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TITULO DE LA SOLICITUD: “KIT PARA PRUEBA DE ELISA INDIRECTO A BASE DE
HAPTENO NATIVO CRUDO Y CONTROLES LIOFILIZADOS PARA DIAGNOSTICO
CONFIRMATORIO DE BRUCELOSIS BOVINA EN SUERO SANGUINEO Y LECHE
POR ANIMAL Y DE TANQUE.”
NUMERO DE SOLICITUD INTERNACIONAL: PCT/MX2018/050009
FECHA DE PRESENTACION INTERNACIONAL: 5 de abril de 2018.
PRIORIDAD(ES): MX MX/a/2017/004490 6 de abril de 2017.

MX MX/a/2018/004219 5 de abril de 2018.

Como resultado del examen de patentabilidad realizado a la solicitud indicada en la
referencia, atendiendo a lo consagrado en el articulo 45 de la Decisién 486 de 2000, se
le comunica que esta Direccidon ha encontrado que la materia objeto de solicitud no
cumple con algunos requisitos establecidos en la Decisién, con fundamento en los
siguientes aspectos:

1. Objeto de lainvencion

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del Capitulo Primero del Titulo X de
la Circular Unica para efectos del examen de patentabilidad, cuando la solicitud contenga
mas de diez (10) reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, sélo se
estudiaran las cubiertas por la tasa pagada al momento de realizar el examen de
patentabilidad consagrado en el articulo 45 de la Decision 486. Por lo tanto, se estudiaran
las reivindicaciones 1 a 5 del radicado N° NC2019/0012373 del 5 de noviembre de 2019.

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de proporcionar un kit
para la prueba de ELISA indirecto con hapteno nativo crudo (HN), para diagnéstico
confirmatorio de brucelosis bovina en suero sanguineo y leche por animal y de tanque,
con el fin de disminuir la obtencion de resultados falsos positivos respecto a las pruebas
inmunologicas que utilizan el lipopolisacarido (LPS) de Brucella sp. como antigeno y un
método de prueba de ELISA indirecto para la confirmacion de brucelosis bovina.

Para resolver este problema técnico, la solicitud en estudio proporciona un kit para la
prueba de ELISA indirecto basado en la deteccion de anticuerpos contra el antigeno HN
de la bacteria Brucella sp., el cual incluye microplacas antigenizadas con el antigeno
hapteno nativo en su forma cruda, solucion de lavado, diluyente de la muestra, diluyente
de conjugado, substrato, conjugado concentrado, solucion de parada y controles positivo
y negativo sometidos previamente a un proceso de liofilizacién, los cuales son especificos
para suero sanguineo y leche de bovino. Asi mismo, la solicitud proporciona un método
de prueba de ELISA indirecto para diagnostico confirmatorio de brucelosis bovina en
suero sanguineo y leche por animal y de tanque.

2. Reivindicaciones relativas a un uso (Art. 14 Decision 486)

El uso de la reivindicacion 5 no es patentable, de acuerdo con el articulo 14 de la Decision
486, teniendo en cuenta que, aunque tiene como preambulo un procedimiento se esta
caracterizando Unicamente por su uso en otras pruebas de diagndéstico.
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3. De la solicitud de patente
3.1. Titulo

El nombre de la invencién de que se trata en el articulo 27 literal d) de la Decision 486
debera reflejar el objeto y el campo industrial con el cual se relaciona la misma y ser
concordante con la materia descrita y las reivindicaciones de la solicitud. EI nombre no
podra referirse a nombres personales, marcas de productos o nombres de fantasia.

El solicitante en el escrito radicado bajo el N° NC2019/0012373 el 5 de noviembre de
2019, titul6 la invencion como: “KIT PARA PRUEBA DE ELISA INDIRECTO A BASE DE
HAPTENO NATIVO CRUDO Y CONTROLES LIOFILIZADOS PARA DIAGNOSTICO
CONFIRMATORIO DE BRUCELOSIS BOVINA EN SUERO SANGUINEO Y LECHE POR
ANIMAL Y DE TANQUE.". Este titulo no se relaciona con el objeto de la solicitud contenido
en la descripcién y las reivindicaciones, por lo cual se sugiere el titulo siguiente: “KIT PARA
PRUEBA DE ELISA INDIRECTO QUE DETECTA ANTICUERPOS CONTRA HAPTENO
NATIVO CRUDO Y METODO DE ELISA INDIRECTO PARA DIAGNOSTICO
CONFIRMATORIO DE BRUCELOSIS BOVINA EN SUERO SANGUINEO Y LECHE.”.

