in insect tissues,

and mediates its actions through three receptor classes
(Evans and Maqueira, 2005). These classes are designated
�-adrenergic-like, �-adrenergic-like, and octopaminer-
gic/tyraminergic receptors. Octopamine receptors are
coupled to G-proteins that are linked to adenylate cyclase
(Nathanson, 1985; Roeder, 1995). In insects, octopamine
functions as: (1) a neurotransmitter, controlling endocrine
gland activity; (2) a neurohormone, inducing mobilization
of lipids and carbohydrates; (3) a peripheral neuromod-
ulator, acting on muscles, the fat body, corpora cardiaca
and corpora allata; and (4) a central neuromodulator influ-
encing motor patterns, habituation and memory (Evans,
1981; Hirashima and Huang, 2008). The overstimulation
of octopamine synapses in the CNS results in tremors
and convulsions in juvenile and adult arthropods. At
sublethal levels these compounds influence egg-laying,
feeding activity and raise the excitatory state of the arthro-
pod (Orr et al., 1990). The effects of amitraz on octopamine
receptors of arthropods are illustrated (Fig. 3).

Booth (1989) characterized the effects of octopaminer-
gic and adrenergic drugs on oviposition in Rhipicephalus
microplus (formerly Boophilus microplus).  Octopamine
and amitraz inhibited oviposition in this tick as did
the �-adrenergic agonists clonidine and naphazoline. �-
Adrenergic agonists and antagonists, histamine receptor
agonists, dopamine and serotonin had no effect. Curiously,
synerphine and apomorphine, which activate octopamine
receptors in insects, had no effect on oviposition. The lack of
synerphine and apomorphine effects on oviposition could
be explained by the differences in the known tick and
insect octopamine receptors. Taken together, these results
strongly suggest that the effects of amitraz on ticks result
from octopamine receptor activation.

Baxter and Barker (1999) identified a gene for a puta-
tive octopamine receptor in an Australian strain of the tick
R. microplus that showed 60–70% sequence homology with
known insect octopamine receptors. The latter gene was
subsequently compared between known amitraz resistant
and susceptible strains of R. microplus in the Americas, and
amino acid substitutions were consistently identified at
two loci in the resistant strains (Chen et al., 2007). At this
time the study by Chen et al. (2007) provides the primary
evidence that amitraz is acting on octopamine receptors in
ticks.

Because fipronil and amitraz bind at different receptor
sites it was  expected that these multiple sites of action
would provide increased activity against the tick in com-

Fig. 2. Functional consequences of fipronil binding to invertebrate GABA or glutamate receptors.
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Fig. 3. Functional consequences of amitraz binding to the tick octopamine receptor.
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Fig. 4. Plate for holding the 4 Petri dishes for evaluation using the LemnaTec Scanalyzer system.

parison with one agent alone. Fipronil and amitraz are
formulated in a novel combination, CERTIFECTTM (Merial
Limited, GA, USA), that provides a robust tick treatment,
both in terms of speed of kill and duration of effect (Baker
et al., 2011; Hunter et al., 2011). The objective of this study
was to investigate the effect of the combination of the two
acaricidal molecules of the combination on the motility and
mortality of ticks over time and to investigate a potential
mode of action for the synergistic effect.

2. Materials and methods

2.1. Experimental procedure

The LemnaTec Scanalyzer system is designed to capture
digital images of a subject and quantify aspects of those
images. In this application the system was set up to capture
multiple images of a plate holding four Petri dishes and
compare those images to quantify movement within the
dishes.

A plate holding the four Petri dishes was custom made
to standardize the position of the dishes on a lightbox
(Fig. 4). Dish A1 was treated with ethanol as a solvent
control. Dish A2 was treated with amitraz at a constant
rate of 0.32 �g/cm2 for all assays. Dish B1 was a combi-
nation of fipronil and amitraz. The amitraz was applied at
0.32 �g/cm2 and fipronil was serially diluted to make solu-
tions to be applied at five doses of 1.3, 0.33, 0.08, 0.02, or
0.005 �g/cm2. Dish B2 was treated with fipronil at the same
dose as used to treat Dish B1. This resulted in 5 plates being
evaluated at each time point with 1 of the 5 fipronil doses
applied to Dishes B1 and B2 in each of the 5 plates.

A stock 10,000 ppm solution of fipronil (analytical
standard, CAS No. 120068-37-3, Sigma–Aldrich, Inc.)
and amitraz (analytical standard, CAS No. 33089-61-1,
Sigma–Aldrich, Inc.) were formulated in ethanol (absolute,
200 proof ≥99.5% A.C.S. reagent, CAS No. 64-17-5, VWR) at
a rate of 100 �L/mg of compound. A volume of 10 �L each
from the fipronil and amitraz stock solutions was pipetted
each into 3990 �L of ethanol to make a 25 ppm solution
with a total volume of 4 mL.

For Dish A1, the top and bottom portions of the Petri
dishes were treated with 625 �L of ethanol each (all Petri
dishes were 35 mm  in diameter). For Dish A2, the top
and bottom portions of the Petri dishes were treated with
125 �L of the 25 ppm amitraz solution each. For Dish B1,

the top and bottom portions of the Petri dishes were treated
with 500 �L of the 25 ppm solution of fipronil each (serially
diluted for each Plate 1–5) and separately with 125 �L of
the 25 ppm solution of amitraz. For Dish B2, the top and bot-
tom portions of the Petri dishes were treated with 500 �L
of the 25 ppm solution of fipronil each (serially diluted for
each Plate 1–5). The Petri dishes were carefully tilted to
distribute the ethanol or solution over their surfaces.

The Petri dishes were left open under a fan and allowed
to dry for 1 h. After drying, 10 adult Rhipicephalus san-
guineus (supplied by Ecto Services, Inc., Henderson, NC)
were put in the dishes. Each dish was secured by wrapping
parafilm around the edge with air holes punched into the
parafilm for air exchange. The ticks were left undisturbed
for 1 h post-exposure (hpe) before the initial evaluation
in the LemnaTec Scanalyzer system. Between evaluations
ticks were maintained at approximately 21 ◦C and 60% RH.

After the initial hour each Plate, 1–5, was sequentially
placed into the Scanalyzer for evaluation. The camera cap-
tured ten images 10 ms apart for each Petri dish. Image
processing software calculated the change in movement of
ticks between each image. The value generated is equal to
the raw movement in each Petri dish during the image time.
The ticks in each individual Petri dish were then stimulated
to move by breathing/exhaling into the plate. After stimu-
lation, the plates were placed back into the Scanalyzer for
another evaluation to determine if the treatment affected
the tick’s ability to move. Image capture was  repeated as in
the pre-stimulated evaluation.

Further evaluations were performed for a total of 4
time points post-exposure to the treatments. Six inde-
pendent trials were conducted. The 1 hpe evaluation was
performed in all 6 trials. A 4 hpe evaluation was  added in
Trials 4 through 6 to further characterize the early changes
in motility caused by the treatments. The third evalua-
tion was performed at 18 hpe in Trials 1 through 3 and
at 21–22 hpe in Trials 4 through 6 for logistical reasons.
A 24 hpe evaluation was  performed in all six trials.

2.2. Data analysis

Two statistical evaluations were performed. The first
compared the treatment effects, while the second exam-
ined the effect of the doses. Both evaluations were
conducted separately within each time point and for
unstimulated and stimulated ticks.
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For each pairwise comparison of treatments in the first
evaluation, both the comparison of the main treatment
effects as well as the interaction between the two treat-
ments and the fipronil doses were made. When there was
no evidence of interaction between the treatments and the
doses, the comparisons of the main effects provided a com-
plete summary of the difference between the treatments.
When there was evidence of treatment-by-dose interac-
tion, this generally meant one of two things, depending
upon whether or not the main effect was statistically sig-
nificant. If the main effect was statistically significant, then
either Treatment A was significantly greater than Treat-
ment B for every dose, but at different significance levels,
or Treatment A was significantly greater than Treatment B
at some of the doses, and the two treatments were not sig-
nificantly different for the rest. In either case, Treatment
A was significantly greater than Treatment B at multiple
doses. For the case where the main effect was not statisti-
cally significant, Treatment A was significantly greater than
Treatment B for some doses, while Treatment B was  signif-
icantly greater than Treatment A for other doses. For the
purposes of this analysis, this situation will be interpreted
as if there was no evidence of difference between the two
treatments.