3.2. Reivindicaciones (Art. 30 Decision 486)

- La reivindicacion 1 no es clara porque menciona marcas registradas como ABTS y
HRP protector, las cuales no definen el producto porque sus caracteristicas técnicas
pueden cambiar con el paso del tiempo, aunque conserve el mismo nombre. Se
sugiere aclarar cuales son las caracteristicas de los productos en cuestion.

- Las reivindicaciones 2-4 no son claras porque mencionan un procedimiento, pero este
no se define mediante una secuencia légica de etapas, ni mediante sus condiciones
técnicas esenciales. Se sugiere incluir las etapas técnicas esenciales del
procedimiento para la prueba de ELISA indirecto en la reivindicacion independiente e
incluir las caracteristicas particulares del mismo en las reivindicaciones dependientes,
segun lo divulgado en el capitulo descriptivo.

- La reivindicacién 2 no tiene sustento porque menciona “sin ningun tratamiento de
purificacion”, sin embargo, se evidencia en el capitulo descriptivo que para obtener el
hapteno nativo se realizaron purificaciones por precipitacién con etanol, por lo tanto, si
existe tratamiento de purificacion, se sugiere eliminar la reivindicacion.

- Lareivindicacién 3 no es clara debido a que menciona la fase: “(...) porque tal y como
se reivindico en la clausula anterior, la Sensibilizacion o Antigenizacion de placas de
ELISA con antigeno Hapteno Nativo a una concentraciéon de 1 microgramo por pozo
para diagnostico de brucelosis en suero sanguineo y leche.”, pero en la reivindicacion
2 no se menciona esa caracteristica, ademas, la redaccion no permite determinar
exactamente la materia que se desea proteger y algunas palabras empiezan con una
letra mayuscula siendo que la palabra anterior se encuentra escrita en letra mindscula,
no empiezan después de un punto y no se trata de nombres propios, por lo tanto, no
es correcto a nivel gramatical. Se sugiere revisar la redaccion de la reivindicacion y
establecer la dependencia segun las etapas esenciales del procedimiento para la
prueba de ELISA indirecto, teniendo en cuenta lo que se encuentra divulgado en el
capitulo descriptivo.
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4. Determinacion del Estado de la Técnica

La fecha para determinar el estado de la técnica es el 6 de abril de 2017 que corresponde
a la fecha de presentacion de la solicitud de prioridad.

Consultadas las fuentes de informacién con que se cuenta, se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de
Publicacién
“Evaluation of Lipopolysaccharides
Alonso-Urmeneta B. et al and Polysaccharides of Different
S Lo Epitopic Structures in the Indirect Noviembre de
D1 Clinical and diagnostic inked b
laboratory immunology Enzyme-Ll_n e Ir_nmunosor enF 1998.
' Assay for Diagnosis of Brucellosis
in Small Ruminants and Cattle”
“DRG® Brucella ELISA (bovine) 1 de iunio de
D2 DRG International Inc., USA. | (EIA-2497: 96 wells / EIA-5487: 480 2512
wells)” )

El documento D1 divulga un método de diagndstico de brucelosis en muestras de suero
sanguineo de bovinos, ovejas y cabras, usando diferentes antigenos tales como
lipopolisacéaridos crudos, polisacaridos hidroliticos O y polisacaridos haptenos nativos
(NH), evaluados con la prueba ELISA indirecto, usando anticuerpos policlonales y
monoclonales o conjugados de proteina G (Abstract).

El documento D22 divulga un kit para el diagnéstico de brucelosis en muestras de suero
sanguineo y leche de bovinos, identificando anticuerpos en contra de antigenos de la
bacteria Brucella abortus, con alta sensibilidad y especificidad (Pag. 1, Intended use of
the test kit).

5. Examen de Patentabilidad (Art. 14 Decision 486)

5.1. Nivel Inventivo (Art. 18 Decision 486)
La reivindicaciéon 1 consiste en: “KIT para prueba de ELISA indirecto a base de Hapteno
nativo Crudo para diagnostico confirmatorio de brucelosis bovina en suero sanguineo y
leche por animal y de tanque, caracterizado por (...)" (Radicado N° NC2019/0012373 del
5 de noviembre de 2019).

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:
Caracteristicas esenciales D1 D2

KIT para prueba de ELISA
indirecto a base de hapteno nativo
crudo, caracterizado por:

Materiales y métodos para prueba de
ELISA indirecto con hapteno nativo
puro como antigeno de Brucella sp.

Kit para prueba de ELISA
indirecto con polisacarido como
antigeno de Brucella sp., en

(Pag. 750, iIELISA). muestras de suero y leche (Pag.

1, Intended use of the test kit).

1Alonso-Urmeneta B., et al. (1998). Evaluation of Lipopolysaccharides and Polysaccharides of Different Epitopic Structures in the
Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for Diagnosis of Brucellosis in Small Ruminants and Cattle. Clinical and diagnostic
laboratory immunology, 5(6). Recuperado desde :
https://dadun.unav.edu/bitstream/10171/29425/1/Evaluation%200f%20lipopolysaccharides.pdf

2 DRG International Inc., USA. (2012). DRG® Brucella ELISA (bovine) (EIA-2497 : 96 wells / EIA-5487: 480 wells). Vers. 8.1.
Recuperado desde : https://www.yumpu.com/en/document/view/24689225/eia-2497-96-wells-eia5487-480-wells-drg-international
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Diez (20) microplacas
antigenizadas con hapteno nativo
crudo, de 96 pocillos cada una
(distribuidos en 12 tiras de 8
pocillos cada tira) de fondo plano y
claro, con superficie
especialmente tratada para una
alta capacidad de adhesion del
antigeno, con capacidad méaxima
de 360 microlitros por pocillo.

96 pocillos standard de poliestireno
con solucién madre de extracto de
antigeno (HN). Se utilizaron dos
marcas diferentes de pocillos y no se
encontraron diferencias significativas
entre ellas. Se trat6 la superficie de
los pocillos con dos soluciones de
recubrimiento: solucién
carbonato/bicarbonato y  solucién
salina fosfatada y se incubé toda la
noche para adhesion del antigeno
(Pag. 750, iELISA).

5 microplacas con 96 pocillos
cada una, pretratadas Yy
recubiertas con antigeno de
polisacéarido de Brucella (Pag 1.
Contents EIA-5487, Principle of
the test kit).

Cinco (5) microplacas de 96

pocillos, sin tratamiento, para
realizar la predilucion de la
muestra.

Predilucion de la muestra de suero
(Pag. 750, iELISA). No menciona
microplacas sin tratamiento.

No menciona.

Cuatro (4) frascos de sesenta (60)
mililitros cada uno con solucién de
lavado a base de PBS-Tween 20,
al 0.05%, a concentracion (10 X).

Solucién de lavado con PBS-Tween
20 al 0.05% (Pag. 750, iELISA).

Un frasco con 50 mL de solucion
de lavado concentrada 200 X
(diluir con agua desionizada
antes de usar) (Pag 1. Contents
EIA-5487).

Un frasco (1) de cuarenta (40)

mililitros de diluyente de la
muestra, a base de CABI
(Carbonato bicarbonato) a

concentracion (10 X).

Se utiliz6 PBS-Tween al 0.05% para
diluir la muestra (Pag. 750, iELISA).

Dos frascos con 40 mL de buffer
ELISA para diluir las muestras
(Pag 1. Contents EIA-5487 y
pag. 2, Handling and storage of
kit and specimens).

Un (1) frasco de cincuenta (50)

mililitros  de  diluyente  de
conjugado, a base de CABI
(Carbonato bicarbonato) a

concentracion (1 X).

Se utilizd PBS-Tween al 0.05% para
diluir los conjugados (Pag. 750,
iELISA).

Un frasco con 60 mL de buffer de
conjugado (Pag 1. Contents EIA-
5487).

Un (1) frasco de 50 mililitros de
substrato, el cual es ABTS (es un
producto comercial).

Se utiliz6 ABTS como sustrato (Pag.
750, iELISA).

Un frasco con 40 mL buffer
substrato A y un frasco con 40
mL con buffer substrato B (Pag 1.
Contents EIA-5487).

Un (1) vial de un (1) mililitro que
consta de 25 microlitros de
conjugado concentrado, el cual es
una inmuno globulina G — anti
bovina, conjugada con peroxidasa
de rabano producida en cabra (es
un producto comercial) el cual esta
prediluido en el conservador HRP
Protector, que es un estabilizador
de peroxidasas.

Se utilizaron cuatro conjugados: i)
inmunoglobulina G anti-oveja
policlonal conjugada con peroxidasa
de especificidad de cadena pesada y
ligera, ii) inmunoglobulina G anti-
bovina policlonal conjugada con
peroxidasa de especificidad de
cadena pesada y ligera, iii) anticuerpo
monoclonal inmunoglobulina G1 anti-
rumiante conjugado con peroxidasa y
iv) proteina G recombinante (que
reacciona con la IgG de rumiantes)
conjugada con peroxidasa (Pag. 750,
iELISA). No menciona el conservador
HRP Protector.