To determine whether the two fipronil treatments had
a dose effect in the second evaluation, the global statistic
was used that tested the null hypothesis that all the doses
had equal means within a treatment versus the alternative
hypothesis that at least two dose means differed. Note that
the analysis stopped at this level, and no separation of doses
within a treatment was undertaken.

The natural logarithm plus 1 of the unstimulated and
stimulated tick assay results (raw movement value calcu-
lated by Image processing software) was analyzed within
each measurement time using a general linear mixed
model. For each measurement time, the Mixed procedure
in SAS Version 9.1.3 was  used with treatment, fipronil dose,
and its interaction as the fixed effects, and trial and the
fipronil dose-by-trial interaction as the random effects. The
analysis of the logarithm of the assay responses meant that
summaries used the geometric mean. The model and sub-
sequent analysis evaluated each treatment group at each
fipronil dose at each measurement time.

All statistical hypotheses were tested at the (two-sided)
 ̨ = 0.05 significance level.

3. Results

Normally adult R. sanguineus will rest unless there is
a source of stimulation, such as movement or CO2. The
fipronil treated ticks and the ethanol solvent control ticks
displayed this behavior which was captured as a low
motility value by the imaging system in the unstimulated
evaluations.

For the unstimulated ticks, at 1 and 4 hpe there was
no difference in motility when compared over all fipronil
doses between the amitraz treatment group and the
fipronil plus amitraz treatment group. However, these two
treatment groups had a significantly higher motility than
the solvent control and fipronil treatment groups. At 18,
21–22, and 24 hpe the amitraz treatment group had signifi-

Table 1
Analysis of treatment effects by hour for unstimulated ticks in the Lem-
naTec Scanalyzer assay.a,b

Hours post
exposure

Treatment group Geometric
mean

Pairwise
comparisonsc

1 Control 1760 A
1 Amitraz 18,900 B
1 Fipronil + amitraz 27,800 B
1 Fipronil 2170 A
4 Control 258 A
4 Amitraz 26,300 B
4 Fipronil + amitraz 32,300 B
4 Fipronil 1600 A

18 Control 104 A
18 Amitraz 35,100 B
18 Fipronil + amitraz 3300 C
18 Fipronil 459 A–C
21–22 Control 179 A
21–22 Amitraz 27,700 B
21–22 Fipronil + amitraz 1620 C
21–22 Fipronil 767 A–C
24 Control 518 A
24 Amitraz 31,200 B
24 Fipronil + amitraz 1090 A
24 Fipronil 1720 A

a The logarithm of the motility (measurements + 1) was analyzed as a
general linear mixed model at each time point using the Mixed procedure
in  SAS Version 9.1.3. The factors dose, treatment, and their interaction
were the fixed effects, and trial and the trial-by-dose interaction were the
random effects.

b Within each time point, the overall treatment effects were compared
on  a pairwise basis taking into account both main treatment effect as well
as  the treatment-by-dose interactions.

c Treatments sharing same letter are not significantly different at the
˛ = 0.05 level.

Fig. 5. Geometric means of motility assay calculated over all doses for
unstimulated ticks through time.

cantly higher motility than the fipronil plus amitraz group.
Solvent controls and the fipronil treatment groups were
in a state of rest with low motility values at the 18 and
21–22 hpe evaluation. At 24 hpe, there was  no difference
between solvent control, fipronil, and fipronil plus amitraz
treatments (Table 1 and Fig. 5).
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Table 2
Analysis of treatment effects by hour for stimulated ticks in the LemnaTec
Scanalyzer assay.a,b

Hours post
exposure

Treatment group Geometric
mean

Pairwise
comparisonsc

1 Control 43,300 A
1 Amitraz 56,900 B
1 Fipronil + amitraz 59,400 B
1 Fipronil 51,000 A, B
4  Control 30,600 A, B
4  Amitraz 44,300 C
4  Fipronil + amitraz 38,500 A, C
4 Fipronil 29,000 B