Un frasco con 1,5 mL de
conjugado concentrado HRPO
(Pag 1. Contents EIA-5487,
Principle of the test kit).

Un (1) frasco de cincuenta (50)
mililitros de solucion de parada, la
cual es Duodecilsulfato sédico
(SDS) al 4%.

No menciona.

Un frasco con 50 mL de solucion
de parada (Pag 1. Contents EIA-
5487).

Un (1) vial de suero sanguineo | Control positivo de suero (Pag. 750, | Un vial de control positivo
positivo liofilizado. iELISA). No menciona que sea | inactivado estandarizado a 200
liofilizado. ElU/ml  (liofilizado) (Pag 1.

Contents EIA-5487).
Un (1) vial de suero sanguineo | Control negativo de suero (Pag. 750, | Un vial de control negativo

negativo liofilizado iELISA). No menciona que sea | inactivado (liofilizado) (Pag 1.
liofilizado. Contents EIA-5487).
Un (1) vial de suero de leche Un vial de control positivo
positiva liofilizada No menciona inactivado estandarizado a 200
' EIU/ml  (liofilizado) (Pag 1.
Contents EIA-5487).
Un (1) Vial de suero de leche Un vial de control negativo
negativa liofilizada. No menciona. inactivado (liofilizado) (Pag 1.
Contents EIA-5487).
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Todos los viales de controles para La reconstitucion de los

su reconstituciéon en un (1) mililitro No menciona controles se hace con 0.5 mL de

de agua destilada. ' agua destilada (Pag. 3. Test
protocol).

El documento D1 se considera el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida
en la reivindicacion 1 porque divulga un método para realizar la prueba ELISA indirecto
gue emplea hapteno nativo como antigeno (Pag. 750, iELISA) para detectar la presencia
de anticuerpos de Brucella sp. en muestras de suero de ganado, ovejas y cabras con el
fin de identificar a los animales que padecen brucelosis (Pags. 749 y 750, Animals and
sera); este documento también divulga que los materiales y métodos para realizar la
prueba son: 96 pocillos de poliestireno con NH, pretratados para favorecer la adhesion
del antigeno, PBS-Tween 20 al 0.05% para diluir las muestras y los conjugados y como
solucion de lavado, substrato (ABTS), cuatro tipos de conjugados, un control positivo y
un control negativo (Pag. 750, iELISA).

La diferencia entre la invencion definida en la reivindicacion 1 y el método divulgado de
D1 consiste en microplacas sin tratamiento para la dilucién de la muestra, la solucion de
parada (SDS al 4%), los controles positivos y negativos liofilizados, tanto de suero como
de leche y los viales de los controles son reconstituidos en agua destilada.

No se evidencia un efecto asociado al incluir microplacas sin tratamiento, la solucién de
parada (SDS al 4%), controles positivos y negativos liofilizados, tanto de suero como de
leche y que los viales de los controles son reconstituidos en agua destilada, ya que la
dilucion de la muestra previo a la prueba se puede realizar en materiales diferentes a
microplacas sin tratamiento, la prueba produce resultados confiables sin el uso de SDS
al 4% como solucion de parada segun lo demostrado en D1 y los controles liofilizados
que previamente a la prueba son reconstituidos en agua destilada son ampliamente
conocidos y utilizados en la rutina para llevar a cabo diferentes tipos de pruebas de
laboratorio, asi mismo, no se evidencia en el capitulo descriptivo ejemplos o pruebas que
demuestren un efecto técnico asociado a las diferencias descritas.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencién se puede
formular asi: ¢ Como modificar los materiales para la prueba de ELISA indirecto conocidos
en D1 con el fin de obtener un kit alternativo?

Sin embargo, el incluir una solucién de parada, controles positivos y negativos liofilizados
y la reconstitucion de los controles con agua destilada para obtener un kit, ya esta
divulgado en el documento D2 que se refiere a un frasco con 50 mL de solucién de
parada, un vial de control positivo inactivado estandarizado a 200 EIU/mI (liofilizado), un
vial de control negativo inactivado (liofilizado) (los controles son usados en la prueba con
suero o con leche) (Pag 1. Contents EIA-5487) y la reconstitucién de los controles con
agua destilada (Pag. 3. Test protocol). Este documento no menciona una microplaca sin
tratamiento para diluir la muestra, pero si menciona la dilucion de las muestras antes de
la prueba (pag. 2, Handling and storage of kit and specimens), por lo tanto, no se observa
un efecto técnico asociado a realizar la diluciéon en la microplaca de la solicitud.