18 Control 30,400 A, B
18  Amitraz 33,200 A
18 Fipronil + amitraz 3700 C
18 Fipronil 17,400 B
21–22 Control 25,000 A
21–22 Amitraz 30,300 A
21–22 Fipronil + amitraz 1990 B
21–22 Fipronil 21,200 A
24 Control 27,600 A, B
24 Amitraz 34,300 A
24  Fipronil + amitraz 598 C
24 Fipronil 19,700 B

a The logarithm of the motility (measurements + 1) was analyzed as a
general linear mixed model at each time point using the Mixed procedure
in  SAS Version 9.1.3. The factors dose, treatment, and their interaction
were the fixed effects, and trial and the trial-by-dose interaction were the
random effects.

b Within each time point, the overall treatment effects were compared
on  a pairwise basis taking into account both main treatment effect as well
as  the treatment-by-dose interactions.

c Treatments sharing same letter are not significantly different at the
˛  = 0.05 level.

For stimulated ticks, at 1 and 4 hpe there was  no dif-
ference in motility when compared over all fipronil doses
between the amitraz treatment group and the fipronil plus
amitraz treatment group. At 18, 21–22, and 24 hpe, the
fipronil plus amitraz treatment group had significantly
lower motility than all other treatment groups and the
other treatment groups did not differ from the control
group (Table 2 and Fig. 6).

The analysis of the fipronil dose for the fipronil and
fipronil plus amitraz treatments for unstimulated ticks
demonstrated there was a significant difference in motility
between doses for the fipronil plus amitraz treatment at
every measurement time. However, for the fipronil alone
treatment there was no evidence that means of motility
measurements changed over the doses (Table 3).

From the analysis of the effect of the fipronil dose for
stimulated ticks the fipronil treatment group had signifi-
cantly different mean motility between at least 2 doses at
18 and 24 h. The fipronil plus amitraz treatment group had
significantly different mean motility between doses at 4,
18, 21–22, and 24 h (Table 4). Fig. 7a through e illustrates
the effect of the fipronil plus amitraz combination over
time. At 18 and 21–22 hpe, doses as low as 0.08 �g/cm2

of fipronil in the fipronil plus amitraz combination showed
reductions in motility. The ticks in the fipronil only treat-
ment group were not affected in this manner. For the 18,
21–22, and 24 hpe evaluations, only the highest dose of
fipronil (1.3 �g/cm2) had consistently low motility val-
ues after stimulation (Fig. 7c–e). This greater reduction in

Fig. 6. Geometric means of motility assay calculated over all doses for
stimulated ticks through time.

motility for fipronil plus amitraz was  also measured at the
24 hpe time point down to the 0.02 �g/cm2 dose of fipronil
tested (Fig. 7e).

4. Discussion

Dawkins and Gladney (1978) reported that amitraz
caused detachment and hyperactivity in various species of
ticks. The present study demonstrated that amitraz does
cause increased motility in R. sanguineus similar to that pre-
viously reported and seen in insects exposed to amitraz. In
the present study the significantly greater motility of ticks
in the amitraz and fipronil plus amitraz treatment groups
at 1 and 4 hpe over control and fipronil treatment groups
demonstrates that treatments with amitraz had the effect

Table 3
Comparison of mean motility measurements within treatment groups for
unstimulated ticks to test that doses of fipronil are different.a

Hour post
exposure

Treatment analyzed p-Valueb

1 Fipronil + amitraz 0.0373
1  Fipronil 0.5738
4  Fipronil + amitraz 0.0333
4  Fipronil 0.3846

18 Fipronil + amitraz 0.0157
18 Fipronil 0.7256
21 Fipronil + amitraz 0.0097
21 Fipronil 0.2706
24 Fipronil + amitraz 0.0003
24 Fipronil 0.3426

a The logarithm of the motility measurements + 1 was  analyzed as a
general linear mixed model at each time point using the Mixed procedure
in  SAS Version 9.1.3. The factors dose, treatment, and their interaction
were the fixed effects, and trial and the trial-by-dose interaction were the
random effects. The results in this table are associated with an F-test with
4  numerator degrees of freedom.

b Two-sided p-values testing the null hypothesis that the means of all
doses are equal versus the alternative that at least two of the means of the
doses within the listed treatments are different.
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Fig. 7. (a) Geometric means of motility assay across fipronil doses for stimulated ticks at hour 1. (b) Geometric means of motility assay across fipronil doses
for  stimulated ticks at hour 4. (c) Geometric means of motility assay across fipronil doses for stimulated ticks at hour 18. (d) Geometric means of motility
assay  across fipronil doses for stimulated ticks at hour 21–22. (e) Geometric means of motility assay across fipronil doses for stimulated ticks at hour 24.
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Table 4
Comparison of mean motility measurements within treatment groups for
stimulated ticks to test that doses of fipronil are different.a

Hour post exposure Treatment analyzed p-Valueb

1 Fipronil + amitraz 0.2266
1  Fipronil 0.1790
4 Fipronil + amitraz 0.0023
4 Fipronil 0.3772

18 Fipronil + amitraz <0.0001
18 Fipronil 0.0318
21 Fipronil + amitraz 0.0013
21 Fipronil 0.3471
24 Fipronil + amitraz 0.0053
24 Fipronil 0.0004

a The logarithm of the motility measurements + 1 was analyzed as a
general linear mixed model at each time point using the Mixed procedure
in  SAS Version 9.1.3. The factors dose, treatment, and their interaction
were the fixed effects, and trial and the trial-by-dose interaction were the
random effects. The results in this table are associated with a F-test with
4  numerator degrees of freedom.

b Two-sided p-values testing the null hypothesis that the means of all
doses are equal versus the alternative that at least two  of the means of the
doses within the listed treatments are different.

of increasing the motility of the ticks at these early time
points. When measuring the motility of stimulated ticks
from 18 hpe to 24 hpe for the fipronil plus amitraz treat-
ment group there was significantly less movement than
the other 3 treatment groups. This demonstrates that the
fipronil plus amitraz treatment has a greater effect on the
motility of stimulated ticks than treatments with fipronil
or amitraz alone. In evaluations of tick mortality, lack of
movement in a stimulated tick is a key factor in determin-
ing the live/dead status of the tick (Dryden et al., 2006; Rugg
and Hair, 2007). Therefore, the lack of movement also indi-
cates an increase in mortality of ticks treated with fipronil
plus amitraz over treatments of fipronil or amitraz alone.
Additionally, the difference in the dose response between
the fipronil alone group and fipronil plus amitraz group
illustrated in Fig. 7a through e demonstrate that a lower
amount of fipronil was adequate in combination with ami-
traz to cause mortality at the later time points.

Physiologic mechanisms have been proposed for the
synergism of pesticides by amitraz including, modify-
ing binding of pyrethroids to the receptor site on insect
chloride channels, or reducing the degradation of pesti-
cides by arthropods (Liu and Plapp, 1992; Usmani and
Knowles, 2001). Treacy et al. (1987) hypothesized that it
was the increase in movement of Heliothis virescens on
plants treated with chlordimeform, a formamidine pesti-
cide similar to amitraz, that resulted in increased exposure
to pyrethroids applied concurrently and resulted in syn-
ergism. The proposed mechanism was adhesion of the
pesticide to the insect as it moved over treated surfaces.
Our data would support the hypothesis of Treacy et al.
(1987) and support extension of this potential mechanism
to ticks as demonstrated by the early increase in motility of
the ticks exposed to amitraz leading to a greater exposure
of the ticks to fipronil in the fipronil plus amitraz com-
bination. The combined mode of action could be divided
into two steps: step one due to amitraz, characterized by
an increase in motility and inducing an increased expo-
sure to fipronil; and step two due to fipronil, characterized

by a greater mortality of ticks at later time points than
observed in either active alone. In earlier work, synergism
and improved speed-of-kill for the combination of ami-
traz and fipronil was  demonstrated against R. sanguineus
(Prullage et al., 2011). The current study provides further
evidence for the synergism of the fipronil and amitraz com-
bination and suggests a possible mechanism of action.
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