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia, estaria motivada a
incluir la solucién de parada, controles positivos y negativos liofilizados y la reconstitucion
de los controles con agua destilada del documento D2 en el método de D1, asi como una
microplaca sin tratamiento para diluir las muestras, para asi llegar al objeto de la
reivindicacion 1. Por lo cual se considera obvia.

Adicionalmente, el documento D1 menciona que la cepa Brucella melitensis 16 M (biotipo
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1 [MC]), se sembrd y se utiliz6 para obtener la preparacién de hapteno nativo puro (Pags.
749 y 750, Materials and methods), con el cual se realiz6 la prueba de ELISA indirecto
gue demostrd ser altamente sensible para detectar anticuerpos por una infeccién con
Brucella sp. en muestras de suero de bovinos, ovejas y cabras, por lo que no se observa
diferencia alguna al emplear hapteno nativo crudo como antigeno en la prueba. Por otra
parte, los controles negativo y positivo empleados en el método demostraron ser
adecuados para permitir la interpretacion de los resultados atn cuando no menciona que
fueron liofilizados (Pags. 751y 752, Figs. 2y 3).

Finalmente, cabe mencionar que emplear duodecilsulfato sédico como solucién de
parada en las pruebas ELISA indirecto para determinar infeccion por Bucella sp. en
bovinos es ampliamente conocido en la técnica® por lo que tampoco aporta nivel inventivo
a la materia reclamada.

La reivindicacion 2 y las reivindicaciones dependientes 3 y 4 no mencionan alguna
caracteristica que, junto con las caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte
nivel inventivo al kit de la reivindicacion 1, por lo cual se considera que no tienen nivel
inventivo.

6. Conclusion con respecto a novedad y/o nivel inventivo

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
Alonso-Urmeneta B., et al.
D1 Clinical and diagnostic la4 Nivel Inventivo

laboratory immunology.
DRG International Inc.,
USA.

D2 la4 Nivel inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de 2000, se le indica que debe dar
respuesta dentro del término de sesenta (60) dias contados a partir de la fecha de
notificacion de la presente comunicacién. En caso de no dar respuesta al presente
requerimiento, o0 si a pesar de la respuesta subsistieran los impedimentos para la
concesion, se denegard la patente.

Si como respuesta a este requerimiento, el solicitante modifica el capitulo reivindicatorio,
debera observar las instrucciones contenidas en el numeral 1.2.2.1.1., del Capitulo
Primero del Titulo X de la Circular Unica de esta Superintendencia. De igual forma,
debera tener presente que de conformidad con el literal a) del numeral 1.2.2.5.1. de la
norma ibidem, serd necesario acreditar el pago de la tasa por concepto de modificacion
a solicitudes en tramites, de conformidad con el valor establecido en la resolucion de
tasas vigentes.

3 padilla Poester F., et al. (2000). The serological response of adult cattle after vaccination with Brucella abortus strain 19 and RB51.

Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, 37(1). (Pag. 2, Material and Method). Recuperado desde :
https://iwww.scielo.br/j/bjvras/a/QRfDDqLyfVFXc8tPO9H8HWJIK/?lang=en

Pagina 6 de 9
Sefior cludadano, para hacer seguimiento a su solicitud, la entidad le ofrece los sigulentes canales:
www.slc.gov.co ~ Teléfonoen Bogota: 5820400 ~ Linea gratuita a nivel nacional: 018000910165

Direccion: Cra. 13 # 27 - 00 pisos 1,3, 4, 5,6, 7 ¥ 10, Bogota D.C.- Colombia
Teléfono: (571) 5870000 ~ e-mall: contactenos@sic.gov.co

El futuro Gobierno

es de todos de Colombia

@ Nuestro aporte es fundamental,
al usar menos papel contribuimos con el medio ambiente



Sefior cludadano, para hacer seguimiento a su solicitud, la entidad le ofrece los sigulentes canales:
www.slc.gov.co ~ Teléfonoen Bogota: 5920400 ~ Linea gratuita a nivel nacional: 018000910165
Direccion: Cra. 13 # 27 - 00 pisos 1,3, 4, 5,6, 7 ¥ 10, Bogota D.C.- Colombia

Teléfono: (571) 5870000 ~ e-mall: contactenos@sic.gov.co

("(—'

lr-‘/ -
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Oficio N° 12813 de 10 de agosto de 2021
Ref. Expediente N° NC2019/0012373

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 6.2 del Capitulo
Sexto del Titulo | de la Circular Unica, informandoles que contra el mismo no procede

recurso alguno en actuacion administrativa.
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Edna Marcela Ramirez Orozco
DIRECTORA DE NUEVAS CREACIONES
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